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1 Einleitung und Fragestellung

Nicht zuletzt aufgrund der steigenden Lebenserwartung wird in den kommen-
den Jahrzehnten die Zahl der Menschen tber 65 Jahren drastisch steigen.
Damit verbunden sind erhebliche finanzielle Belastungen fir das Sozialsystem.
Nicht nur deshalb, sondern auch um weiterhin ein unabhangiges und selbstbe-
stimmtes Leben fihren zu kdnnen ist es daher entscheidend, die gewonnenen
Lebensjahre in guter Gesundheit zu verbringen [Sozialpartner-Osterreichs,
2010].

Mit zunehmendem Lebensalter stellt vor allem die Sarkopenie, der Verlust der
Muskelmasse und —funktion, einen bedeutenden Faktor der Morbiditat und Mor-
talitdt dar und tragt entscheidend zur Sturzh&ufigkeit und generellen Gebrech-
lichkeit bei [Koopman et al., 2009].

Weiters zeigen Studien, dass auch oxidativer Stress durch die Schadigung der
DNA einen wesentlichen Einflussfaktor fir den Alterungsprozess darstellt. Die-
se oxidativen DNA Schaden werden mit einer Reihe degenerativer Erkrankun-
gen, wie z.B. Krebs, kardiovaskulédre Erkrankungen oder auch Alzheimer und

Parkinson in Verbindung gebracht [Kraus et al., 2009; Powers et al., 2011].

Unter der Annahme, dass regelméfRiges Training in Verbindung mit Nahrungs-
erganzungsmitteln oxidative DNA Schaden sowie den Verlust der Muskelmasse
positiv beeinflusst, wurde die Forschungsplattform ACTIVE AGEING der Uni-
versitat Wien ins Leben gerufen.

Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der Nachhaltigkeit, da die Intervention
Uber einen Zeitraum von 1,5 Jahren durchgefihrt wird.

Ziel der Studie ist es, die Auswirkung von Training mit und ohne zusatzliche
Ernahrungssupplementation auf Muskelkraft, -funktion und -masse, oxidative
Stressparameter sowie das Immunsystem bei alteren, institutionalisierten Per-
sonen zu erfassen.

Die vorliegende Arbeit ist nur ein Teil dieser Studie und beschéftigt sich beson-
ders mit den Auswirkungen der 6 monatigen Trainingsintervention auf die oxida-

tive DNA Schadigung alterer Personen.



2 Literaturubersicht

2.1 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress ist definiert als Ungleichgewicht zwischen Oxidantien (z.B.
reaktive Sauerstoffspezies ROS) und antioxidativen Schutzsystemen. Bei man-
gelndem antioxidativem Schutz oder erhdéhter ROS-Produktion kann es in einer
Vielzahl von Geweben zu Schaden kommen [Sies, 1997].

Freie Radikale, wie ROS, sind hoch reaktiv und werden als Nebenprodukte des
Sauerstoffmetabolismus in vielen biochemischen Prozessen gebildet.

Sie sind gekennzeichnet durch ein oder mehrere ungepaarte Elektronen, die die
chemische Reaktivitat des Atoms oder Molekils noch erhdhen.

Vertreter dieser reaktiven Sauerstoffverbindungen sind das Superoxid-
Anionenradikal (‘O7), das Hydroxylradikal (OH) und das Wasserstoffperoxid
(H20,) [Halliwell et al., 2007; Roberts et al., 2009].

Das primar gebildete Sauerstoffradikal ist das Superoxid-Anion (O;). Es wird
anschlielend zu H,O, und dem hoch reaktiven ‘OH abgebaut, das in Folge zu
oxidativen Schaden der DNA und anderen Molekilen der Zelle fihrt [Chan et
al., 2011]. Da diese Schaden im Lauf des Lebens zunehmen, spielt oxidativer

Stress eine wesentliche Rolle im Alterungsprozess [Ames et al., 1993].

2.1.1 Endogene und exogene Quellen von ROS

Der Grof3teil der endogen gebildeten ROS entsteht wahrend der aeroben Zell-

atmung in der mitochondrialen Atmungskette (Abb. 1)
e e e e
0y — OE -~ Hy05 =~ -OH —~ H,y0

Abb. 1: Bildung von ROS.
Der von den Mitochondrien aufgenommene O, wird Uiber mehrere Schritte in H,O umgewandelt.

Dabei entstehen freie Radikale (ROS) [Ames et al., 1993].

Aber auch bei der Immunabwehr (wahrend der Zerstdrung von Bakterien und
Viren durch Phagozytose) und dem oxidativen Fettsdureabbau in den Per-

oxisomen werden ROS frei bzw. gezielt eingesetzt.



Exogene Ursachen fiur die Entstehung von ROS sind vor allem Tabakkonsum
und ungesunde Erndhrung [Ames et al., 1993].

2.1.2 Antioxidative Schutzsysteme — enzymatische Antioxidantien

Eine Reihe von Schutzsystemen, wie etwa enzymatische Antioxidantien,
schitzt die Zelle jedoch vor einer Schadigung durch ROS.

Zu erwahnen sind hier vor allem die Superoxiddismutase (SOD), die Katalase
(CAT) und die Glutathion Peroxidase (GPX).

Die Superoxiddismutase befindet sich im Cytosol und in den Mitochondrien und
ist fur den Abbau von Superoxiden in O, + H,O, verantwortlich. Sie benotigt
aber Cofaktoren, wie Kupfer (Cu), Zink (Zn) oder Mangan (Mn).

Die Katalase befindet sich in den Peroxysomen, wo sie H,O, zu O, + H,0O ver-
stoffwechselt.

Im Cytoplasma sowie extracellular in fast allen Geweben findet man die Gluta-
thion Peroxidase mit Selen als Zentralatom, die H,O, zu H,O abbaut.

Neben diesen enzymatischen Antioxidantien existiert die grof3e Gruppe der
nicht-enzymatische Antioxidantien, wie etwa die Vitamine A, C und E sowie die

grof3e Gruppe der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe [Gough et al., 2011].

2.1.3 Oxidativer Stress und DNA Schaden

Durch seine Fahigkeit, sowohl mit Adenin als auch mit Cytosin eine Basenpaa-
rung einzugehen, ist das 8-Hydroxy-2 -deoxyguanosin (8-OHdG/ 8-OxodG) das
am haufigsten zu Mutationen fihrende Produkt oxidativer DNA Schadigung
[Barzilai et al., 2004]. Es entsteht durch Hydroxylierung des Guanins als entspr-
chendes Nukleosid zum 8-Oxoguanin (8-oxoGua) und wird haufig als biologi-
scher Marker flr oxidativen Stress verwendet [Dizdaroglu et al., 2002; Kasai,
1997].

Normalerweise bildet Guanin mit Cytosin und Adenin mit Thymin ein komple-
mentares Basenpaar. Paart sich 8-OHdG jedoch mit Adenosin, verandert das
die Basensequenz der DNA und es kann zum Funktionsverlust des Gens kom-
men (GC-TA Transversion) [Kasai, 1997; Kuchino et al., 1987].



Eine weitere haufig vorkommende Art der DNA Schéadigung, ist ein Bruch der
glykosidischen Bindung zwischen Purin- oder Pyrimidinbasen und Kohlenhydra-
ten.

Es kommt zur Bildung von apurinen bzw apyrimidinen Stellen (AP-Stellen), die
in der Folge zum Basenaustausch, zu Mutationen des Leserahmens und den
daraus resultierenden DNA Briichen fihren [Atamna et al., 2000].

Durch ROS verursachte Einzelstrangbriiche (SSB) treten bis zu 10.000 mal pro
Tag in einer Zelle auf [Caldecott, 2008].

Die weitaus geféhrlichere Variante oxidativer DNA Schaden bilden Doppel-
strangbruche (DSB), die viel haufiger als SSB bei alteren Personen beobachtet
werden konnten. Findet keine Reparatur dieser DSB statt, ist der Verlust ganzer
Chromosomensegmente bis hin zum Zelltod moéglich. Wohingegen fehlerhaft
reparierte DSB eine Umlagerung der Chromosomen bewirkt und zu einer Insta-
bilitdt im Genom fihrt [Morgan et al., 1998; Moskalev et al., 2012].

2.1.4 Reparaturmechanismen oxidierter Basen

Oxidierte Basen, apurine und apyrimidine Stellen sowie durch ROS verursachte
Strangbriiche, kdnnen entweder durch eigene Reparaturmechanismen (z.B.
Basenexcisionsreparatur, DNA Glycosylase) wieder behoben werden oder es
kommt zur Apoptose (Abb. 2) [Barzilai et al., 2004].

Bei der Basenexcisionsreparatur werden geschadigte oder falsch gepaarte Ba-
sen durch spezifische DNA Glykosylasen aus der DNA entfernt und die frei
werdende Stelle mit der entsprechenden komplementaren bzw intakten Base
gefullt [Wagner et al., 2004].

Eine wichtige Bedeutung bei der Reparatur des 8-Oxoguanins haben die For-
mamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG-Protein) und die 8-oxoguanin-DNA
glykosylase (Oggl). Sie haben die Eigenschaft, spezifisch 8-Oxo-guanin zu
erkennen und aus der DNA zu schneiden [Boiteux et al., 1992; Chen et al.,
2003].

Oxidierte Pyrimidine wiederum werden durch Endonuklease Il erkannt und

herausgeschnitten bzw. repariert [Collins et al., 1995].



Damit all diese Vorgénge jedoch stattfinden kénnen, werden in der Zelle soge-
nannte Zellzyklus-Checkpoints aktiviert, die den Zellzyklus stoppen und so die
Teilung geschadigter DNA verhindern [Barzilai et al., 2004].

Findet keine Reparatur statt, kann es durch Anderungen in den Chromosomen
zur Aktivierung von Onkogenen bzw. Inaktivierung von Suppressorgenen kom-
men und folglich zur Initiation der Karzinogenese [Emerit et al in Hartmann et
al., 2000].

DNA exposure 1o reactive oxygen
species (HLY , Oy ,-OH, RO')

induction of primary DMNA lesions

« single- and double strand breaks o

o
« base/nucleotide modifications M - N
(g BOHGBONIG) " } To 1 pon
N — e HM w M
HO= .0

+ DMNA-protein crosslinks

HOTI/.___.D
) )
RO L
TH
no repair, DNA Cuancsine —>  §-0HAG
mitsrepair repair
replication
= gene mutalions enaltered genetic information

* chromosome mutations

modulation of gene/protein activity
imitiation of carcinogensesis

Abb. 2: Oxidative DNA Schaden und ihre Folgen.
[Hartmann et al., 2000].

