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1. EINLEITUNG

Der Anteil der Weltbevolkerung Uber 60 Jahre wird sich von dem Jahr 2000 bis zum
Jahr 2050 von etwa 11% auf 22% verdoppeln. Die absolute Zahl der Menschen Uber
60 Jahre wird sich von 605 Millionen auf rund 2 Milliarden erhdhen. Die absolute Zahl
der Uber 80-jahrigen wird sich in diesem Zeitraum auf 395 Millionen, und somit um ein
Vierfaches erhéhen [WHO, 2013].

Die Anzahl der in Osterreich lebenden Menschen wird in 20 Jahren bei 9 Millionen
liegen. Der Anteil der Personen Uber 65 wird von derzeit 18% auf 20% im Jahr 2020
steigen. Bis zum Jahr 2030 wird sogar ein Anstieg auf Uber 25% der Bevélkerung
erwartet. Die Zahl der iber 80-jahrigen wird in Osterreich in diesem Zeitraum um mehr
als 50%, auf 640.000 Menschen, steigen [Statistik Austria, 2013].

Diese globale Alterung wird aufgrund eines grof3eren Bedarfs an Hospitalisierung
und/oder Institutionalisierung einen grol3en Einfluss auf unser Gesundheitssystem
haben. Ein guter Gesundheitszustand ist fiir &ltere Menschen von gré3ter Bedeutung
um unabhéngig zu bleiben und weiterhin aktiv an ihrem Familien- und
Gemeinschaftsleben teilhaben zu kdnnen. Eine lebenslange Gesundheitsforderung ist
grundsatzlich notwendig, um das Auftreten von nicht Gbertragbaren und chronischen
Erkrankungen wie Herzerkrankungen, Schlaganfall, Krebs und Diabetes zu verhindern

oder zu verzégern [Koopman und van Loon, 2009].

Genomschéaden, einschliellich DNA-Strangbriiche, Chromosomenumlagerungen und
Anderungen im Methylierungsmuster wurden als Faktoren identifiziert, welche fiir die
Entwicklung von Krankheiten wie Krebs mitverantwortlich sind. Biomarker zur
Detektion von Chromosomenschaden miissen sensitiv genug sein, um Anderungen
des Genoms, welche aufgrund von exogenen und endogenen Expositionen entstehen,
erfassen zu konnen. Eine geeignete Methode hierfir ist der CBMN-Assay, der die
Anzahl von Mikrokernen und andere Biomarkern fir chromosomale Schaden bestimmt
[Thomas et al., 2011].

Ziel dieser Masterarbeit ist es, den Effekt einer Krafttrainingsintervention auf die
Entstehung von Mutationen bei Seniorinnen zu untersuchen. Es handelt sich hierbei
um Teilergebnisse einer Studie der Forschungsplattform ,Active Ageing“ der

Universitat Wien. Untersucht wurden die Parameter des CBMN-Assays, wobei der



Anzahl der Mikrokerne in isolierten Lymphozyten eine besondere Aufmerksamkeit
geschenkt wird.

Wenn in dieser Masterarbeit von Probanden die Rede ist, sind sowohl mannliche
Probanden als auch weibliche Probandinnen gemeint.

Die Probenaufbereitung, sowie die Durchfiihrung der statistischen Berechnungen,
erfolgten mit meiner Laborpartnerin Beatrice Pierson. Weitere Diplom- bzw.
Masterarbeiten zu diesem Thema, aber einer anderen Interventionsdauer wurden von

Klemens Krejci, Heidemarie Peherstofer, Karin Geider und Birgit Koller verfasst.

2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Der Cytokinesis-Block-Micronucleus cytome-Assay (CBMN-Assay)

In den letzten Jahren hat sich der CBMN-Assay zu einer bevorzugten Methode
entwickelt, um Chromosomenbriiche und -verluste, fehlerhaft reparierte DNA,
Nekrosen sowie Apoptosen zu bestimmen [Fenech, 2007]. Im CBMN-Assay wird die
Teilung von Lymphozyten in vitro induziert, um anschlieBend Anomalien der Zellen zu
zahlen, welche eine vollstéandige Teilung vollzogen haben. Das Stoppen der Zellteilung

erfolgt durch die Zugabe von Cytochalasin B [Fenech und Bonassi, 2011].

2.1.2 Parameter des CBMN-Assay und deren Entstehung

Mikrokerne (MNi) und andere Anomalien des Zellkerns, wie nukleoplasmatische
Bricken (NPBs) und nukleare Knospen (Nbuds), sind Biomarker flr genotoxische
Ereignisse und chromosomale Instabilitdt. Die Bildung dieser Anomalien wird
Ublicherweise bei Krebserkrankungen beobachtet und weist auf Schaden im
menschlichen Genom hin, welche das Risiko von Entwicklungsstérungen und

degenerativen Erkrankungen erhéhen kdnnen.

MNi haben ihren Ursprung hauptséchlich in azentrischen Chromosomenfragmenten,
azentrischen Chromatidfragmenten oder ganzen Chromosomen, welche wéahrend der
Telophase der Mitose nicht in die Tochterkerne aufgenommen werden kénnen. Diese

Chromosomen bzw. ihre Fragmente werden anschlieBend von einer nuklearen



Membran umschlossen. MNi unterscheiden sich von Zellkernen kaum in ihrer
Morphologie, sondern durch ihre GroRe. Das Vorkommen von MNi in humanen
Lymphozyten steigt mit zunehmendem Alter an [Fenech et al., 2011].

Die Entstehung von MNi kann durch oxidativen Stress, durch genetische Defekte in
Zellzyklus-Checkpoints und/oder defekten DNA-Reparaturgenen, sowie durch Mangel
an Nahrstoffen, welche als Co-Faktoren im DNA-Metabolismus wirken, beeinflusst
werden [larmarcovai et al., 2008].

NPBs entstehen wahrend der Anaphase der Mitose, wenn die Zentromere
dizentrischer Chromosomen an die gegeniberliegenden Pole einer Zelle gezogen
werden. In der Regel werden NPBs wahrend der Zytokinese gebrochen, sie kénnen
aber durch Verwendung des Zytokinese-Inhibitors Cytochalasin B akkumuliert werden.
Die Bildung von NPBs kann durch eine Vielzahl von Expositionen erhdht werden. Dazu
gehtren endogene Oxidantien, ionisierende Strahlung, polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe, das im Zigarettenrauch vorkommende krebserregende 4 -
(Methylnitrosamino) -1 - (3 - pyridyl)-1-butanon, Vanadiumpentoxid sowie ein Folsaure-

und Selenmangel.

Nbuds zeichnen sich durch die gleiche Morphologie wie MNi aus, mit der Ausnahme,
dass sie uUber einen Stiel mit dem Zellkern verbunden sind. Sie weisen auf den Verlust
von amplifizierter DNA, DNA-Reparaturmechanismen und eventuell auf die Beseitigung
von Uberschiissigen Chromosomen in aneuploiden Zellen hin. Der so genannte
,obudding Prozess® findet wahrend der S-Phase des Zellzyklus statt. Eine weitere
Maglichkeit, welche zur Bildung von Nbuds fihren kann, besteht darin, dass eine NPB
zwischen zwei Zellkernen bricht und die Reste zuriick in Richtung der Kerne

schrumpfen [Fenech et al., 2011].

Durch den programmierten Zelltod werden irreversibel geschadigte Zellen beseitigt.
Dabei kommt es zum Zelltod durch Apoptose, der haufigsten Form des
programmierten Zelltodes. Wahrend diesem Vorgang schrumpfen und verdichten sich
die Zellen und brechen oft in Stiicke. Die proteolytischen Enzyme Caspasen schneiden
spezifische intrazellulare Proteine, um den apoptotischen Prozess voranzutreiben. Die
Apoptose kann also nur in Abhangigkeit der Caspasen erfolgen. Die Entstehung von
Nekrosen beschreibt einen Vorgang bei dem Zellen als Reaktion auf u.a. akute

Verletzungen oder mangelnde Né&hrstoffversorgung zugrunde gehen. Im Gegensatz



zur Apoptose platzt eine nekrotische Zelle auf und ruft Entziindungsreaktionen hervor
[Alberts et al., 2011].