2.2  Oxidativer Stress als Ursache des Alterungsprozesses

Beim biologischen Prozess des Alterns, kommt es vor allem zu einem allgemei-
nen Abfall biochemischer und physiologischer Funktionen. Dies fihrt zu einer
verminderten Fahigkeit des Korpers geeignet auf Umweltreize zu reagieren und
erhoht so die Anfalligkeit fir altersassoziierte Krankheiten bis hin zum Tod
[Valle, 2011].



Es gibt viele Theorien, die sich seit jeher mit dem Altern und seinen Ursachen
auseinander gesetzt haben.

1956 z.B. erklarte Denham Harman in der ,Free Radicals Theory of Aging®, re-
aktive Sauerstoffspezies zur Ursache des Alterns [Harman, 1956]. 1972 modifi-
zierte er sie dahingehend, dass er den Mitochondrien eine zentrale Rolle zu-
wies, da diese unverhaltnisméalig grole Mengen an ROS in den Zellen produ-
zieren [Harman, 1972].

In den Jahren danach entdeckte man schlie3lich, dass auch Schéden und
Punktmutationen der mtDNA auf oxidativen Stress zurickzufihren sind und
sich im Alter dramatisch erhéhen [Golden et al., 2001].

Vor allem durch das Fehlen eigener Schutzproteine und ihrer Nadhe zu ROS
produzierenden Systemen ist die mitochondriale DNA besonders anfallig fur
oxidative Schaden [Ames et al., 1993].

Diese sogenannte ,mtDNA Theorie des Alterns® lasst vermuten, dass auch Mu-
tationen der mitochondrialen DNA nicht unwesentlich am Alterungsprozess be-
teiligt sind [Linnane et al., 1989].

Doch die Frage, ob mtDNA L&sionen Ursache oder Folge des Alterns sind, ist
nach wie vor kontrovers [Lin et al., 2003].

2.2.1 Erh6hte Schaden nuklearer DNA im Alter?

Auf Basis der in der Literatur vorhandenen Daten, scheint es sehr wahrschein-
lich, dass oxidative Schéaden nuklearer DNA im Alter zunehmen und durchaus
einen Faktor im Alterungsprozess spielen.

Mutlu-Turkoglu et al. untersuchten mittels Comet Assay den Grad der DNA
Schadigung von Lymphozyten bei jungen (21-40 Jahre, n = 25) und &lteren (61-
85, n = 30) Personen. Sowohl bei den unbehandelten, als auch bei den mit
H,0O, behandelten Zellen konnte, verglichen mit der jingeren Gruppe, eine Ver-
dopplung der oxidativen Schadigung bei den alteren Personen, nachgewiesen
werden [Mutlu-Turkoglu et al., 2003].

Humphreys et al. unterteilten die Probandinnen in Altersgruppen: 20 — 35 (n =
40), 63 — 70 (n = 35) und 75 — 82 (n= 22), um anschlieRend mittels Comet As-



say die oxidative DNA Schadigung zu ermitteln. Es zeigte sich eine signifikant
hohere Schadigung im Vergleich zur jingeren Gruppe. Der Nachweis oxidierter
Basen (8-oxoGua) mittels FPG bestétigte diese Ergebnisse und brachte eben-
falls eine signifikant héhere Schadigung bei den Personen Uber 75 Jahren
[Humphreys et al., 2007].

In einer von Siomek et al. 2007 durchgefiihrten Studie, wurden 255 Proban-
dinnen in 4 Altersgruppen (A: durchschnittlich 13 Jahre, B: 31 Jahre, C: 50 Jah-
re, D: 67 Jahre) unterteilt. Mittels HPLC wurde der Gehalt von 8-oxodG in der
DNA von Lymphozyten untersucht und ein hoch signifikanter Anstieg von 8-
oxodG in der Gruppe D nachgewiesen. Weiters bestand eine signifikant positive
Korrelation zwischen dem Alter und dem Gehalt an 8-oxodG [Siomek et al.,
2007].

Mecocci et al. entnahmen von 66 Personen im Alter zwischen 25 und 93 Jahren
Muskelbiopsieproben, und konnten auch im Skelettmuskel einen altersabhangi-
gen Anstieg oxidativer DNA Schadigung (8-oxodG) nachweisen [Mecocci et al.,
1999].

Dass das Thema auch durchaus kontrovers zu diskutieren ist, zeigen folgende
Studien. Barnett und King wendeten eine Sandwich ELISA an, um Lymphozy-
ten auf DNA Briuche zu untersuchen. Zwar fanden sie héhere Mengen in der
Gruppe der 65 — 69 Jahrigen (n=17) im Vergleich zu den 35 — 39 Jahrigen
(n=20), angewendet auf 75 — 80 Jahrige, zeigte sich jedoch kein Unterschied zu
den Jungeren [Barnett et al., 1995]. Hyland et al. verglichen PBMCs 40 — 60
Jahriger mit jenen 86 — 94 Jahriger. Es konnte aber kein signifikanter Unter-
schied der DNA Schéadigung zwischen den Gruppen mittels Comet Assay

nachgewiesen werden [Hyland et al., 2002].

2.2.2 Grunde fur den altersbedingten Anstieg oxidativer DNA Schaden

Der Gehalt von 8-oxodG in der nuklearen DNA stellt ein Gleichgewicht zwi-
schen der Rate oxidativer DNA Schédigung und DNA Reparatur dar. Eine al-
tersbezogene Zunahme von 8-oxodG kann daher auch durch eine Abnahme



der Reparaturmechanismen oder eine Zunahme, der fur die Schadigung ver-
antwortlichen Prozesse, verursacht sein [Olinski et al., 2007].

Chen et al. konnten einen altersbedingten Abfall in der Aktivitdt von hOggl
nachweisen, dem Hauptenzym bei der Entfernung von 8-oxodG [Chen et al.,
2003].

Ein weiterer Faktor fur erhdhte ROS Produktion und damit fir oxidativen Stress
und DNA Schadigung im Alter ist eine verminderte Funktion der Mitochondrien.
Trifunovic et al. gelang es, bei Mausen einen altersbezogenen Abfall der
Atmungskette mit dem damit verbundenen Anstieg in der Produktion von ROS
nachzuweisen [Trifunovic et al., 2004].

2.2.3 Oxidative DNA Schaden und altersassoziierte Erkrankungen

Neben ihrer Rolle beim eigentlichen Alterungsprozess, werden oxidative DNA
Schaden auch mit degenerativen Erkrankungen im Alter in Verbindung ge-
bracht, wie z.B. Krebs, kardiovaskulare Erkrankungen oder auch Alzheimer und

Parkinson [Powers et al., 2011].

2231 Krebs

Obwohl der Einfluss von oxidativem Stress auf die Krebsentstehung als erwie-
sen gilt, ist das Ausmal3, in dem oxidative DNA Schaden dazu beitragen noch
nicht endgultig geklart. Eine Reihe von Studien bekraftigt die Hypothese, dass
oxidative DNA Schéaden einen wesentlichen Risikofaktor in der Karzinogenese
darstellen, wahrend andere die Anwesenheit von 8-oxodG in der DNA nicht als
notwendige Bedingung fur die Tumorentstehung ansehen [Cooke et al., 2006].
Gackowski et al. untersuchten in ihrer Kohortenstudie an Lungenkrebspatienten
(Raucher) alle Parameter, die bei oxidativer DNA Schadigung eine Rolle spie-
len.

Neben 8-oxoGua und 8-oxodG im Urin wurde auch der Gehalt von 8-oxodG in
den Lymphozyten gemessen. Es zeigten sich signifikant hohere Werte von 8-
oxodG in den Lymphozyten der Krebspatientinnen (n=51), als in den 2 Kontroll-

gruppen (gesunde Raucherlnnen n=26, gesunde Nicht-Raucherlnnen n=38).



Die Messung im Urin ergab jedoch sowohl fur die Patientinnengruppe, als auch
fur die Kontrollgruppe mit den Raucherinnen, dhnliche Werte, welche signifikant
hoher als in der Nichtraucherinngruppe ausfielen. Dies lasst vermuten, dass die
hohen Konzentrationen in den Lymphozyten auf einen Defekt der DNA Repara-
turmechanismen bei den Krebspatientinnen zurtckzufuhren sind und konnte
auch durch die Messung der 8-oxoGua Glycosylase nachgewiesen werden
[Gackowski et al., 2003].

Trotzdem scheint eine Schadigung der DNA stark mit Initiationsprozessen as-
soziiert zu sein, nicht zuletzt aufgrund der stéandig entstehenden Vielzahl von
mutagenen L&sionen [Cooke et al., 2006].

2.2.3.2 Kardiovaskulare Erkrankungen

Die Rolle oxidativer DNA Schaden bei Kardiovaskularen Erkrankungen ist noch
nicht vollstandig geklart. Bis jetzt gibt es relativ wenig Daten, die sich mit die-
sem Thema auseinander gesetzt haben. Trotzdem werden oxidative DNA
Schaden immer wieder damit in Verbindung gebracht. Collins et al. konnten in
einer Landerubergreifenden Studie eine starke Korrelation (r = 0,95) zwischen
dem Auftreten koronarer Herzerkrankungen bei Mannern und dem Gehalt von
8-o0xodG in Lymphozyten nachweisen [Collins et al., 1998]. Es bleibt jedoch
festzustellen, warum erhdéhte Werte von 8-oxodG in den Lymphozyten damit in
Verbindung stehen kénnten, da sie hauptsachlich im peripheren Gewebe zirku-
lieren und nicht notwendigerweise Schadigungen im Zielgewebe reflektieren
[COOKE et al., 2003].

Messungen von 8-OHdG in den Mitochondrien des menschlichen Herzens wie-
derum zeigen, dass es hier mit zunehmendem Alter zur Anreicherung kommt.
Dadurch spielen oxidative Schaden der mtDNA sehr wahrscheinlich eine wich-
tige Rolle bei der altersassoziierten Verschlechterung der Herzfunktion
[Hayakawa et al., 1993].
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2233 Atherosklerose

Viele Studien geben Anlass zur Vermutung, dass Verdnderungen der DNA eine
grundlegende Rolle bei der Entstehung dieser Krankheit spielen.

Gackowski et al. verglichen den 8-oxodG Gehalt in den Lymphozyten von Pati-
entinnen mit Atherosklerose und konnten einen signifikant hoheren Gehalt, als
in der Kontrollgruppe messen [Gackowski et al., 2001].

Und auch De Flora et al. fanden erhéhte Mengen an 8-oxodG in Lasionen der
Aortenwand von Patientinnen mit Atherosklerose [De Flora et al., 1997].

Sicher ist, dass oxidiertes LDL eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Atherosklerose spielt.

Chen et al. konnten im Tierexperiment feststellen, dass oxidiertes LDL die Akti-
vitat eines an der BER beteiligten Enzyms herabsetzt. Da die Basen Excisions-
reparatur an der Entfernung von 8-oxoGua aus der zellularen DNA beteiligt ist,
scheint oxidiertes LDL Uber die Hemmung der DNA Reparatur auch einen Teil
zu den erhohten 8-oxoGua Werten in den Lymphozyte beizutragen [Chen et al.,
2000].

2234 Neurodegenerative Erkrankungen

Eine groRe Anzahl an Studien deutet darauf hin, dass oxidative DNA Schéaden
auch zur Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen beitragen. Neben Alz-
heimer (AD) betrifft dies auch Parkinson, bei denen oxidativer Stress eine grofl3e
Rolle in der Entstehung spielt [Cooke et al., 2006; Lin et al., 2003].

Mecocci et al. stellten in einer mit an Alzheimer erkrankten Personen durchge-
fuhrten Studie (n=40), signifikant hohere Werte von 8-oxodG in den Lymphozy-
ten fest, als in der Kontrollgruppe [Mecocci P et al., 2002]. Und auch Migliore et
al. konnten mittels Comet Assay siginifikant hdhere Mengen oxidierter Basen
bei den an AD erkrankten Personen nachweisen [Migliore et al., 2005]. Nur we-
nige Jahre zuvor konnte diese Arbeitsgruppe auch in den Lymphozyten von
Parkinson Patienten signifikant hohere DNA Schéadigung nachweisen [Migliore
et al., 2002].
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Den grof3ten Risikofaktor fir AD ebenso wie fur Parkinson, stellt jedoch das
Alter dar. Beinahe die Halfte der Bevolkerung alter als 85 Jahre, leidet an Alz-
heimer [Chauhan et al., 2006].

2.3 Herausforderung fur das Sozialsystem

Laut einer Bevolkerungsschatzung der Statistik Austria wird die Zahl der Men-
schen Uber 65 Jahren in den kommenden Jahrzehnten drastisch steigen.

Nicht zuletzt aufgrund der steigenden Lebenserwartung wird ein Anstieg von
26% im Jahr 2010 auf 48% im Jahr 2050 erwartet.

Diese Veranderungen werden erhebliche finanzielle Auswirkungen auf alle
Teilbereiche des Sozialsystems haben (Pensionsversicherung, Pflegesystem,
gesetzliche Krankenversicherung).

Ein entscheidender Faktor fur die zukiinftige Ausgabenentwicklung ist daher, ob
die gewonnenen Lebensjahre in guter Gesundheit verbracht werden kénnen
[Sozialpartner-Osterreichs, 2010].

Dies ist fur altere Personen unerlasslich, um auch weiterhin ein unabhangiges
und selbstbestimmtes Leben zu fiihren und aktiv am Familienleben teilhaben zu
kénnen.

Voraussetzung dafr ist eine lebenslange Gesundheitsvorsorge, um Krankhei-
ten wie Herzinfarkt, Schlaganfall, Krebs oder auch Diabetes zu verhindern.
GroRRes Augenmerk liegt auch auf dem Erhalt der funktionellen Fahigkeiten, da
mit dem Alter ein stetiger Verlust der Skelettmuskelmasse einhergeht (Sarko-
penie) und somit auch die Gebrechlichkeit und Sturzhaufigkeit steigt [Koopman
et al., 2009]. Bereits im Alter von 50 Jahren beginnt ein kontinuierlicher Verlust
der Muskelfasern in den Extremitaten, so dass mit 80 Jahren nur noch 50% der
urspringlichen Muskelmasse vorhanden sind [Faulkner et al., 2007].

Es konnte jedoch in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass regelméalfige
Bewegung und vor allem Krafttraining diesen Beeintrachtigungen entgegenwir-
ken kann. Nicht nur, dass eine Verbesserung der Lebensqualitdt damit verbun-
den ist, sondern auch ein vermindertes Risiko an Kardiovaskularen Krankhei-

ten, Krebs oder Diabetes zu erkranken [Kraus et al., 2009; Powers et al., 2011].
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Der wichtigste Faktor besteht dabei im Aufbau von Muskelmasse [Mayer et al.,
2011].

Pearson et al. demonstrierten in ihrer Studie eindriicklich, dass kontinuierliches
Krafttraining den Abfall der Muskelkraft im Alter um bis zu 20 Jahre verzégern
kann [Pearson et al., 2002].

2.4  Einfluss korperlicher Aktivitat auf die ROS Produktion

Doch auch bei kérperlicher Anstrengung spielt oxidativer Stress eine grof3e Rol-
le. Neben den Skelettmuskeln, sind Lunge, Herz sowie das Blut an der Produk-
tion von ROS beteiligt. Im arbeitenden Muskel wird Energie in Form von ATP
(Adenosintriphosphat) bereitgestellt, das in den Mitochondrien Uber den Elekt-
ronentransport der Atmungskette standig neu hergestellt wird. In dieser Kette
bildet molekularer Sauerstoff das letzte Glied, auf das Elektronen Ubertragen
werden. Hier kommt es immer wieder zur Bildung hoch reaktiver ROS Zwi-
schenprodukte, wodurch Mitochondrien ebenfalls fur die Bildung erhodhter Sau-
erstoffradikale bei oxidativem Stress durch Sport verantwortlich sind.

Weiters kommt es durch den erhoéhten Sauerstoffbedarf zu einer verstarkten
Atmung, die zu einer vermehrten Aufnahme von Umweltschadstoffen fuhren
kann. Eingeatmetes Ozon z.B. kann die Fettoxidation fordern, die folglich Radi-
kale freisetzt.

Nach der sportlichen Belastung kommt es etwa bei Muskelschadigungen zur
Ansammlung von Makrophagen und anderen Phagozyten in den geschadigten
Bereichen. Doch obwohl dieser Prozess essentiell fir die Heilung ist, bedeutet
er gleichzeitig auch die Freisetzung erheblicher Mengen ROS aus den Pha-
gozyten [Hartmann et al., 2000; Powers et al., 2011].

Vor allem bei intensiven und anstrengenden Trainingseinheiten zeigt sich un-
mittelbar danach ein deutlicher Anstieg an DNA Strangbriichen, die jedoch be-
reits einen Tag spater wieder deutlich reduziert sind und somit keine dauerhafte
DNA Schéadigung zur Folge haben [Reichhold et al., 2009].
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Abb. 3: Mechanismen erh6hter DNA Schadigung durch Sport.
[Hartmann et al., 2000].

2.4.1 Positive Auswirkungen koérperlicher Aktivitat auf DNA Schaden

Es mag paradox erscheinen, dass Sport gleichzeitig auch den durch ROS ver-
ursachten Schadigungen entgegenwirkt.

Doch Studien zeigen, dass regelmafige Bewegung durch Erhéhung der antio-
xidativen Kapazitat aber auch durch eine Reduktion der ROS Produktion an
sich, altersbedingte Fehlfunktionen und oxidative Schaden positiv beeinflussen
kann [Ascenséo et al., 2005; Chakravarty et al., 2008].

Der Effekt von Bewegung auf die DNA ist stark abh&ngig von der Haufigkeit des
Trainings (regelmalRig oder einmalig) sowie der Aktivitdt der DNA Repara-
turenzyme [Wagner et al.,, 2011]. RegelméRige aerobe Bewegung ulber einen
langen Zeitraum vermindert den Anstieg von ROS bei einer erneuten intensi-
ven Belastung. In diesem Fall haben geringe Mengen ROS sogar eine stimulie-

rende Wirkung auf antioxidative Abwehrmechanismen [Shin et al., 2008].
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2.4.2 Humane Interventionsstudien - Auswirkungen korperlicher Aktivitat
auf oxidative DNA Schaden im Alter

Mota et al. stellten in ihrer Studie mittels Comet Assay den Einfluss der aeroben
Fitness (AF) auf altersassoziierte DNA Schadigung in Lymphozyten dar. Pro-
banden im Alter zwischen 19 und 59 Jahren wurden in junge Erwachsene
(n=21), Erwachsene (n=18) und Erwachsene mittleren Alters (n= 27) eingeteilt,
sowie anhand ihrer maximalen Sauerstoffaufnahme (VO, max.) in Personen mit
guter bzw. schlechter Fitness aufgeteilt. Ein altersbezogener Anstieg der DNA
Schadigung konnte jedoch nur in der Gruppe mit schlechter Fitness beobachtet
werden. Bei den Personen mit guter Fitness wirkt diese Eigenschaft offensicht-
lich abschwéachend auf oxidative Schaden [Mota et al., 2010].

In einer anderen Studie absolvierten 28 Probanden (~ 68,5 + 5,1 Jahre) 14 Wo-
chen lang ein Ganzkorper - Kréaftigungstraining. Danach konnte ein signifikanter
Abfall der 8-OHdAG Werte im Urin festgestellt werden. Dies bekraftigt frihere
Studien, wonach regelmaRige Bewegung, oxidativem Stress entgegenwirkt
[Parise et al., 2005].

Aldred et al. untersuchten den Effekt einer 8 wochigen moderaten Bewegung
auf oxidative Stressparameter bei alteren Personen (n=21, Alter: 65 - 75). Nach
der Intervention konnte kein signifikanter Anstieg der Parameter festgestellt
werden. Folglich ist Bewegung dieser Intensitéat in keinem Fall schéadlich und
erhoht auch nicht das Risiko fur Krankheiten, die mit oxidativem Stress verbun-
den sind [Aldred et al., 2011].

In einer von Mergener et al. durchgefuhrten Studie wurde ebenfalls mittels Co-
met Assay das Ausmald der DNA Schadigung bei regelmaldig Sport treibenden
alteren Personen (66,3 + 8 Jahre) festgestellt. Jeweils vor und nach der sportli-
chen Betatigung wurde bei 40 Probandinnen (Walking und Bodybuilding Grup-
pe) die Schadigung eruiert und es zeigten sich signifikant hohere Werte, als

zuvor [Mergener et al., 2009].
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24.2.1 Schlussfolgerung humane Interventionsstudien

Vorliegende Studien zeigen unterschiedliche Effekte, was den Einfluss von
Sport auf oxidative DNA Schaden im Alter betrifft. Dies kann zum einen daran
liegen, dass verschiedene Methoden und Parameter verwendet wurden und
nur ein geringer Teil der oxidativen DNA Schaden mittels Comet Assay unter-
sucht wurde.