Mit Hilfe des Nuclear Division Index (NDI) kbnnen anhand der lebensfahigen Einkern-,
Zweikern- und Mehrkernzellen zytostatische Effekte und die mitotische Teilungsrate

gemessen werden.

Der Nuclear Divison Cytotoxicity Index (NDCI) fungiert als Indikator flir zytotoxische
Effekte [Fenech, 2007].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entstehung von Anomalien des Zellkerns
[Fenech und Crott, 2002]

2.2 Einfluss der Ernahrung auf chromosomale Veranderungen

Dass es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Mikrokernen und der
Ernahrung gibt, wurde erstmals in Studien mittels Folsdure- und/oder Vitamin B12-
Mangel verursachten Andmien beobachtet. Die Auswahl und die Menge bestimmter
Lebensmittel, sowie die Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln, haben einen
starken Einfluss auf die zellulare Konzentration von Mikrondhrstoffen, welche unter
anderem als Co-Faktoren fur die DNA-Synthese und flir DNA-Reparaturmechanismen

bendtigt werden. Enzyme und Proteine, welche an diesen Prozessen und an der



Chromosomensegregation beteiligt sind, benétigen Mikrondhrstoffe entweder als ein
Substrat, zum Beispiel 5,10-Methylentetrahydrofalt als Methyldonor fir die Synthese
von Desoxythymidintriphosphat durch die Thymidylat-Synthase, oder als Co-Faktoren.
Beispiele hierfur sind u.a. Zink und Magnesium als Co-Faktoren fur DNA-Polymerasen.
Erndhrung ist ein komplexer Aspekt, der zwischen Individuen und Gemeinschaften
je nach Auswahl von Lebensmitteln, der Erschwinglichkeit und der Verfugbarkeit
variiert. Humanstudien haben gezeigt, dass die MNi Frequenz in Lymphozyten mit der
Aufnahme oder der Plasmakonzentration von Folat, Vitamin B12, Riboflavin, Biotin,
Pantothensaure, B-Carotin, Vitamin E, Retinol und Calcium assoziiert ist. Bislang gibt
es allerdings noch keine Studien, welche eine Assoziation zwischen der Aufnahme von

Makronahrstoffen und dem Auftreten von MNi aufzeigen [Fenech und Bonassi, 2011].

Da der MNi-Index sehr empfindlich auf kleine Variationen bzgl. des
Mikronahrstoffstatus innerhalb des physiologischen Bereichs reagiert, ist er ein
ausgezeichneter Biomarker fiir die ldentifizierung erndhrungsbedingter Faktoren,
welche fur die genomische Stabilitdt von groRer Bedeutung sind und fir die Festlegung
der optimalen Aufnahme dieser Mikronahrstoffe. Der Food Frequency Questionnaire
(FFQ) ist ein nitzliches Instrument zur Identifizierung spezifischer Makro- und
Mikrondhrstoffe sowie von anderen Lebensmittelgruppen, welche einen starken

Einfluss auf die Stabilitdt des Genoms haben [Fenech et al., 2005].

2.3.1 Folat und Vitamin B12

Folsaure ist ein essentielles B-Vitamin welches von Saugetieren nicht selbst
synthetisiert werden kann. Folat kann in verschiedenen Formen auftreten. Dazu
gehdren Folsaure, Dihydrofolat und verschiedene Formen des Tetrahydrofolats [Dhillon
et al., 2011]. Folat wird fur die Synthese von Desoxythymidinmonophosphat (dTMP)
aus Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) bendtigt und spielt eine wichtige Rolle als
Methyldonor innerhalb der DNA-Methylierung. Im Falle eines Folatmangels akkumuliert
dUMP, was dazu fihrt, dass Uracil anstelle von Thymin in die DNA eingebaut wird.
Eine Ubermafige Aufnahme von Uracil in die DNA fihrt nicht nur zu Punktmutationen,
sondern auch zu Einzel- und Doppelstrangbriichen der DNA, Chromosomenbriichen
und zur Bildung von MNi. Ein Mangel an Vitamin B12 verursacht einen ahnlich hohen
Uracileinbau in die DNA. Grund dafir ist, dass es bei einem B12 Mangel zu einer

Einschrankung der Synthese von 5,10-Methylentetrahydrofolat kommt, welches fir die



dTMP Synthese erforderlich ist [Thomas et al., 2011]. Vitamin B12 wird als Cofaktor fur
die Methionin-Synthase bendtigt, welche Homocystein zu Methionin umwandelt. Eine
sehr niedrige Vitamin B12 Aufnahme kann zu Anamien und Stdrungen des
Nervensystems fuhren. Ein Folat und ein Vitamin B12 Mangel, gemeinsam oder
unabhangig voneinander, kdnnen Chromosomenschaden verursachen und fihren in
vivo zur Bildung von Mikrokernen sowie zu einer erhdhten Konzentration von

Homocystein in menschlichem Blut [Dhillon et al., 2011].

Der Einfluss eines Folsduremangels auf die Entstehung von MNi, NPBs und Nbuds in
humanen Lymphozyten wurde von Crott et al. bereits im Jahr 2001 untersucht. Die
Lymphozyten von 20 gesunden Probanden (8 Manner, 12 Frauen) im Alter von 34 bis
65 Jahren, wurden flr neun Tage kultiviert. Das Medium wurde mit 10 U/ml Interleukin-
2 und entweder mit 12, 24, 60 oder 120 nM Folsaure versetzt. Die Untersuchung fihrte
zu dem Ergebnis, dass die Konzentration von Folsaure signifikant (p<0,0001) und
negativ (r = -0,63 bis -0,74) mit dem Auftreten der untersuchten Marker korreliert. Das
Vorkommen von MNi, NPBs und Nbuds wurde bei einer Folsdurekonzentration von 60
— 120 nM reduziert, was deutlich hoher ist, als die normale Plasmakonzentration bei
Menschen (10 — 30 nM) [Fenech and Crott 2002].
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Abbildung 2: Einfluss von Folsdure im Medium auf die Entstehung von MNi, NPBs
und Nbuds [Fenech und Crott, 2002]

Das Ergebnis dieser Studie stimmt mit den Ergebnissen von friher durchgefihrten
Untersuchungen uberein. Im Jahr 1997 untersuchten Fenech et al. den
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Mikrokernen und der Folat- bzw. Vitamin
B12 Konzentration im Plasma. Die Untersuchung von 64 gesunden Mannern ergab,
dass die MNi-Frequenz negativ mit der Folat- bzw. Vitamin B12 Konzentration, und

positiv mit dem Homocysteinspiegel korrelierte. Weiters kamen Fenech et al. 1997 zu



dem Ergebnis, dass die Einnahme von Supplementen, welche 700 pg Folsdure und 7
Mg Vitamin B12 enthielten, zu einer signifikanten Reduktion der Mikrokerne und zu
einer signifikanten Reduktion des Homocysteinspiegels fiihrte [Wang und Fenech,
2003].

2.3.2 Antioxidantien

Die Supplementierung mit Antioxidantien, oder eine erhohte Zufuhr von Obst oder
Gemduse, welches reich an Antioxidantien ist, wurde in zahlreichen Studien mit der
Abnahme oxidativer DNA-Schéden in peripheren Lymphozyten assoziiert [Dusinska et
al., 2003].

1996 kam eine Studie zu dem Ergebnis, dass eine viermonatige Supplementierung mit
den Vitaminen A (3 mg Retinol Acetat), C (150 mg) und E (30 mg a-Tocopherol), -
Carotin (15 mg) und Folsdure (0,2 mg) zu einer signifikanten Reduktion der
Mikrokernfrequenz in humanen Lymphozyten fihrt. Allerdings trat dieser Effekt nur bei
Probanden im Alter von 56 — 83 Jahren auf und nicht bei jingeren Studienteilnehmern
[Gaziev et al., 1996].

Vitamin C wirkt sowohl als Antioxidans als auch als Pro-Oxidans. In der Rolle als Pro-
Oxidans ist es an der Reduktion von DNA-gebundenen Anionen wie Kupfer und Eisen
beteiligt, welche in der Lage sind, Wasserstoffperoxid, und somit die Bildung
hochreaktiver Hydroxylradikale, zu reduzieren. Die antioxidative Kapazitat von Vitamin
C ergibt sich aus der geringen Reaktivitat des Semi-Hydroascorbat Radikals [Thomas
et al., 2011]. Crott und Fenech untersuchten, ob eine hohe Dosis an Vitamin C, in
Gegenwart oder Abwesenheit von Wasserstoffperoxid, die Lebensfahigkeit von
humanen Lymphozyten beeinflusst. Die Lymphozyten wurden mittels CBMN-Assay
untersucht und anhand von apoptotischen und nekrotischen Zellen, sowie am
Vorkommen von Mikrokernen, bewertet. Die in vitro-Ergebnisse zeigten, dass Vitamin
C (0,57 bis 2,27 mM) alleine keinen Einfluss auf die genannten Parameter hatte. In
Gegenwart von Wasserstoffperoxid kam es zwar zu einer Reduktion der apoptotischen
Zellen, allerdings auch zu einem erhdéhten Vorkommen von Nekrosen und Zellen mit
Mikrokernen [Crott und Fenech, 1999]. Dieses Ergebnis stimmt mit denen vieler

weiteren Studien Uberein, in welchen der Plasmagehalt an Vitamin C oder eine



alleinige Supplementation mit Vitamin C auf die Auswirkung von chromosomalen

Schéden untersucht wurden [Sram et al., 2012].

Es scheint, dass eine Kombination aus Vitamin C und Vitamin E einen positiven
Einfluss auf die Entstehung von Mikrokernen hat. Der Versorgungsstatus dieser beiden
Mikron&hrstoffe ist bei Rauchern ohne Supplementierung weniger gut als bei Nicht-
Rauchern. Das Vorkommen von MNi ist bei Rauchern ebenfalls erhoht. Eine
siebentagige Intervention mit 1000 mg Vitamin C pro Tag an Rauchern und
Nichtrauchern, und eine weitere einwdchige Intervention mit 1000 mg Vitamin C und
335 Vitamin E pro Tag, fihrte zu einer signifikanten Reduktion (p = <0,05) der MNi
Haufigkeit in beiden Gruppen. Der Effekt war in der Gruppe der Raucher allerdings
deutlicher [Thomas et al., 2011].

Eine ausreichende Aufnahme von Selen (Se) wird immer haufiger mit der Pravention
von Krebserkrankungen, speziell mit der Pravention von Prostatakrebs, in Verbindung
gebracht. Allerdings kann eine zu hohe Aufnahme toxisch sein. Erhohte
Genominstabilitét gilt als einer der grundlegenden Ursachen von Krebserkrankungen.
Selen, bzw. das Selenoprotein GPXS, spielt eine wichtige Rolle beim Schutz der DNA
vor oxidativen Schaden durch das Abfangen von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS).
Allerdings ist die genaue Wirkung von Selen auf die chromosomale Stabilitéat nach wie
vor weitgehend unbekannt. Wu et al. untersuchten im Jahr 2009 die Wirkung von
Selen-L-Methionin (Se-met), der wichtigsten Selenform in der humanen Erndhrung, auf
die Stabilitat des Genoms. Die Lymphozyten von sechs gesunden Probanden im Alter
von 18 — 65 Jahren wurden mittels CBMN-Assay isoliert. Dem Medium wurden
unterschiedliche Mengen Selen (3, 31, 125, 430, 1880 und 3850 ug Se/liter)
hinzugefigt, und die Lymphozyten fir neun Tage kultiviert. Diese Studie zeigt, dass es
mit einer zunehmenden Se-Konzentration von 3 bis 430 ug Se/Liter in Form von Selen-
L-Methionin, zu einer Reduzierung der Genomschaden in den Lymphozyten kommt. Es
kam zu einer signifikanten Verringerung von NPBs und Nbuds. Die Anzahl der MNi
wurde weder positiv noch negativ verandert. Die Ursache fir die geringere Haufigkeit
von NPBs und Nbuds konnte darin liegen, dass die Gabe von Se-met zu einer
verstarkten Telomerstabilitat fihrt [Wu et al., 2009].

Der Einsatz von kombinierten Antioxidantien durfte vor allem bei Rauchern einen
positiven Effekt bzgl. chromosomaler Schaden haben. Die Wirkung eines Supplements
uber 12 Wochen, welches Vitamin C (100 mg/Tag), Vitamin E (100 mg/Tag), B-Carotin



(6 mg/Tag) und Selen (50 pg/Tag) enthielt, wurde an Patienten, welche einen
Myokardinfarkt erlitten haben, in einer Placebo-kontrollierten Studie untersucht. Die 40
Probanden waren mannlich und im durchschnittlichen Alter von 53 Jahren. Als
Kontrollgruppe dienten 60 gesunde Manner mit einem Durchschnittsalter von 44
Jahren. Innerhalb der beiden Gruppen wurde nochmal zwischen Rauchern und Nicht-
Rauchern differenziert. Nach Ablauf der 12 Wochen wurde kein positiver Effekt des
Supplements in der Gruppe der Patienten mit Myokardinfarkt beobachtet. Innerhalb der
Kontrollgruppe hingegen, hatte die Einnahme der Antioxidantien einen signifikant
positiven Effekt auf Chromatidbriiche (p = 0,005). Betrachtet man nun die Gruppe der
Raucher und der Nicht-Raucher innerhalb der Kontrollgruppe, ist zu erkennen, dass es
bei den Nicht-Rauchern zu keiner signifikanten Anderung gekommen ist. Am Ende des
Supplementationszeitraumes, war der Prozentsatz der aberranten Zellen (p = <0,001)
und die Anzahl an Chromatidbriichen (p = 0,0002) in den Proben der Raucher
signifikant reduziert, wenn man die Antioxidantiengruppe und die Placebogruppe

miteinander vergleicht [Dusinska et al., 2003].

Fenech et al. untersuchten den Effekt einer Supplementierung mit B-Carotin, Vitamin
C, Vitamin E, und Zink (ACEZn) auf die Haufigkeit von Mikrokernen an 190 gesunden
Individuen im durchschnittlichen Alter von 47,8 Jahren. Die Intervention erfolgte Gber
einen Zeitraum von sechs Monaten. Die sonstige Nahrstoffaufnahme der Probanden
wurde mittels FFQ erhoben. Die Wirksamkeit der ACEZn Intervention wurde durch die
Messung eventueller Anderungen der Mikronahrstoffkonzentration im Plasma
Uberprift. Nach Ablauf der sechs Monate wurde eine signifikante Reduktion (p = <0,05)
der Mikrokernhaufigkeit innerhalb der Interventionsgruppe beobachtet. Daten aus dem
FFQ ergaben, dass eine erhdhte Zufuhr von Vitamin E, Folsdure, Nikotinsdure und
Calcium mit einer dosisabhangigen Reduktion der MNi-Haufigkeit assoziiert ist [Fenech
et al., 2005].

2.4 Einfluss von genetischen Polymorphismen auf die Entstehung von

Mikrokernen

Zum besseren Verstandnis in der Pathogenese von bestimmten Erkrankungen ist es
wichtig, die Komplexitat der Genotyp-Phanotyp-Interaktion und ihre Auswirkungen auf
das Genom zu betrachten. Die haufigste Variation, die in der DNA zu finden ist, ist der

Singel Nucleotid Polymorphismus (SNP). Die Rolle von SNPs in der Entstehung



mancher Erkrankungen wie Krebs wird intensiv untersucht, aber noch wenig
verstanden. Die Assoziation von SNPs in Genen und der MNi-Frequenz in humanen
Lymphozyten stellt hierfir eine gute Methode dar, da Mikrokerne einer der besten
Biomarker fir Chromosomenschaden sind, der auf eine breite Palette von endogenen
Einflissen, sowie Umwelt- und Lebensstilfaktoren reagiert, welche dem Genom
schaden kénnen [Dhillon et al., 2011].