Zum anderen ist die Probandenzahl der meisten Studien mitunter sehr gering.
Als weiterer Punkt muss angemerkt werden, dass auch die Dauer der Interven-
tionen nur sehr kurz ist (8 — 14 Wochen) und keine langfristigen Anpassungen
gemessen werden.

Aulerdem handelt es sich bei den Probandinnen haufig um Personen unter 70
Jahren.

Daher war das Ziel der Forschungsplattform Active Ageing, mittels Comet As-
say die langfristigen Auswirkungen einer regelmalRligen Trainingsintervention
(18 Monate) auf oxidative DNA Schaden bei alteren Personen, im Alter Uber 65
Jahren festzustellen.

Die vorliegende Arbeit stellt nun einen Zwischenbericht der Auswirkungen der
Intervention nach 6 Monaten dar.

2.5 Comet Assay

Comet Assay oder auch ,single cell gel electrophoresis (SCGE) ist eine der
gebréuchlichsten und vielseitigsten Methoden, um Einfach- und Doppelstrang-
briiche in der DNA zu messen. Sie wurde zum ersten Mal 1984 von Ostling und
Johanson beschrieben, die damit durch Strahlung induzierte DNA Briiche
nachwiesen. Spater wurde die Methode durch Singh et al [Singh et al, 1988]
und Olive et al [Olive et al, 1990 ] adaptiert.

Mit dem heute gebrauchlichen ,Alkaline Comet Assay“ kénnen Einfach- und
Doppelstrangbriiche sowie Alkali labile Stellen (z.B. apurine Stellen) erfasst
werden. Um jedoch auch oxidierte Basen nachzuweisen, wird zumeist noch ein
zusatzlicher Schritt eingebaut, bei dem die Zellen mit einem speziellen Enzym

behandelt werden. Dieses Enzym (in unserem Fall Formamidopyrimidine DNA
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Glycosylase) erkennt oxidierte Purine und wandelt diese in zusatzliche Strang-
briiche um [Collins, 2004; Collins et al., 2008].

Da sie die einzigen Zellen sind, die leicht zu isolieren sind, werden hauptsach-
lich Lymphozyten fur die Untersuchung mittels Comet Assay verwendet. Das ist
zum einen von Vorteil, da sie im ganzen Korper zirkulieren und so den Ge-
samtstatus der oxidativen Schadigung des Kérpers widerspiegeln. Andererseits
muss jedoch bedacht werden, dass Lymphozyten kein Zielgewebe fir Krebs
darstellen. Die ermittelte DNA Schadigung darf also nicht automatisch mit ei-

nem Krebsrisiko in Verbindung gebracht werden [Collins et al., 2008].

2.5.1 Comet Assay und mitochondriale DNA

Mitochondriale DNA (mtDNA) befindet sich im Inneren der Mitochondrien und
ist in keinster Weise mit der Matrix im Zellkern verbunden. Eine Erfassung mit-
tels Comet Assay ist fast unmdoglich, da sie mit einer GréRe von 11 x 10° Da
einfach zu klein ist, um detektiert zu werden [Collins et al., 2008].

Zwar erscheint die mtDNA nach dem Einbetten in Agarose noch deutlich sicht-
bar um den Zellkern, jedoch beginnt sie sich zu zerstreuen sobald die Lyse be-
ginnt, und nach der Elektrophorese kdnnen nur noch einige wenige Signale

nachgewiesen werden [Shaposhnikov et al., 2006].

2.5.2 Prinzip
Zunachst werden die Zellen auf einem Objektrager in Agarose eingebettet und

anschlieend mit einer Lyseldsung behandelt, um die Zell- und Kernmembran
aufzubrechen [Azqueta et al., 2009]. Dadurch treten Cytoplasma und Nucleo-
lasma aus der Zelle aus und auch die Histone, um die die DNA gewunden ist,
werden entfernt. Noch bleibt die DNA jedoch ,supercoiled®.

Um verschiedene Arten der DNA Schadigung zu erfassen, werden die Zellen
aulRerdem mit einem spezifischen Reparaturenzym behandelt. Die Formamido-
pyrimidine DNA Glycosylase (FPG) erkennt, wie bereits in Kapitel 2.5 erwahnt,
oxidierte Purine (8 oxoGua) und wandelt diese in Strangbrtiche um.

In der darauf folgenden Alkali Behandlung kommt es dann zu einer ,unwinding-

Phase“ und die DNA entspiralisiert sich. Danach werden vorhandene DNA



17

Schaden mittels Elektrophorese aufgetrennt, indem die geschadigten Bruchsti-
cke im Spannungsfeld zur Anode wandern, wéahrend intakte DNA kompakt
bleibt. Den dadurch entstehenden Kometen ahnlichen Strukturen verdankt die
Methode ihren Namen. Sie kénnen nach der Farbung mit Ethidiumbromid unter
dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden (Abb. 4) [Collins et al.,
2008].
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Abb. 4: Durchfiihrung des Comet Assay.

[Biotechnology, http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx]
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Im Zuge dieser randomisierten, Beobachter- blinden und kontrollierten Interven-
tionsstudie wurden Bewohnerinnen im Alter Uber 65 Jahren aus insgesamt 5
Wohnheimen rekrutiert.

Nach einer ersten Vorstellung der Studie in den Hausern konnten sich potentiel-
le Interessenten zu weiteren Informationsveranstaltungen anmelden.

SchlieRlich erfolgte nach einer Eingangsuntersuchung und Uberpriifung der
Ein- und Ausschlusskriterien die randomisierte Zuordnung zu einer Interventi-
onsgruppe (Training, Training+Erndhrung, Kontrolle). Insgesamt starteten 97
Probandinnen die Studie (Tab. 2+3)

Die Trainingsgruppe erhielt 2x pro Woche ein spezielles Krafttraining, das den
Richtlinien der Osterreichischen Sportwissenschaftlichen Gesellschaft und den
Guidelines des American College of Sports Medicine (ACSM) folgte.

Die Kontrollgruppe, als Best practice Gruppe behielt ihren momentanen Le-
bensstil bei. Sie erhielt Aufgaben, die keinen unmittelbaren Einfluss auf die
Muskelkraft hatten, jedoch die Starkung der Feinmotorik und kognitiven F&ahig-

keiten zum Ziel hatten.

3.2 Trainingsablauf

Tab. 1: Trainingsaufbau

Aufwérmen Krafttraining Entspannung

10 min 30 min 10 min

50 min

Das Training wurde 2x pro Woche unter Aufsicht durchgefuhrt und umfasste
Ubungen mit dem eigenen Koérpergewicht und einem Theraband.
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Das Aufwarmen beinhaltete neben dem allgemeinen Aktivieren und Mobilisie-
ren auch Ubungen zur Schulung des Gleichgewichts.

Beim eigentlichen Krafttraining wurden 6 Muskelgruppen mit 6-8 Ubungen trai-
niert wobei jeweils 2 Durchgange mit 10-15 Wiederholungen absolviert werden
mussten.

Konnten beim letzten Satz einer Ubung mehr als 15 Wiederholungen durchge-
fuhrt werden wurde die Intensitat gesteigert und ein starkeres Theraband ver-
wendet.

Am Schluss folgte ein kurzes Abwarmen mit Entspannungsibungen.

3.3 Untersuchungszeitraum
Vor Beginn der Trainingsintervention wurde den Probandinnen das erste Mal
Blut abgenommen (T1). Weitere Proben wurden nach 3 Monaten (T2) und 6

Monaten (T3) Intervention genommen.

Tab. 2: Studienpopulation gesamt

T1 T2 T3

vor Studienbeginn nach 3 Monaten nach 6 Monaten
Hohe Warte n=21 n=21 n=18
Untersuchung 10/2012 + 4/2012 | 1/2012 + 4/2012 | 4/2012 + 7/2012
Muhlengrund n=18 n=18 n=16
Untersuchung 10/2012 + 4/2012 | 1/2012 + 4/2012 | 4/2012 + 7/2012
Trazerberg n=13 n=10 n=238
Untersuchung 10/2012 + 4/2012 | 1/2012 + 4/2012 4/2012 +7/2012
Atzgersdorf n=17 n=14 n=14
Untersuchung 2/2012 5/2012 8/2012
Leopoldau n=28 n=26 -
Untersuchung 4/2012 7/2012
> 97 89 56
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Tab. 3: Probandenanzahl in den Gruppen

Trainingsgruppe Kontrollgruppe Training & Ernghrung

n=32 n=35 n=230

Neben den Blutproben wurden auch Muskelbiopsien entnommen und anthro-
pometrische Daten wie GroRe, Gewicht, Kérperkomposition und Korperfett er-
hoben. Tests zur korperlichen Leistungsfahigkeit und Krafttests wurden eben-

falls durchgefihrt.

3.4  Ein-und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

* Manner und Frauen tber 65 Jahren

* Mini-Mental-State >23, um sicherzustellen, dass den Anweisungen gefolgt
werden kann und die Ubungen anschlieRend selbststandig durchfiihrbar sind.