Nutrient deficiency
or excess

Genotoxic
Exposure

MNTf: micronuclei frequency

Abbildung 3: Diese Abbildung zeigt ein Modell der Wechselwirkung zwischen
Ernahrungszustand (Mangel oder Uberschuss), der Exposition gegeniiber Genotoxinen
und genetischer Veranlagung, welche die MNi-Bildung beeinflussen kann [Dhillon et
al., 2011]

2.4.1 Polymorphismen in Genen des Folatmetabolismus

Methylentetrahydrofolat-Reduktase =~ (MTHFR) ist ein  Schlisselenzym im
Folsauremetabolismus. Es katalysiert die Umwandlung von 5,10-
Methylentetrahydrofolat (5,10-MnTHF) zu 5-Methyltetrahydrofolat (5-MeTHF). 5-
MeTHF liefert Methylgruppen fir die Methionin-Synthase-vermittelte Remethylierung
von Homocystein zu Methionin. 5,10-MnTHF fungiert als Methylgruppendonator fir die
Thymidin-Synthase-vermittelte Umwandlung von dUMP zu dTMP. Der MTHFR-

Polymorphismus C677T ist eine haufig vorkommende Variante dieses Enzyms. Je
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nach untersuchter Studienpopulation, wird die Allelfrequenz dieses Polymorphismus
bei 4,5 bis 44,9% der Personen beobachtet. Individuen, die heterozygot (CT) oder
homozygot (TT) fur diesen Polymorphismus sind, weisen im Vergleich zum Wildtyp
(CC) eine in vitro Enzymaktivitdt von 65% beziehungsweise 30% auf [Crott et al.,
2001].

Es wurde vermutet, dass TT's unter einem Folsduremangel gegen
Chromosomenschaden besser geschiitzt sind als der CC Genotyp. Grund dafir kdnnte
sein, dass eine reduzierte MTHFR-Aktivitat zu einer Umleitung von 5,10-MnTHF in
Richtung der Thymin-Synthese fiihrt. Es wurde angenommen, dass diese Veranderung
zu einer Minimierung des intrazellularen dUMP:dTMP Verhaltnis fuhrt, und daher die

Wahrscheinlichkeit, dass es zu Uracil-induzierten DNA-Schaden kommt, verringert ist.

Eine Studie verglich CC's (n = 10) und TT's (n = 10) Uber einen breiten
physiologischen Folsédure-Konzentrationsbereich um die Chance zu maximieren,
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festzustellen. Die Autoren kamen jedoch
zu dem Ergebnis, dass die Entstehung von Mikrokernen, NPBs und Nbuds zwar mit
dem Uracil-Gehalt in der DNA in Zusammenhang steht, es aber keine Assoziation

zwischen dem Polymorphismus und diesen Markern gibt [Crott et al., 2001].

In einer Studie an 68 Patienten, die sich einer Koronarangiographie unterzogen haben,
wurden der Einfluss des C677T Polymorphismus, und der des A1298C
Polymorphismus, einem weiteren Polymorphismus im MTHFR Gen, auf Homocystein
und DNA-Schaden, gemessen an der MNi-Frequenz, untersucht. Der A1298C
Polymorphismus fiihrt zu einer verringerten MTHFR Aktivitat, wenn auch in geringerem
MaRe als die C677T Mutation. Individuen, welche Trager des 1298C Allels sind,
scheinen keinen erhdhten Homocystein-Plasmaspiegel zu haben. Jedoch kdnnten
kombinierte Heterozygoten fur beide MTHFR Mutationen einen erhéhten Homocystein-
Plasmaspiegel und eine verringerte Folsaurekonzentration aufweisen. In Hinblick auf
den C677T Polymorphismus, war die MNi-Frequenz bei Patienten mit dem TT-Genotyp
signifikant hoher als bei Patienten mit dem CC- oder dem CT-Genotyp (Abbildung 3).
Im Gegensatz dazu wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der MNi-Frequenz
und dem A1298C Polymorphismus gefunden. Patienten mit koronarer Multi-
GefalRerkrankung zeigten eine erhohte Haufigkeit von DNA-Schaden, gemessen
anhand der MNi-Frequenz, als Patienten mit koronarer Mono-GefalRerkrankung und

Probanden ohne koronaren Herzerkrankungen [Botto et al., 2003].
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Abbildung 4: MNi-Frequenz in Bezug auf die MTHFR C677T Genotypen [Botto et al.,
2003]

Neben den zwei bereits erwdhnten Polymorphismen, wurden in Australien weitere
Polymorphismen von Genen, welche am Folatmetabolismus beteiligt sind, untersucht.
Dazu gehdren Polymorphismen im MTR Gen (A2756G), im MTRR Gen (A66G,
C524T), im GCP Il Gen (C1561T) sowie im RFC Gen (G80A). Das Glutamat-
Carboxypeptidase Il (GCP 1) Gen, auch als Folat-Hydrolase-Gen bekannt, kodiert fiir
das Enzym Folylpoly-y-Glutamat Carboxypeptidase, welches im Darm in der apikalen
Birstensaummembran verankert ist und die Verdauung (oder den Abbau) von
Nahrungsfolaten zu Monoglutamyl Folaten erleichtert, welche nach Reduktion und
Methylierung in die Blutbahn absorbiert werden. Der Folattransporter 1, auch Reduced
Folate-Carrier (RFC), ist ein Transmembran-Protein, welches 5-MeTHF in die Zellen
transportiert. Die Methionin-Synthase (MTR) Kkatalysiert die Remethylierung von
Homocystein zu Methionin unter Verwendung von Methylgruppen aus 5-MeTHF.
Methionin wird anschlief3end in S-Adenosylmethionin (SAM), ein
Methylgruppendonator, umgewandelt. Die MTR-Aktivitdt ist abhangig von der
Anwesenheit ihres Cofaktors, Vitamin B12, und der Methionin-Synthase-Reduktase
(MTRR), welche das an die MTR gebundene Vitamin B12 in seinem vollstéandig

reduzierten und aktiven Zustand halt.
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Bei den Probanden handelte es sich um 164 gesunde, nicht rauchende Personen (94
Méanner und 70 Frauen) im Alter von 18 bis 73 Jahren. Die Lymphozyten wurden
mittels CBMN-Assay isoliert und die genetische Analyse erfolgte mittels Polymerase
Chain Reaction (PCR). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass nur RFC A80G und
MTR A2756G Polymorphismen einen signifikanten Einfluss auf die MNi-Frequenz in
BNCs innerhalb einer gesunden Population haben. Individuen, die mindestens eine
Kopie des selteneren G-Allels fir MTR (A2756G) tragen oder homozygot fir das
haufiger vorkommende G-Allel im RFC (G80A) Gen waren, hatten eine 14% bzw. 19%
niedrigere MNi-Frequenz in BNCs im Vergleich zu den alternativen Genotypen. Es ist
naheliegend, dass eine leichte Veranderung in der funktionellen Aktivitat dieser
Proteine erhebliche Folgen auf die zellulare Bioverfiigbarkeit von Folat hat und es zur
Vermeidung eines UbermafRigen Uracil-Einbaus in die DNA kommt, wodurch die
Mikrokernbildung beeinflusst wird [Dhillon et al., 2009].

2.4.2 Polymorphismen in Genen der DNA-Reparatur

Genetische Polymorphismen, die die korrekte Reparatur von Einzel- und
Doppelstrangbriichen der DNA verhindern, haben das Potenzial, die MNi-Frequenz zu
beeinflussen. Die Beteiligung von hOGG1, XRCC1 und XRCC3 Genprodukten bei der
Reparatur von oxidierten Basen, Einzel- und Doppelstrangbriichen ist gut
dokumentiert. Die Reparatur von Einzelstrangbriichen, welche direkt aus Schaden an
den Desoxyribose-Einheiten  oder indirekt aus Zwischenprodukten des
Basenexzisionsreparatur (BER) Wegs entstehen wird durch das Protein XRCC1 und
seine Fahigkeit mit der DNA-Ligase llla, DNA-Polymerase 3, APE1, Poly(ADP-ribose)-
Polymerase 1 und 2 (PARP- 1 und -2), hOGG1 und DNA-PK zu interagieren,

beeinflusst.

Das DNA-Reparaturprotein XRCC3 fordert die homologe Rekombination und somit die
Reparatur von  Doppelstrangbriichen.  Zusatzlich  unterstitzt XRCC3 die
Chromosomenstabilitdt und die korrekte Chromosomensegregation in Saugetierzellen
[Mateuca et al., 2008].

Wang et al. untersuchten 2010, ob Arbeiter, welche einer 1-3-Butadien (BD) Exposition
ausgesetzt sind, mehr Chromosomensché&den aufweisen als die nicht-exponierte,

gesunde Kontrollgruppe, und ob Polymorphismen im DNA-Reparatur-Signalweg die
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Menge der Chromosomenschaden modifiziert. 1-3-Butadien ist eine industriell wichtige
Chemikalie, welche dazu verwendet wird synthetischen Gummi und andere Polymere
herzustellen. Weiters wird es in von Autos abgegeben Schadstoffen sowie in
Zigarettenrauch gefunden. BD gilt als starkes Karzinogen im Mausmodell.

166 exponierte chinesische Arbeiter (149 Manner) im durchschnittlichen Alter von
31,13 £ 6,72 Jahren wurden mit 41 gesunden Lehrern und graduierten Studenten (20
Méanner, 21 Frauen) im Alter von 35,31 + 11,10 Jahren verglichen. Ein besonderes
Augenmerk wurde auf die vier XRCC1 Polymorphismen XRCC1 -77 C/T, Argl94Trp,
Arg280His und Arg399GIn gelegt. Diese Studie ergab, dass Arbeiter, welche einer
hohen BD-Exposition ausgesetzt waren, ein deutlich hdheres Risiko hatten, von
Chromosomenschaden betroffen zu sein, als weniger exponierte Arbeiter und die
Kontrollgruppe. Arbeiter, welche Trager des XRCC1 194 Arg/Trp und Trp/Trp Genotyps
waren, hatten eine statistisch héhere MNi-Frequenz, als Arbeiter welche Trager des
XRCC1 194 Arg/Arg Wildtyps waren. Der XRCC1 194 Arg/Trp Polymorphismus ist in
der Kernlokalisierungssignal-Domane lokalisiert und befindet sich in unmittelbarere
Néhe zu anderen Domanen, welche die DNA-Polymerase  und APE1 Interaktionen
vermitteln. So kann dieser Polymorphismus eventuell die XRCC1 Proteinkonformation
stbren, was zu einer verringerten Proteinaffinitéat und einer ineffektiven DNA-Reparatur
fuhre kann. BD-exponierte Probanden, welche Trager des XRCC1 280 Arg/His oder
His/His Genotyps sind, waren vermehrt von Chromosomenschaden betroffen als
Trager der anderen Genotypen. Aufgrund der Tatsache, dass der XRCC1 Arg280His
Polymorphismus nahe den Sequenzen liegt, welche die Protein-Protein Interaktionen
mit ADPRT und DNA-Polymerase (3 vermitteln, ist dieses Protein mdglicherweise in die
Bildung von instabilen chromosomalen Aberrationen eingebunden. In Bezug auf den
XRCC1 Arg399GIn Polymorphismus kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass Trager
des Arg/GIn und GIn/GIn Genotyps mehr Chromosomenschaden als der Arg/Arg
Genotyp. Dieser Polymorphismus wird mit einer reduzierten DNA-Reparatur-Kapazitat
und einer erhdhten Mikrokernfrequenz in Verbindung gebracht. Der XRCC1 -T77C
Polymorphismus ist in der Gruppe der exponierten Probanden mit einer erhéhten MNi-
Frequenz assoziiert. Dieses Ergebnis stimmt denen von frilheren Studien Uberein,
welche einen Zusammenhang zwischen dem XRCC1 —-T77C Polymorphismus und der

Entstehung von Lungenkrebs beobachtet haben [Wang et al., 2010].

Die Untersuchung von 313 Arbeitern, die einer hohen Vinylchloridmonomer (VCM)

Exposition ausgesetzt waren, im Vergleich zu 141 nicht exponierten Probanden, ergab,

14



dass Trager des hOGG1 326 Ser/Cys Genotyps eine deutlich héhere MNi-Frequenz
aufwiesen als der Ser/Ser Genotyp. Das konnte daran liegen, dass die DNA-
Reparatur-Aktivitat des hOGG1-Cys326 Proteins geringer ist als die des hOGG1-
Ser326 Proteins. In epidemiologischen Studien wurde der hOGG1 Ser326Cys
Polymorphismus mit einem erhdhten Risiko an mehreren Krebsarten zu erkranken in
Verbindung gebracht. In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen, zeigen die
Ergebnisse dieser Studie, dass es einen deutlichen Anstieg der MNi-Frequenz bei
Arbeitern tber 35 Jahren gibt [Wang et al., 2010].

2.5 Der Einfluss von Alter, Geschlecht und Lebensstil auf das Auftreten

von Mikrokernen

Seit Mitte der 1980er Jahre sind die Auswirkungen des Alterungsprozesses und der
Einfluss des Geschlechts auf die Bildung von Mikrokernen in Lymphozyten bekannt.
Seitdem hat eine Vielzahl an Studien konsequent gezeigt, dass die Anzahl der MNi in
Lymphozyten sowohl bei Mannern als auch Frauen mit dem Alter kontinuierlich
zunimmt. Tendenziell ist die MNi-Frequenz bei Frauen hoher als bei Mannern. Der
Anstieg der MNi im Alter ist wahrscheinlich eine Kombination aus Faktoren, zu welchen
die kumulative Wirkung von erworbene Mutationen in Genen gehéren, welche unter
anderem an DNA-Reparaturmechanismen oder an der Chromosomensegregation
beteiligt sind, eine Exposition mit Genotoxinen, eine inadaquate Ernahrung, sowie eine
breite Palette von ungesunden Lebensstilfaktoren. Die erhdhte MNi-Frequenz bei
Frauen kann dadurch erklart werden, dass es haufiger zu einem Verlust der X-
Chromosomen kommt als zu einem Verlust von Y-Chromosomen, und Frauen zwei

Kopien dieses Chromosoms besitzen [Fenech und Bonassi, 2011].

In einer aktuellen Studie aus Bosnien, beschaftigten sich die Autoren ebenfalls mit dem
Einfluss von Alter, Geschlecht und Lebensstilfaktoren auf die MNi-Frequenz in
Lymphozyten. Insgesamt wurden 100 gesunde Probanden in die Studie aufgenommen.
Das Durchschnittsalter der Probanden liegt bei 32,65 + 14,18 Jahren. Die Blutproben
wurden mittels CBMN-Assay aufbereitet und untersucht. Um den Zusammenhang
zwischen Alter, Geschlecht, Lebensstilfaktoren und den Biomarkern fur
Chromosomenschaden zu bestimmen, wurde mit der Pearson-Korrelation gearbeitet.
Die Ergebnisse zeigen eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Alter und der
Anzahl der BNCs mit Mikrokernen (r = 0,306; p = <0,01), der Gesamtanzahl der MNi in
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BNCs (r = 0,302; p = <0,01), der Anzahl an Nbuds (r = 0,251; p = <0,05) sowie der
Anzahl an nekrotischen Zellen (r = 0,241, p = <0,05). Der Einfluss des Geschlechts war
ebenfalls zu beobachten. Frauen wiesen eine signifikante Korrelation zwischen dem
Alter und der Zahl der BNCs mit Mikrokernen (r = 0,439, p = <0,001) und der
Gesamtanzahl der MNi in den Zweikernzellen (r = 0,415, p = <0,001). Bei Mannern
hingegen war eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Alter und der Anzahl
der Nbuds zu beobachten (r = 0.361, p = <0,05). Insgesamt wiesen Probanden im Alter
von Uber 40 Jahren eine héhere MNi-Frequenz, eine héherer Anzahl an Nbuds und
nekrotischen Zellen auf, als Probanden im Alter von 40 Jahren oder jinger. Weiters
wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen Krebserkrankungen in der
Familie und der Frequenz der zytogenetischen Marker gibt. BNCs mit MNi (r = 0,193, p
= <0,05) und die Gesamtzahl der MNi (r = 0.219, p = <0,05) korrelierten positiv mit dem
Vorkommen von Krebs innerhalb der Familie. Diese Korrelation war allgemein zu
beobachten, und nicht nur bei Frauen oder Mannern. AuRerdem wurde zwischen
Rauchern und nicht Rauchern unterschieden. Es kam zu einer signifikant positiven
Korrelation zwischen dem Auftreten von Mikrokernen und der Anzahl der Zigaretten
pro Tag, bzw. der Anzahl der Raucherjahre. Allerdings war dieser Effekt nur bei
Mannern zu beobachten [Nefic und Handzic, 2013].