* Fahigkeit, eine 10 m lange Strecke ohne Hilfsmittel zu gehen

» 24 Punkte bei der Short Physical Performance Battery (SPPB)

Ausschlusskriterien:

« Chronische Erkrankungen, die gegen eine medizinische Trainingstherapie
sprechen
» schwerwiegende kardiovaskulare Krankheiten
- Dekompensierte chronische Herzinsuffizienz,
- hochgradige oder symptomatische Aortenstenose,
- instabile Angina pectoris,
- nicht behandelte arterielle Hypertonie,
- Herzrhythmusstérungen
+ diabetische Retinopathie
» manifeste Osteoporose
* Antikoagulantia (Bsp.: Marcomar)

* RegelmaRige Einnahme von Cortison haltigen Medikamente
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* regelmafiges Krafttraining (>1x / Woche) in den letzten 6 Monaten vor dem
Einschluss

« fehlende schriftliche Einverstandnis zur Testung der kérperlichen Leistungsfa-
higkeit

* in der Trainingsgruppe: bei Teilnahme an weniger als 70% der moglichen
Trainingseinheiten bzw. bei weniger als 3 Einheiten in den letzten beiden Wo-

chen vor den einzelnen Tests

3.5 Materialien und Gerate

Tab. 4: Verwendete Materialien und Geréate

Material/Gerat M Produktnummer

Countess automated cell counter

invitrogen C10227
Countess cell counting chamber slide invitrogen C10283
Deckglaser 20x20 VWR 631-1568
Deckglaser 22x22 VWR 631-1570
Elektrophorese Power Supply peqLab EV231
Fluoreszenzmikroskop (40x/0,65) Zeiss 038-03241

Leucoseprohrchen 12mL Greiner Bio One GmbH 163288

Lumen 200 (Lampe fir Fluoreszenzmikro

Prior L200D
skop)
HlEgellige LR Thermo 40768330
pH-Meter Metrohm
Silelce VWR 631-1551
Vacuette 9mL Lithium Heparin (Heparinréhr
chen) Greiner Bio One GmbH 455084
Zentrifuge 5417R eppendorf

Zentrifugenrohrchen, Super Clear 50mL VWR 525-0159
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3.6 Chemikalien

Tab. 5: Verwendete Chemikalien

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)
-ethansulfonséure

Hepes (minimum 99,5% titration)
Bovine Serum Albumin (BSA)

Dimethylsulfoxide >99,5% (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline
(PBS)

Ethidiumbromid 10mg/mL
Ethylenediamine Tetraacetic acid (EDTA)
Fetal Bovine Serum (FBS)

Glycerol 99%

Hydrochloric Acid = 25% (HCL)
Hydrogen peroxide solution, 30% in H20,
stabilisiert (H202)

Potassium Chloride (KCL)

Potassium Hydroxid >86% (KOH)
RPMI-1640 (without L-Glutamine)
Sodium Chloride (NaCl)

Sodium hydroxide pellets (NaOH)
Triton-X-100

Trizma-base

Trypan blue stain 0,4%

Ultra Pure Agarose (NMA)

Ultra Pure LMP Agaraose (low melting
point)

Sigma Life Science

Sigma Life Science

Sigma Life Science

Sigma Life Science

Sigma Life Science

Sigma Life Science

PAA-
The cell culture company

Sigma Life Science

Roth

Sigma Life Science

Merck

Sigma Life Science

PAA-
The cell culture company

Sigma Life Science
Sigma Life Science
Sigma Life Science
Sigma Life Science
invitrogen
invitrogen

invitrogen

7365-49-9

A 2153-50G

67-68-5

D 8537

056 K 8907

60-00-4

A15-101

G 901-2

6331.4

H1009

49.360.500

60370

E15-039

7647-14-5

1310-73-2

9002-93-1

77-86-1

761866

16500-100

16520-050
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3.7 Herstellung der Losungen
Alle Losungen wurden bis zur Verwendung bei 4°C aufbewahrt bzw. kurz vor

der Verwendung gekdhilt.

Normal Melting Agarose (NMA)
800 mg NMA gelost in 80ml bidest. Wasser

Low Melting Agarose (LMA)
200 mg LMA geldst in 20ml PBS

Lyseldsung (pH = 10)

Mengqe fir 2 Liter

2,5 M NacCl 292,200 g
0,1 M EDTA 58,400 g
10mM Tris 2,422 g

Mit 10M flissiger NaOH wurde der pH auf 10 eingestellt.
Kurz vor der Verwendung wurde pro 100 ml Lyselésung 1ml Triton X-100 hin-

zugefugt und am Magnetrihrer vermischt.

Elektrophoreseldosung (pH = 13)

Menge fiir 2 Liter
0,3 M NaOH 24,00 g
0,001 M EDTA 0,58 ¢g

H->O-, Stockldsung

Um eine 0,1M Stocklésung zu erhalten, wurden 10,3 pl einer 30 prozentigen

Wasserstoffperoxidldsung mit 1 ml bidest. Wasser vermischt.

Fur die H,O, — Behandlung wurden 80 pl dieser Stocklosung mit 80ml bidest.

Wasser vermengt.



24

10-fach konzentrierte Enzympuffer - Stocklésung

Menge fur 2 Liter

40 mM HEPES 95,30 ¢
0,1M KCI 74,56 ¢
0,5mM EDTA 1469
0,2 mg/ml BSA 2,009

Anschliel3end wurden 50 ml Aliquots gebildet und bei -20°C aufbewabhrt.

Fur die Verwendung wurden die 50 ml Aliquot jeweils 1:10 verdinnt und der pH
mittels 1M KOH auf 8 eingestellt.

FPG-L6sung
1 ml Enzympuffer
100 pl Glycerol

Aus dieser Enzympuffer-Glycerolmischung wurden jeweils 245 pl mit 5 pl FPG
Stockldsung vermischt. Daraus wurden Aliquots zu je 30 ul gebildet und bei
-80°C aufbewahrt.

Neutralisationspuffer

Menge fir 2 Liter
0,4 M Tris Base 96,88 g

Mit konzentrierter HCL wurde anschlie3end ein pH von 7,5 eingestellt.

Ethidiumbromid

10ul der Ethidiumbromid Stocklésung (10ug/ml) wurden mit 5 ml bidest. Wasser

auf eine Konzentration von 20ug/ml verdinnt.
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3.8 Comet Assay — Durchfuhrung
Die Durchfiihrung des Comet Assays erfolgte nach dem Protokoll von Azqueta
et al [Azqueta et al., 2009].

Pro Proband und Kontrolle wurden jeweils 2 Gele mit Lyse bzw. H,O, sowie je 3
Gele mit FPG behandelt.

3.8.1 Objekttrager beschichten

Zum Auftragen auf die Slides wurde die bereits hergestellte NMA in einem Be-
cherglas in der Mikrowelle wieder flissig gemacht. Anschliel3end wurden die
Objekttrager nacheinander in die Agarose getaucht und die Riuckseiten gut ge-

saubert. Die beschichteten Objekttrager wurden bei Raumtemperatur gelagert.

3.8.2 Lymphozyten Isolation

Das in Heparin-Réhrchen befindliche Vollblut wurde zuerst auf Leucosep-
Rohrchen dberflhrt und bei 1000 rcf/g fur 15 min bei 16°C zentrifugiert. An-
schlieRend wurde die Lymphozytensuspension (PBMCs) mit Kreisbewegungen
abgenommen, in ein neues Rohrchen Uberfuhrt und mit kaltem PBS auf 15 mi
aufgefullt. Nach 5 maligem Uber Kopf schwenken wurde bei 1300 rpm fir 15
min bei 4°c zentrifugiert. Es folgte das Absaugen des Uberstands und anschlie-
Rende Zugeben von 1 ml PBS zum Losen des Zellpellets. Danach wurde mit 10
ml PBS aufgefillt, weitere 5 Mal Uber Kopf geschwenkt und bei 1300 rpm, 10
min bei 4°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die
Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl mittels ,Countess® bestimmt.
Dazu wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau vermischt und daraus
10 pl in die ,Countess cell counting chamber slides” pipettiert. Die so bestimmte
Lebend - Zellzahl und Viabilitat wurden notiert und die passende Menge PBS
berechnet (Abb.5-7).

Es wurde eine Menge von mindestens 150 pl Zellsuspension mit einer Konzent-

ration von 1 x 10° Zellen/ml benétigt.
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Abb. 5: Trypanblau, Cellcounting chamber slides, Countess

3.8.3 Herstellen der Eigenblutkontrollen

Die Lymphozyten der Eigenblutkontrollen wurden nach demselben Prinzip wie
in 3.6.2 isoliert. Allerdings mussten diese noch mit einer Nahrlésung versetzt
werden, um bei -80°C im TK-Schrank Gberleben zu kénnen.

Diese Nahrlosung setzte sich aus 60 % FBS, 30% RPMI und 10% DMSO zu-
sammen und wurde in derselben Menge wie das zuvor abgesaugte PBS zuge-
geben. Daraus konnte danach die Zellsuspension in Cups geflllt werden und

bis zur Verwendung bei -80°C gelagert werden.

Zur Verwendung mussten die Lymphozyten nur noch gewaschen und die Zell-

zahl bestimmt werden.

3.8.4 Aufbringen auf Objekttrager

Die beschichteten und mit Probandennummer, Untersuchungszeitpunkt sowie
Art der Behandlung beschrifteten Objekttrager wurden auf gekihlten Edelstahl-
tabletts aufgelegt.

Fur die Agarosegele wurden 30 pl Zellsuspension mit einer Konzentration von 1
x 10° Zellen/ml in einem Cup mit 140 pl 1% LMA vermischt. Davon wurden 70 pl
jeweils links und rechts auf das Slide pipettiert und sofort mit einem 20 mm
Deckglas bedeckt. Zum Aushéarten der Gele wurden die Tabletts fir 10 min bei
4°C gekuhlt. Nach dieser Zeit wurden die Cover Slips vorsichtig entfernt.
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3.8.5 Behandlung mit H,0O;
Hierflr wurden die Objekttrager in Glaskammern fir 5 min bei 4°C in der zuvor
hergestellten H,O, Lésung inkubiert. Im Anschluss wurde das H,O, durch Wa-

schen mit bidest. Wasser wieder entfernt.

3.8.6 Lyse
Fur diese Behandlung wurden die Slides fir mindestens 1 h bei 4°C in Glas-
kammern gesteckt und mit Lyseldsung bedeckt. Fir die mit H,O, behandelten

Objekttrager wurden separate Kammern verwendet.

3.8.7 Behandlung mit Enzymen

Vor der Behandlung wurden die mit ,FPG* und ,Puffer” beschrifteten Objekttra-
ger 3-mal fir 5 min bei 4°C in Enzympuffer gewaschen. Durch Tupfen auf Pa-
pier wurde dieser wieder entfernt.

Danach wurden jeweils 50 pl Puffer bzw. FPG auf die entsprechenden Gele
pipettiert und mit einem 22 mm Deckglas bedeckt. In einer ,moist box“ wurden
die Slides bei 37°C fur 30 min inkubiert.

Die mit ,Lyse“ und ,H,O, beschrifteten Objekttrager blieben wahrend dieser

Behandlung weiterhin in der Lyselésung.

3.8.8 Alkalibehandlung

Die Elektrophorese wurde in der Kuhlkammer aufgestellt, mit einer Wasser-
waage tariert und danach mit den Slides beflllt. Leere Objekttrdger wurden zum
Auffullen der Reihen verwendet. AnschlieRend wurde der Elektrophorese-puffer

zugegeben bis die Slides bedeckt waren. Die Inkubationszeit betrug 20 min.