2.6 Der Einfluss von korperlichem Training auf die Entstehung von
Mikrokernen

Im Jahr 1994 kamen Hartmann et al. zu dem Ergebnis, dass korperliche Anstrengung
erhebliche DNA-Schaden in weil3en Blutkérperchen von Menschen verursacht. Schiffl
et al. versuchten 1997 in einer Studie herauszufinden, ob genotoxische Effekte nach
korperlichem Training auch mittels CBMN-Assay nachgewiesen werden konnen. Nach
einer 15-mindtigen Aufwarmphase legten die 6 Probanden einen Sprint zurtck,
pausierten fur 10 Minuten und legten erneut einen Sprint zurtick. Die Anzahl der
Mikrokerne in den Lymphozyten aller Probanden stieg 24 bis 48 Stunden nach der
korperlichen Belastung signifikant an. Diese Ergebnisse lassen also vermuten, dass
erschopfende korperliche Bewegung akut zu Mutationen fuhren kann [Schiffl et al.,
1997].

Im Gegensatz zu dieser Studie, kam bei der Untersuchung an 20 Ironman Triathleten,

deren Blut vor dem Rennen, 20 Minuten nach dem Rennen und nach finf bzw. 19
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Tagen untersucht wurde, heraus, dass eine extreme koérperliche Belastung (3,8 km
Schwimmen, 180 km Radfahren, 42 km Laufen) scheinbar nicht zu einer erhghten
Frequenz von Mutationen fuhrt. Die Anzahl der BNCs mit MNi sank 20 Minuten nach
dem Triathlon signifikant (p = <0,05), blieb am Tag 5 auf einem konstanten Level und
sank bis zum 19. Tag nach dem Rennen weiter signifikant (p = <0,01) [Reichhold et al.,
2008].

Dass korperliche Aktivitat und eine Vielzahl an anderen Lebensstilfaktoren wie
Ernahrung, Schlaf und Arbeit einen Einfluss auf das Auftreten von Mikrokernen haben,
wurde an 208 gesunden Probanden zwischen 19 und 59 Jahren in Japan untersucht.
Um die Lebensgewohnheiten der Probanden zu dokumentieren, wurde der HPI (Health
practice Index) verwendet. Die MNi-Frequenz war bei den Probanden, welche sich
weniger als zwei Mal wochentlich sportlich betéatigten, signifikant héher als bei denen,
welche zwei Mal wochentlich oder o6fters Sport trieben (p = <0,05). Es gab innerhalb
dieser Studie allerdings keine Trainingsintervention. Die Ergebnisse beruhen auf der

Selbsteinschatzung der Probanden [Huang et al., 2009].

2.7 Training im Alter

Dass korperliches Training und eine gute Versorgung mit Nahrstoffen essentiell sind,
um die Lebensqualitat und die Gesundheit im Alter zu erhalten, wurde bereits Mitte der
1990er Jahre untersucht. In einer randomisierten, Placebo-kontrollieren Studie wurde
der Effekt eines progressiven Krafttrainings und einer Ernahrungsintervention auf die
Muskelmasse bei Senioren untersucht. Es wurde vermutet, dass eine verringerte
Mobilitat im Alter mit der Abnahme der Skelettmuskulatur sowie mit einer mangelhaften
Versorgung mit bestimmten Mikronahrstoffen assoziiert ist. Die Autoren kamen zu dem
Ergebnis, dass ein progressives Krafttraining, welches tber einen Zeitraum von 10
Wochen drei Mal wodchentlich durchgefihrt wurde, einen positiven Effekt auf die
Muskelmasse und die Muskelkraft hat. Die Erndhrungsintervention fiihrte allerdings zu

keiner Verbesserung dieser Parameter [Fiatarone et al., 1994].

Einer der Faktoren, der eine wichtige Rolle im Verlust der Mobilitat spielt, und es somit
erschwert einem aktiven und gesunden Lebensstil nachzugehen, ist der fortschreitende
Verlust der Muskelmasse im Alter oder das Auftreten von Sarkopenie. Die magere

Muskelmasse macht bei jungen Erwachsenen im Allgemeinen 50% des gesamten
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Kdrpergewichts aus. Dieser Anteil sinkt im Laufe des Alters und betragt im Alter von 75
bis 80 Jahren nur noch etwa 25%. Die Muskelmasse wird tblicherweise durch einen
Zuwachs der Fettmasse ersetzt (Abbildung 5). Vom Abbau der Muskelmasse sind vor
allem die Muskelgruppen der unteren Extremitdten betroffen. Der Verlust der
Muskelmasse wird von einer Verringerung der Muskelkraft, einem Ruckgang der
funktionellen Kapazitat und einer Verringerung der oxidativen Kapazitdt des
Skelettmuskels begleitet. Dieser Riickgang der Muskelmasse und der oxidativen
Kapazitat fihrt in Kombination mit einer Zunahme der Fettmasse zu einem gréf3eren
Risiko einer Insulinresistenz oder an Diabetes Typ-2 zu erkranken. Dies liegt unter
anderem daran, dass es dadurch zu einer gréReren Lipid-Ablagerung in der Leber und
der Skelettmuskulatur kommt und die Blutzuckerregulation nicht mehr einwandfrei
funktioniert. Die erhdhte Lipid-Einlagerung kann auch zu Begleiterkrankungen wie
Hyperlipidamie, Bluthochdruck und Herz-Kreislauf Erkrankungen flihren. Aus diesen
Griunden sollte dem Erhalt oder der Wiederaufbau der Muskelmasse im Alter eine
besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden, um ein gesundes Altern zu

ermdglichen [Koopman und van Loon, 2009].

25y male

Abbildung 5: Computer Tomographie des Oberschenkels eines 25-jahrigen und eines

81-jahigen Mannes [Koopman und van Loon, 2009]

Neben dem Verlust der Muskelmasse wird mit fortschreitendem Alter auch die
Muskelqualitat verringert. Die Zunahme von intramuskularem Fett und Kollagen im
Muskel wird mit einer verminderten Kraft und einer schlechteren Leistung der unteren

Extremitdten verbunden. Weiters korreliert das Ganzkoérperkalium, ein Index der
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metabolisch aktiven Zellmasse, mit der Kraft der unteren Extremitaten bei 80-jahrigen
Heimbewohnern. Es ist bekannt, dass die intrazellulare Kaliumkonzentration wahrend
des Alterungsprozesses konstant bleibt, ihr Gehalt in der fettfreien Masse zwischen
dem 30. und dem 80. Lebensjahr allerdings progressiv abnimmt, was darauf hindeutet,
dass die metabolisch aktive Zellmasse im Muskel von alteren Menschen reduziert wird.
In einer dreijahrigen Studie wurde der Effekt von korperlicher Aktivitat auf die
Korperzusammensetzung, von Aalteren Menschen untersucht. Mittels Fragebogen
wurde die korperliche Aktivitat der 140 gesunden Probanden (74 Méanner und 66
Frauen) im Alter von 65 Jahren oder alter protokolliert. Die Kérperzusammensetzung
wurde mittels Dual-energy X-ray Absorptiometrie gemessen. Die Kaliumkonzentration
im Korper mittels “°Kalium-Messung. Unter moderate Aktivititen fielen unter anderem
Gartenarbeit und Spaziergange. Beispiele flir intensive Aktivitaten waren Schwimmen,
Radfahren und Laufen. 65% der Manner und 47% der Frauen waren aktiv. Die
Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Intensitéat der korperlichen Aktivitat positiv mit der
Muskelmasse und negativ mit dem Ganzkdrperfett und des abdominalen Fettes
korreliert. Die Kaliumkonzentration in der fettfreien Masse war unabhdngig von
Geschlecht und KorpergroRe. Die Konzentration sank innerhalb der drei Jahre
insgesamt zwar kontinuierlich, allerdings korreliert sie positiv mit korperlicher Aktivitat
(p = < 0,05) [Raguso et al., 2006].

2.7.1 Die Aufgaben der Skelettmuskulatur

Die Abnahme der Skelettmuskulatur ist eine Folge des Alterns und mit einer breiten
Palette von funktionellen und metabolischen Konsequenzen verbunden. Die
Skelettmuskulatur hat eine wichtige Wirkung auf eine gro3e Anzahl von
lebenswichtigen Prozessen. Da die Skelettmuskulatur fur die Bewegung verantwortlich
ist, resultiert ein  Verlust von Muskelmasse in eingeschrénkter Mobilitat und
allgemeiner Schwéache. Allerdings hat der Skelettmuskel noch andere wichtige
Funktionen. Er ist die grof3te Protein-Reserve im Kdrper, und in Zeiten von Stress,
Hunger und Untererndhrung bietet er dem Korper eine kontinuierliche Zufuhr von
Aminoséauren, um die Proteinsyntheserate in anderen lebenswichtigen Geweben
aufrecht zu erhalten. Da die Skelettmuskulatur Glucose aus dem Blut aufnimmt, spielt
eine verminderte Muskelmasse bei einem gestérten Glukosestoffwechsel, bei

Patienten mit einer Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes eine wichtige Rolle. Dartber
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hinaus ist die Skelettmuskulatur der grof3te Energieverbraucher im Korper und leistet
dadurch einen grofRen Beitrag zum Grundumsatz. Der Verlust der Muskelmasse ist
also die primare Ursache fir einen altersbedingten reduzierten Grundumsatz und den
damit verbundenen verringerten Nahrstoffbedarf um diesen zu decken [Cooper et al.,
2012].

2.7.2 Muskelprotein-Metabolismus bei alteren Menschen

Mitochondriale Netzwerke haben eine grundlegende Bedeutung in der
Energieerzeugung und spielen eine wichtige Rolle wéahrend der Myogenese, der
Faserreifung, in der Weiterentwicklung von neuromuskularen Erkrankungen, der
Entstehung von Apoptosen und der natirlichen Faseralterung in der Skelettmuskulatur.
Studien an menschlichen und tierischen Muskel-Modellen haben gezeigt, dass eine
mitochondriale Dysfunktion mit einer UbermaRigen Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies und metabolischen Veranderungen, einschliellich Veranderungen

im Energiestoffwechsel, verknlpft ist [Bori et al., 2012].

Die Anfalligkeit fir Krankheiten ist im Alter deutlich erhoht. Der Muskel ist das
Hauptreservoir im Korper fir Proteine und damit von Aminosauren, welche fur die
Synthese von Akut-Phase-Proteinen benétigt werden. Wird die Muskelmasse geringer,
wird die Fahigkeit des Organismus, sich im Alter von Stress zu erholen beeintrachtigt.
Protein-Umsatz Raten regeln die Levels von spezifischen Proteinen. Auf3erdem haben
Veranderungen der Proteinmasse in der Skelettmuskulatur einen Einfluss auf die
gesamte Balance zwischen der Proteinsyntheserate und dem Proteinabbau.
Muskelschwund kann von einer verringerten Proteinsynthese, erhdhter Proteolyse oder

gleichzeitigen Anderungen in beiden Prozessen begleitet werden [Attaix et al., 2005].

Studienergebnisse bezlglich des Muskelprotein-Umsatzes fallen sehr unterschiedlich
aus. In einigen, vor allem alteren, Studien wird von einer verringerten Muskelprotein
Synthese in Aalteren Menschen berichtet. Im Gegensatz dazu wird in aktuelleren
Studien kein oder nur ein geringer Unterschied zwischen dalteren und jlingeren

Menschen festgestellt [Koopman und van Loon, 2009].
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2.7.3 Einfluss der Ernahrung auf den Muskelprotein-Metabolismus

Der Proteinbedarf bleibt im Erwachsenenalter unverandert und liegt sowohl bei jungen
als auch bei éalteren Erwachsenen bei 0,8 g pro Kilogramm Korpergewicht/Tag [DGE,
2012].

Die essentielle Aminosdure Leucin hat viele gut dokumentierte Auswirkungen auf
regulatorische Mechanismen, welche die Initiation der Translation und die
Muskelproteinsynthese kontrollieren. Casperson et al. untersuchten 2012 den Effekt
einer zweiwdchigen Leucin Supplementierung auf die Muskelproteinsynthese bei
alteren Menschen. Den Probanden im Alter von 68 + 2 Jahren bekamen innerhalb
dieses Zeitraums 3 Mabhlzeiten pro Tag, welche 4g Leucin/Portion enthielten. Die
Abschlussuntersuchung zeigte, dass Leucin die Muskelproteinsynthese durch die
Gabe von Leucin signifikant verbessert werden konnte (p = 0,004) [Casperson et al.,
2012].

Eine Studie an Personen im Alter von 70 = 1 Jahren verglich zwei Diaten, welche aus
10,2 kcal, 0,4 g Protein in Form von Casein, 1,3 g Kohlenhydrate und 0,36 g Fett pro
Kilogramm Korpergewicht bestand. Die Diat der Interventionsgruppe wurde zuséatzlich
mit 0,052 g Leucin pro Kilogramm Kdrpergewicht versetzt. Die Kontrollgruppe hingegen
bekam 0,071 g Alanin, welches keinen wesentlichen Einfluss auf die
Muskelproteinsynthese hat, pro Kilogramm Koérpergewicht zugefiihrt. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe, kam es in der Interventionsgruppe zu einer deutlichen Verbesserung
der Muskelproteinsynthese. Es kann also davon ausgegangen werden, dass eine
Leucin Supplementierung zu einer verbesserten Muskelproteinsynthese bei alteren
Menschen fuhrt [Rieu et al., 2006].

Da die Gabe von Omega-3 Fettsauren im Tiermodell zu einem verringerten Verlust der
Muskelmasse flhrt, wurde diese Hypothese an Personen im Alter von = 65 untersucht.
Die Probanden wurden U(ber einen Zeitraum von 8 Wochen mit 1,86 ¢
Eicosapentaensaure und 1,50 Docosahexaenséure supplementiert. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe, welche Maisdl erhielt, kam es allerdings zu keinen signifikanten

Verédnderungen [Smith et al. 2011].
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2.7.4 Einfluss von koérperlichem Training auf den Muskelprotein-Metabolismus

Korperliches Training scheint einen durchwegs positiven Effekt auf den Muskelprotein-
Metabolismus zu haben. Wéhrend ein 16-wochiges Training der Beweglichkeit und der
Flexibilitat zu keinen physiologischen Veranderungen bei 38 Mannern und 40 Frauen
im Alter von 19 bis 87 Jahren fihrte, wurde durch ein 45-minutiges Ausdauertraining
auf dem Fahrrad drei bis vier Mal pro Woche, eine Erhdhung der Muskelprotein
Synthese beobachtet. Auf den Gesamtkorper Proteinumsatz hatte das Training
allerdings keinen Einfluss [Short et al., 2004]. Zu dem Selben Ergebnis kamen auch
Villareal et al. im Jahr 2011. Sie untersuchten den Einfluss eines dreimonatigen
Mehrkomponenten-Trainings auf die Muskelproteinsynthese an 9 Probanden zwischen
65 und 80 Jahren. Das Training wurde unter Anleitung drei Mal wodchentlich
durchgefihrt und setzte sich aus 15 Minuten Flexibilitatstraining, 30 Minuten
Ausdauertraining, 30 Minuten Krafttraining und 15 Minuten Balancetraining zusammen.
Bei den Abschlussuntersuchungen wurde eine deutliche Reduktion der Fettmasse (p =
< 0,05) und eine Zunahme der Muskelprotein Synthese (p = 0,047) beobachtet
[Villareal et al., 2011].