3.8.9 Elektrophorese

Nach dem Ende der Alkalibehandlung wurde die Elektrophorese fir 30 min bei
25 V und rund 300 mA gestartet. Die Stromstarke wurde durch Zugabe oder
Entfernung von Puffer eingestellt.
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3.8.10 Neutralisation

Zum Waschen wurden die Objekttrager in Glaskammern fur 5 min bei 4°C mit
Neutralisationspuffer behandelt, gefolgt von 5 min Behandlung mit H,O.

Danach wurden die Slides auf der Rickseite abgewischt und zum Trocknen

aufgelegt.

3.8.11Farben

30 pul der hergestellten Ethidiumbromid-Losung wurden auf die Mitte des Gels
pipettiert und mit einem 22 mm Deckglas bedeckt. Alle an einem Tag gefarbten
Gele mussten auch am selben Tag ausgezahlt werden.

3.8.12 Auszahlen

Zum Auszahlen der gefarbten Gele und zur Bestimmung der DNA Schéadigung
wurde das mit einem Fluoreszenz-Mikroskop verbundene Programm ,Comet
5.5 verwendet. Pro Gel wurden 50 Zellen nach einem festgelegten Schema
gezahlt (pro Slide 100 Zellen). Dazu wurde jedes Gel in 10 Reihen unterteilt.
Pro Reihe wurden 5 Zellen gezéahlt, wobei nur jede 5. Zelle gezahlt wurde.
Mittels Programm wurde der Prozentsatz an DNA im Schweif bestimmt (% tail
DNA) und ein Mittelwert berechnet.

3.8.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 19.0. Zu Beginn wurde eine
Prifung der Daten auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-Smirnov Test
durchgefthrt. Um die Mittelwerte zwischen den einzelnen Untersuchungszeit-
punkten zu vergleichen, wurde ein t - Test bei verbundenen Stichproben durch-
gefuhrt. Der Effekt der Trainingsintervention im Vergleich zur Kontrollgruppe
wurde mittels t — Test bei abhangigen Stichproben dargestellt.

Da wéhrend des Untersuchungszeitraumes auf ein Enzym geringerer Aktivitat
gewechselt wurde, mussten anhand der Eigenblutkontrollen zwei Korrekturfak-
toren errechnet werden, um den Aktivitatsabfall des neuen Enzyms zu bereini-

gen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zur Berechnung der Ergebnisse wurden nur jene Probandinnen herangezogen,
von denen sowohl Werte zum Zeitpunkt T1 als auch T2 und T3 vorhanden wa-
ren (Tab. 2). Die Ausreil3er bereinigten Daten sind in den folgenden Kapiteln

dargestellt.
4.1 Parameter der Studienpopulation vor Interventionsbeginn (T1)

4.1.1 Altersverteilung und BMI
Tab. 6 zeigt die Altersverteilung und den BMI der Trainings- bzw. Interventions-

gruppe zum Zeitpunkt T1. Dabei sind die Probandinnen der Kontrollgruppe et-
was dalter als jene der Trainingsgruppe, jedoch nicht signifikant (p = 0,33). Auch

der BMI ist nicht signifikant niedriger als jener der Trainingsgruppe (p = 0,06).

Tab. 6: Altersverteilung und BMI vor Studienbeginn

Training Kontrolle
N 18 18
Alter (Jahren) 83,76 + 5,01 85,47 £ 5,50
BMI (kg/m?2) 29,65 + 3,91 26,63 + 4,56

Die Daten stellen die Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) dar

4.1.2 Oxidative DNA Schéadigung
Werte der oxidativen DNA Schadigung, der Widerstandsfahigkeit gegenuber

H,O, induzierter DNA Schéadigung sowie Werte oxidierter Basen (Purine) vor
Interventionsbeginn sind in Tab. 7 aufgefuhrt. Es zeigt sich hier kein signifikan-
ter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Zwar ist das Ausmald der DNA
Schéadigung bei den mit Lyse bzw. H,O, behandelten Zellen in der Trainings-
gruppe etwas hoéher, doch nicht signifikant (p = 0,17 bzw p = 0,67). Die Werte
oxidierter Purine sind in der Kontrollgruppe etwas hoéher, jedoch ebenfalls nicht
signifikant (p = 0,18).



30

Tab. 7: oxidative DNA Schaden (% DNA im Schweif) vor Studienbeginn

Training Kontrolle
Lyse 7,08 £2,71 6,01+ 1,45
H,O, 28,71 +7,24 27,72 £ 6,38
FPG 9,40 + 3,77 11,98 + 5,26

Die Daten stellen die Mittelwerte (MW) £ Standardabweichung (SD) dar

4.1.3 Geschlechterverteilung
Sowohl in der Trainings- als auch in der Kontrollgruppe setzte sich die Studien-

population zum Uberwiegenden Teil aus Frauen zusammen (Tab. 8)

Dies steht im Einklang mit einem Bericht des Deutschen Zentrums fir Altersfra-
gen, wonach bereits 74% aller Pflegebedurftigen ab 70 weiblich sind.

Auch eine von der Statistik Austria durchgefiihrte Studie zu geschlechtsspezifi-
schen Unterschieden in Osterreich ergab einen Frauenanteil von 74% bei den
85 — 89 Jahrigen.

Zu erklaren ist dies vor allem durch die durchschnittlich h6here Lebenserwar-
tung der Frauen mit 81,5 Jahren gegentber jener der Manner mit nur 75,5 Jah-
ren. Doch auch die Tatsache, dass Frauen haufiger von Krankheitsbildern mit
langfristigem Pflegebedarf betroffen sind, tragt zu einer signifikant héheren
Frauenrate in den Pensionistenheimen bei [Hoffmann et al., 2007; Statistik-
Austria, 2007, 2012].
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Training Kontrolle

Frauen
83%

Frauen
89%

Tab. 8: Geschlechterverteilung der Kontroll- und Interventionsgruppe.

4.2 Ergebnisse der Intervention nach 6 Monaten (T3)

4.2.1 Einfluss der Trainingsintervention auf den Body Mass Index
Wie in Abb. 6 dargestellt, hatte die Intervention keine Anderung der BMI Werte

zur Folge. Sowohl in der Trainings- als auch in der Kontrollgruppe blieben die
Daten nach 6 Monaten auf demselben Niveau, wie zu Studienbeginn.

Bei Erwachsenen gilt ein BMI von 18,5 — 24,9 kg/m? als optimal. Ein BMI von
>25,0 kg/ m?, wie er auch bei den Probandinnen dieser Studie auftritt, wird da-
gegen bereits als Ubergewicht definiert. Bei Werten >30,0 kg/ m? spricht man
von Adipositas [DGE, 2006].

Seit einiger Zeit wird jedoch Uber den idealen BMI Bereich, gerade bei alteren
Personen, diskutiert.

Bahat et al. untersuchten in einem Pflegeheim 254 altere Personen auf ihre
korperliche Funktionsfahigkeit und ihren Erndhrungszustand. Es stellte sich
heraus, dass vor allem hohere BMI Werte mit einer besseren Funktionalitat ver-
bunden waren. Weiters wurde selbst noch bei Personen mit einem BMI von 25
— 29,9 kg/ m? Mangelernahrung festgestellt [Bahat et al., 2012].

Bereits Beck et al. schlugen daher in ihrem Review die Anhebung des optima-
len BMI Bereiches bei Personen >65 Jahren auf 24 — 29,9 kg/m? vor [Beck et
al., 1998].
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Ausgehend von dieser Empfehlung befand sich also die gesamte Studienpopu-
lation zu jedem Zeitpunkt in einem optimalen BMI Bereich und weder in der
Trainings- noch in der Kontrollgruppe war nach 6 Monaten eine Zu- oder Ab-

nahme feststellbar.
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Abb. 6: Konstanter BMI in beiden Gruppen nach 6 monatiger Intervention.

4.2.2 Einfluss der Intervention auf die oxidative DNA Schadigung

Nach 6 monatiger Intervention konnte in der Trainingsgruppe keine signifikante
Anderung der oxidativen DNA Schadigung (Abb. 7) nachgewiesen werden (T1:
7,08 +2,71; T3: 9,03+ 1,63; p = 0,074).

In der Kontrollgruppe, die lediglich Aufgaben zur Starkung der Feinmotorik und
kognitiven Fahigkeiten erhielt, zeigte sich jedoch ein signifikanter Anstieg der
oxidativen DNA Schadigung um 39,27% (p < 0,05).

Diese Daten stehen nun im Einklang mit jenen von Mota et al. Sie konnten in
ihrer Studie eine signifikante Erhéhung der oxidativen DNA Schadigung im Alter
nachweisen, jedoch lediglich bei Personen mit geringem Fitnesslevel. Bei den
Personen mit hohem Fitnesszustand schwachte dieser Umstand offensichtlich
die DNA Schadigung ab [Mota et al., 2010].
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Auch Goon et al. untersuchten den Anteil geschadigter DNA. Sie stellten eben-
falls bei den Personen mit regelmafiger korperlicher Anstrengung (n = 35, Tai
Chi) einen signifikant geringeren Anteil mittel bis schwer geschadigter DNA fest,
als bei den Probandinnen mit hauptsachlich sitzendem Lebensstil (n = 35)
[Goon et al., 2008].

Da unsere Daten der oxidativen DNA Schadigung in der Trainingsgruppe zwar
einen Anstieg zeigen, dieser jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signi-
fikant ist, liegt die Vermutung nahe, dass durch die sportliche Aktivitat die
Schadigung nicht so stark ausgepréagt war.

Humphreys et al. weisen jedoch darauf hin, dass es sehr schwer ist, die Hinter-
grundschadigung der DNA zu interpretieren, da es sich hier sowohl um apurine
bzw. apyrimidine Stellen, als auch um Strangbriche handeln kann, die als Zwi-
schenprodukte bei der DNA Reparatur auftreten. In Lymphozyten kdnnen Bru-
che auch bei der genetischen Rekombination entstehen, die z.B. bei der Stimu-
lierung des Immunsystems eine Rolle spielt [Humphreys et al., 2007].

Es bleibt auf jeden Fall abzuwarten, wie sich die Werte im weiteren Verlauf der
Studie entwickeln.
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Abb. 7: Signifikante Steigerung der oxidativen DNA Schadigung in der Kontrollgruppe
(* zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu T,; T, = vor Studienbeginn, T, =
nach 3 Monaten, Tz = nach 6 Monaten).
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4.2.3 Einfluss der Intervention auf H,O,induzierte DNA Schéadigung

In Bezug auf H,O, induzierte DNA Schadigung zeigte sich sowohl in der Trai-
nings- als auch in der Kontrollgruppe eine signifikante Anderung der Werte
(Abb. 8) Nach 6 monatiger Intervention betrug die Abnahme der Schadigung in
der Interventionsgruppe 26,7% (p = 0,002). (T1: 28,71 + 7,24;T3: 21,06 + 4,42)
In der Kontrollgruppe war eine signifikante Abnahme der Werte um 19,1% fest-
stellbar (p = 0,016). (T1: 27,72 + 6,38; T3: 22,44 + 4,53)
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Abb. 8: Signifikante Abnahme H,0, induzierter DNA Schéadigung, sowohl in der Kontroll-
als auch in der Trainingsgruppe

(* zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu T,; T, = vor Studienbeginn, T, =
nach 3 Monaten, T3 = nach 6 Monaten).

Dies kann nun zum einen durch eine generelle Abnahme der ROS Produktion
resultieren, aber auch eine erhdhte antioxidative Enzymaktivitdt sowie eine ge-
steigerte Aktivitat der Reparaturenzyme sind ein maoglicher Grund fur den An-
stieg der Resistenz gegeniiber H,0s.

Shin et al. konnten zum Beispiel nach einem 6 monatigen aeroben Training ei-
nen Anstieg der Superoxiddismutase bei Frauen mittleren Alters feststellen und
zeigen, dass ein langfristiges aerobes Training zur Erh6éhung der antioxidativen
Schutzsysteme fuhrt [Shin et al., 2008].

Eine ebenfalls in diesem Zusammenhang erwahnenswerte Studie, wurde von

Humphreys et al. durchgefiihrt. Bei 97 Personen, aufgeteilt auf 3 Altersgruppen
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(20-35, 63-70 und 75-82), wurde nach Behandlung der Lymphozyten mit H,O,,
das Ausmall der DNA Schadigung festgestellt. Als einzigen Unterschied muss
jedoch angemerkt werden, dass diese Probandinnen keiner kdrperlichen Belas-
tung ausgesetzt waren. Trotzdem stellte sich die Gruppe der 75-82 Jahrigen als
jene, mit der grof3ten antioxidativen Widerstandsfahigkeit gegentuber H,O, her-
aus [Humphreys et al., 2007].

Auch Tierstudien haben sich mit dem Einfluss einer Trainingsintervention auf
antioxidative Mechanismen auseinandergesetzt.

Lambertucci et al. untersuchten in ihrer an Ratten durchgefiihrten Studie, den
Effekt eines aeroben Trainings auf antioxidative Enzymaktivitaten bei jungen (2
Monate alt) und alten (21 Monate alt) Tieren. Nach 13 wdchiger Intervention
konnte bei den alteren Tieren aber keine Zunahme der Enzymaktivitat festge-
stellt werden, jedoch eine signifikante Abnahme des oxidativen Stress im Mus-
culus soleus (Schollenmuskel) [Lambertucci et al., 2007].

Die Ergenisse unserer Studie spiegeln nun die in der Literatur vorhandenen
Daten und zeigen eine signifikante Verbesserung der antioxidativen Wider-

standsfahigkeit gegentuiber H,0O,.

4.2.4 Einfluss der Intervention auf oxidierte Purine
Bei den oxidierten Purinen (Abb. 9) war ebenfalls in der Trainings- wie auch in

der Kontrollgruppe eine konstante Abnahme der Werte nachweisbar. Der Rick-
gang von 35,96% in der Interventionsgruppe bzw. 23,28% in der Kontrollgrup-
pe war jedoch in beiden Gruppen nicht signifikant (p = 0,091 bzw. p = 0,199).
Ein Grund dafur sind vor allem die hohen Standardabweichungen (Training: Tj:
9,40 + 3,77; T3: 6,02 + 4,11; Kontrolle: T;: 11,98 + 5,26; T3: 9,19 * 6,22).
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Abb. 9: Konstante, jedoch nicht signifikante Abnahme oxidierter Basen in der Kontroll-
und Interventionsgruppe (T, = vor Studienbeginn, T, = nach 3 Monaten, T3 = nach 6 Mo-
naten).

Noch gibt es kaum Humanstudien Uber die Auswirkungen von Sport auf oxidier-
te Purine bei élteren Personen.

Mota et al. hatten zum Ziel, den Einfluss der aeroben Fitness auf die altersbe-
zogene Schadigung der DNA zu untersuchen. Eine Zunahme der oxidierten
Purine konnte jedoch nur bei den Probanden mit geringem Fitnesszustand fest-
gestellt und ein Zusammenhang zwischen Training und Abnahme oxidierter
Basen dargestellt werden [Mota et al., 2010].

Die zuvor schon erwahnte Studie von Humphrey et al. untersuchte ebenfalls
mittels FPG das Ausmal} der geschadigten Basen im Alter, ohne Einfluss sport-
licher Aktivitat. Im Gegensatz zur H,O, Schadigung wies hier jedoch die Gruppe
der 75-82 Jahrigen die hdchste Schadigung auf. Bei der Aktivitdtsmessung des
DNA-Reparaturenzyms OGG1 (8-oxoguanin-DNA Glykosylase) zeigte sich aber
eine signifikante Zunahme mit dem Alter [Humphreys et al., 2007].

Auch einige Tierstudien, haben sich mit diesem Thema auseinandergesetzt.
Radak et al. gelang es, nach einem 8 wdchigen regelmalligem Training eine
gesteigerte Aktivitdt von OGGL1 im Skelettmuskel von Ratten nachzuweisen und

somit einen verstarkten Abbau oxidierter Guanine [Radak et al., 2009].
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Unsere Studie liefert nun &hnliche Ergebnisse. Zwar sind die Werte aufgrund
der hohen Standardabweichung nicht signifikant, die kontinuierlich abnehmende
Schadigung deutet jedoch auf einen Abbau der oxidierten Purine durch OGG1
hin, der mit zunehmender Trainingsdauer einhergeht. Somit bestétigen diese
Werte auch jene der H,O, induzierten DNA Schadigung und bekraftigen die
Notwendigkeit kérperlicher Bewegung fur ein langes und gesundes Leben.

4.2.5 Ursachen fur die positiven Effekte in der Kontrollgruppe

Sowohl bei den mit H,O,, als auch mit FPG behandelten Lymphozyten der Pro-
bandinnen der Kontrollgruppe, war ein ahnlich positiver Effekt, wie bei er Inter-
ventionsgruppe zu erkennen. Es stellt sich nun die Frage, worauf diese Verbes-
serung in der DNA Schadigung zuriickzufuhren ist.

Humphreys et al. vermuten, dass Personen, die bereits zu einem friiheren Zeit-
punkt in ihrem Leben eine hohe antioxidative Abwehr und eine gesteigerte Akti-
vitat der DNA Reparaturenzyme besessen haben, dadurch auch im hohen Alter,
besser auf erhohte DNA Schadigung reagieren kénnen [Humphreys et al.,
2007].

Eine andere Mdglichkeit besteht darin, dass es im Alter grundséatzlich zu einer
Stimulierung der antioxidativen Abwehr und der DNA Reparatur kommt, ausge-
|6st durch ein héheres Mal3 an oxidativem Stress. Hierzu existieren in der Lite-
ratur jedoch unterschiedliche Daten.

Wahrend Humphreys et al. einerseits einen Anstieg in der Grundschadigung
der DNA und der oxidierten Purine feststellten, sowie einen Abfall in der H,O,
induzierten Schadigung, konnten Mutlu-Turkoglu auch bei den H,O, Werten
einen Anstieg verzeichnen [Humphreys et al., 2007; Mutlu-Turkoglu et al.,
2003].

Studien von Holmen et al. und Tomaka et al. geben jedoch noch eine dritte
Mdglichkeit vor. Sie zeigen, wie wichtig im Alter ein funktionierendes soziales
Netzwerk fur das subjektive Wohlbefinden und der Genesung bei Krankheit
sind. Gerade im Alter ist der Verlust des/r Partner/in keine Seltenheit und die

Betroffenen ziehen sich in der Folge oftmals zurtick. Nicht selten mit dem Er-
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gebnis einer Verschlechterung des Gesundheitszustandes. [Holmén et al.,
2002; Tomaka et al., 2006].

Folglich kann das Mitwirken an einer Studie, wie unserer, allein schon durch
das regelmaRige Treffen in der Gruppe und der Beschéftigung mit einfachen
Gedachtnisaufgaben zu einer Verbesserung des subjektiven Wohlbefindens
fuhren. Durch den Einfluss auf das Immunsystem tragt dieser Effekt schlie3lich
auch zur Verbesserung des objektiven Gesundheitszustandes bei und wie die
Daten zeigen, offensichtlich auch zu einer verbesserten Resistenz gegenuber

oxidativen Einflissen.

4.2.6 Zusammenhang von Alter und oxidativen DNA Schaden in der In-

terventionsgruppe

Personen unter 85 Jahren zeigten keine signifikante Anderung oxidativer DNA
Schaden (p = 0,583; T1: 7,73 £ 3,19; T3: 8,58 + 1,62), wahrend bei den &lteren
Probanden (= 85 Jahren) ein signifikanter Anstieg von 61,16% im Vergleich zu
T1 festgestellt werden konnte (p = 0,003; T1: 6,05+ 1,40; T3: 9,75 + 1,52).
Jedoch wiesen Personen tber 85 Jahren eine signifikant niedrigere H,O, indu-
zierte DNA Schadigung auf (35,39%; p = 0,022), als vor Studienbeginn (T1:
31,45 +8,38; T3: 20,32 + 4,61).

Bei den Probanden unter 85 Jahren zeigte sich ebenso eine verminderte DNA
Schadigung durch H,0,, allerdings nicht signifikant (18,33%; p = 0,051; T1:
26,51 +5,69; T3: 21,65 + 4,42).

Weiters war eine Abnahme oxidierter Purine feststellbar, die bei den Personen
Uber 85 Jahren mit 49,78% (T1: 11,25 + 4,48; T3: 5,65 * 4,64) weitaus starker
ausfiel, als bei den etwas Jingeren (< 85 Jahren). Hier betrug die Abnahme
lediglich 19,70% (T1: 7,87 + 2,48; T3: 6,32 = 4,04). In beiden Fallen waren die
Werte jedoch nicht signifikant (p = 0,088 bzw. p = 0,568), was hier vor allem auf
die hohen Standardabweichungen zurtickzufuhren ist (Abb. 10).

Insgesamt stimmen diese Ergebnisse mit den Werten der gesamten Interventi-
onsgruppe Uberein und bestatigen den positiven Einfluss der Trainingsinterven-

tion auf die oxidative DNA Schéadigung bei alteren Personen. Zwar ist die oxida-
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tive Grundschéadigung der DNA bei den >85Jahrigen signifikant hoher, es zeigt
sich aber ebenso ein signifikanter Anstieg des antioxidativen Schutzes und ein
Abfall der oxidierten Purine um 49,78%.

Aufgrund der sehr geringen Datenlage Uber die Auswirkungen einer Trai-
ningsintervention auf oxidative DNA Schaden in dieser Altersgruppe, sollten
jedoch in jedem Fall noch weitere Studien folgen, um eine sichere wissen-

schaftliche Aussage treffen zu kénnen.
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Abb. 10: Starkere Abnahme oxidativer Schaden H,O, und FPG behandelter Zellen bei
Personen 2 85, im Vergleich zu jingeren Personen

(* zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu T,; T; = vor Studienbeginn, T3 =
nach 6 Monaten).

4.2.6.1 Einfluss des Trainings auf H,O, induzierte DNA Schadigung
bei Personen 2 85 Jahren

Abb. 11 hebt nun den positiven Effekt der 6 monatigen Trainingsintervention auf
H,0, induzierte DNA Schéadigung bei den tber 85 Jahrigen, im Vergleich zur
Kontrollgruppe noch einmal hervor. Die Abnahme der Schédigung betrug in der
Interventionsgruppe 35,39% (p = 0,022; T1: 31,45 + 8,38; T3: 20,32 £ 4,61)
wahrend sie in der Kontrollgruppe nur um 14,05% sank (p = 0,173; T1: 26,56 +
5,38; T3: 23,45 + 4,93).

Diese Daten unterstreichen erneut, dass selbst bei Personen = 85 Jahren,

Sport und Bewegung positive Effekte auf die Gesundheit haben. Die dargestell-
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ten Werte zeigen eine deutliche, signifikante Verbesserung der antioxidativen
Widerstandsfahigkeit gegenuber H,O; in dieser Altersgruppe.
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Abb. 11: Signifikante Abnahme H202 induzierter DNA Schéadigung in der Trainings-
gruppe bei Personen 2 85 Jahren im Vergleich zur Kontrollgruppe

(* zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu T,; T; = vor Studienbeginn, T3 =
nach 6 Monaten).

4.2.6.2 Einfluss der Intervention auf oxidative DNA Schéaden bei 75 -
79 Jahrigen im Vergleich zu 80 - 84 Jahrigen

Betrachtet man nun das Ausmal3 der oxidativen DNA Schadigung in der Grup-
pe der 75 — 79 Jahrigen (Abb. 12), so erkennt man hier einen deutlichen Abfall
der Werte, die jedoch aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant
sind (25,94%; p = 0,525). Auch das Mal3 der H,O, induzierten DNA Schadigung
ist in dieser Altersgruppe mit 26,25% (p = 0,027) signifikant reduziert. Bei den
oxidierten Purinen zeigt sich wiederum ein nicht signifikanter Anstieg von
37,21% (p = 0,566).

In der Altersgruppe der 80 — 84 Jahrigen konnte ein signifikanter Anstieg der
oxidativen Schadigung nachgewiesen werden (42, 79%; p = 0,007). Dagegen
sinken die Werte der H,O, induzierten DNA Schadigung um 8,68% (p = 0,583)
und jene der oxidierten Purine um 58,23% (p = 0,124).
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Abb. 12: Oxidative DNA Schadigung bei 75 - 79 Jéhrigen im Vergleich zu 80 - 84 Jahrigen
(* zeigt einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu T,; T; = vor Studienbeginn, T3 =
nach 6 Monaten).

Was diese Daten betrifft, so miissen auch hier noch weitere Studien folgen, um
eine sichere Aussage treffen zu kénnen. Vor allem durch die sehr geringe Pro-
bandenzahl in den einzelnen Altersgruppen, fallt eine eindeutige Interpretation
der Ergebnisse sehr schwer.

Anhand der Resultate in der gesamten Studienpopulation, kann jedoch der po-
sitive Effekt dieser Intervention auf die oxidative DNA Schadigung im Alter nur

noch einmal unterstrichen werden.
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5 Schlussbetrachtung

Ein bei institutionalisierten Pensionistinnen durchgefuhrtes Krafttraining, resul-
tierte nach einer Dauer von 6 Monaten in einer signifikanten Anderung der oxi-
dativen DNA Schadigung. Diese Anderungen waren sowohl in der Interven-
tions- als auch in der Kontrollgruppe zu beobachten.

Vor Beginn der Intervention wiesen beide Gruppen ein vergleichbares Mal3 an
oxidativer DNA Schadigung auf.

Nach 6 Monaten zeigte sich in der Trainingsgruppe kein Unterschied der oxida-
tiven Grundschadigung, wéahrend in der Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg
festgestellt werden konnte.

Betrachtet man die Ergebnisse der H,0O, induzierten DNA Schadigung, konnte
sowohl in der Trainings- als auch in der Kontrollgruppe, mit 26,7% bzw. 19,1%,
Reduktion eine signifikante Verbesserung der antioxidativen Widerstandsfahig-
keit gegentiber H,O, nachgewiesen werden.

Besonders in der Altersklasse tber 85 Jahren konnte der positive Effekt der
Trainingsintervention noch einmal deutlich veranschaulicht werden.

Bei den oxidierten Purinen waren in beiden Gruppen, aufgrund der hohen Stan-
dardabweichungen, keine signifikanten Anderungen nachweisbar. Die kontinu-
ierliche Abnahme der Werte deutet jedoch auf eine, mit fortdauerndem Training
einhergehende, Reduktion der oxidierten Purine.

Diese Ergebnisse bekraftigen daher zweifellos die positiven Auswirkungen von
korperlicher Bewegung auf das Ausmald oxidativer DNA Schadigung, beson-
ders fur Personen uber 65 Jahre.

Gleichzeitig lasst die Verbesserung der Werte in der Kontrollgruppe auf eine
Stimulierung der antioxidativen Abwehr und der DNA Reparatur im Alter an sich
schliel3en. Aber auch das regelméafige Treffen in der Gruppe und die Beschaf-
tigung mit einfachen Gedachtnisaufgaben kdnnten zu einer Verbesserung des
subjektiven Wohlbefindens und schlielilich auch des objektiven Gesundheitszu-
standes mit einer verbesserten Resistenz gegeniber oxidativen Einflissen von

aul3en fuhren.
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Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse sind, aufgrund der schlechten in-
ternationalen Datenlage, noch weitere Studien notwendig, um diese Resultate

zu bestatigen.
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6 Zusammenfassung

Um die Auswirkungen eines 6 monatigen Krafttrainings auf oxidative Schaden
der DNA bei alteren, institutionalisierten Personen zu erfassen, wurde im Zuge
der Forschungsplattform Active Ageing eine randomisierte, Beobachterblinde
und kontrollierte Interventionsstudie durchgefthrt.

Insgesamt konnten 97 Probandinnen tber 65 Jahren aus 5 Pensionistenheimen
rekrutiert und zuféllig der Interventions- und Kontrollgruppe zugeordnet werden.
Die Trainingsgruppe erhielt 2x pro Woche ein spezielles Krafttraining, wahrend
die Kontrollgruppe ihren momentanen Lebensstil beibehielt und lediglich Aufga-
ben zur Starkung der Feinmotorik und kognitiven Fahigkeiten erhielt.

Zur Untersuchung der oxidativen DNA Schadigung wurde den Probandinnen
vor Beginn der Intervention und anschliel3end alle drei Monate Blut abgenom-
men.

Die aus diesem Blut isolierten Lymphozyten wurden anschlieBend fur die De-
tektion der Einzel- und Doppelstrangbriiche, sowie der Widerstandsfahigkeit
gegenuber H,0O,, mittels Comet Assay herangezogen. Zuséatzlich wurde mittels
FPG auch noch das Ausmalf oxidierter Purine untersucht.

Die Ergebnisse zeigen keine signifikante Anderung der oxidativen Grundsché-
digung in der Interventionsgruppe, jedoch einen signifikanten Anstieg der Scha-
digung von 39,27% in der Kontrollgruppe.

Bei der Widerstandsfahigkeit gegentber H,O, induzierter DNA Schéadigung
konnte sowohl in der Interventions- als auch in der Kontrollgruppe eine signifi-
kante Verbesserung der Werte von 26,7% bzw. 19,1% festgestellt werden.

Vor allem bei Personen tUber 85 Jahren konnte die Abnahme der Schadigung
durch die Trainingsintervention mit 61,16% verglichen mit den Ausgangswerten
noch einmal deutlich demonstriert werden.

In Bezug auf die oxidierten Purine war in beiden Gruppen eine konstante, je-
doch nicht signifikante Abnahme der Werte feststellbar.

Zusammenfassend bekréftigen diese Ergebnisse die positiven Auswirkungen
von korperlicher Bewegung auf das Ausmalf} oxidativer DNA Schéaden bei Per-

sonen uber 65 Jahren.
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7 Summary

To detect the effects of six-month strength training on oxidative DNA damage in
elderly subjects, a double blind, randomized, controlled intervention study was
conducted within the research platform Active Ageing.

A total of 97 participants aged 65 years and older were recruited from 5 retire-
ment homes and randomly assigned to control or intervention group.

In the Intervention group special strength training was carried out twice a week
while the control group maintained their current lifestyle and only strengthend
their fine motor skills and cognitive abilities.

For oxidative DNA damage analysis with the comet assay blood samples were
taken before intervention and every three months.

These samples were then used to isolate lymphozytes in order to measure sin-
gle- and double strand breaks as well as resistance to H,O,.

Furthermore FPG was used to detect oxidised purines.

The results of the study showed no significant changes in oxidative DNA dam-
age in the intervention group but a significant increase by 39,27% in the control
group.

Resistance to H,0O, induced oxidative DNA damage showed a significant im-
provement in both groups. Levels decreased by 26,7% in the intervention group
and by 19,1% in the control group.

Especially in subjects aged 85 years and older the positive effect of the train-
ings intervention was clearly demonstrated. There was a significant decrease of
H,0, induced oxidative DNA damage by 61,16% compared to baseline.
Oxidised purines remained constant.

In conclusion our results confirm the positive effects of physical activity on oxi-

dative DNA damage, particularly in subjects which are 65 years and older.
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