2.8 Sarkopenie

Sarkopenie ist ein Syndrom, das durch progressiven und generalisierten Verlust der
Skelettmuskelmasse und der Kraft gekennzeichnet ist und mit unerwinschten Folgen
wie korperliche Behinderungen, einer schlechten Lebensqualitat und dem Tod
assoziiert ist. Die EWGSOP (The European Working Group on Sarcopenia in Older
People) empfiehlt sowohl eine niedrige Muskelmasse als auch eine schlechte
Muskelfunktion, in Bezug auf Kraft oder Leistung, fur die Diagnose von Sarkopenie mit
einzubeziehen. Es gibt mehrere Mechanismen, die bei der Entstehung von Sarkopenie
beteiligt sein konnen. Diese Mechanismen beinhalten unter anderem die
Proteinsynthese, Proteolyse, neuromuskulére Integritdt und den Muskel Fettgehalt. Bei
Personen mit Sarkopenie kbnnen mehrere Faktoren an der Entstehung beteiligt sein
[Cruz-Jentoft et al., 2010].
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Abbildung 6: Mechanismen der Sarkopenie [Cruz-Jentoft et al., 2010]

2.8.1 Pathophysiologie

Es gibt eine Vielzahl an Faktoren, welche das Auftreten von Sarkopenie und
korperlicher Gebrechlichkeit unterstiitzen. Die wichtigsten sind genetische Vererbung,
der Ernahrungszustand, korperliche Aktivitat, Atherosklerose, Hormone, Insulin-
Resistenz und entziindungsférdernde Zytokine. Viele Studien zeigen einen enormen
Einfluss von Korperfett auf die funktionelle Kapazitat bei alteren Menschen. Die
Zunahme von Korperfett mit dem gleichzeitigen Abbau von Muskelmasse ist mit einem
sehr hohen Risiko einer eingeschrankten Mobilitat verbunden. Es gibt eine
Wechselwirkung zwischen der altersbedingten Abnahme von anabolen Hormonen bei
Mannern (Testosteron, Nebennieren-Androgene und Wachstumshormonen) und
korperlicher Gebrechlichkeit. Die altersbedingte Abnahme der Sexualhormone bei
Frauen ist bekannt und gut dokumentiert. Auerdem kommt es auch zu einem
Rickgang des Dehydroepiandrosteron, von Wachstumshormonen und IGF-1.
Abnormale Spiegel dieser Hormone sind auch mit korperlicher Gebrechlichkeit

assoziiert [Cooper et al., 2012]
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2.8.2 Die Behandlung von Sarkopenie

Der erste Malinahme die bei gebrechlichen Personen, oder bei Personen welche an
Sarkopenie leiden, getroffen werden muss, ist es sicherzustellen, ob die betroffene
Person ausreichend gut mit allen wichtigen Nahrstoffen versorgt ist. Minimale
korperliche Aktivitat, oder wenn moglich ein gezieltes Krafttraining, wirken in der
Verbesserung der Beweglichkeit, und dem langsameren Fortschreiten des
Muskelabbaus unterstutzend. Die positive Wirkung von Angiotensin-lI-Converting-
Enzym-Hemmer, und die Verwendung weiterer Pharmaka werden momentan in
klinischen Studien untersucht [Rizzoli et al. 2013].
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Studiendesign

Diese Studie beschreibt einen Teil der Arbeit der Forschungsplattform ,Active Ageing®,
der Universitat Wien. Es handelt sich dabei um eine randomisierte, Beobachter-blinde
Interventionsstudie mit drei Parallelgruppen. Die Probanden wurden randomisiert

folgenden Untersuchungsgruppen zugeteilt:

» Trainingsintervention
» Trainings- und Ernahrungsintervention

» Kognitives Training

Die Durchfuhrung dieser Studie wurde von der Ethikkommission der Stadt Wien
genehmigt.

3.1.1 Probandenrekrutierung

Die Rekrutierung der Probanden fand in Zusammenarbeit mit dem Kuratorium Wiener
Pensionistenhdauser statt. In ausgewahlten Wohnheimen wurden die Bewohner im
Rahmen einer Informationsveranstaltung tber den Ablauf und die Ziele der Studie
informiert. Interessierte Pensionisten und deren Angehdrige erhielten in einem
ausflihrlicheren Gesprach genauere Informationen. Bevor die Probanden endglltig in
die Studie aufgenommen wurden, mussten die Ein- bzw. Ausschlusskriterien Uberprift

werden und von den Teilnehmern eine Einverstandniserklarung unterzeichnet werden.
Einschlusskriterien

Méanner und Frauen im Alter von 65+
Ausreichend guter geistiger Zustand (Mini-Mental-State>23)

Fahigkeit eine Strecke von 10m ohne Hilfsmittel zuriickzulegen

YV V V VY

Mindestens vier Punkte bei der Short Physical Performance Battery (SPPB)
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Ausschlusskriterien

» Chronische Erkrankungen, die eine medizinische Trainingstherapie
kontraindizieren

Schwere kardiovaskulare Erkrankungen

Diabetische Retinopathie

Manifeste Osteoporose

Antikoagulantia

Regelmafige Einnahme Cortison haltiger Medikamente

V V V V V V

Regelmafiges Krafttraining (>1x/Woche) in den letzten 6 Monaten vor

Einschluss

» Fehlendes schriftliches Einverstandnis zur Testung der korperlichen
Leistungsfahigkeit

» Personen der Trainingsgruppen: Teilnahme bei weniger als 70% der mdglichen
Trainingseinheiten bzw. bei weniger als 3 Einheiten in den letzten beiden
Wochen vor den einzelnen Tests

» Personen der Supplementgruppe: Einnahme von weniger als 5

Portionen/Woche Uber den Durchrechnungszeitraum bzw. weniger als 5

Portionen in jeder der beiden letzten Wochen vor den Tests

Insgesamt wurden 117 Probanden (103 Frauen und 14 Manner) im durchschnittlichen
Alter von 83,9 Jahren in die Studie aufgenommen. Allerdings schieden 18 Probanden

gleich zu Beginn der Studie wieder aus.

3.1.2 Interventionsphase

Wahrend der ersten sechs Monate der Studie, wurden die Probanden zwei Mal
waochentlich, gemal ihrer Gruppenzuteilung, fur eine Stunde betreut. Nach diesen
sechs Monaten wurden die Probanden fir ein weiteres halbes Jahr einmal wéchentlich
betreut, wobei sie die zweite Trainingseinheit selbststdndig durchfihren sollten. Im
letzten halben Jahr der Studie war es die Aufgabe der Teilnehmer, zwei Mal
wochentlich ihrem Training nachzugehen. Die Blutuntersuchungen, sowie die

Untersuchungen weiterer Parameter erfolgten zu folgenden Zeitpunkten:
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zu Beginn der Studie (T1)
nach dreimonatiger Intervention (T2)
nach sechsmonatiger Intervention (T3)

nach zwolfmonatiger Intervention (T4)

YV V VYV V V

Abschlussuntersuchung nach 18 Monaten (T5)

3.1.3 Trainingsintervention

Die Trainingsintervention  erfolgte  unter  Aufsicht und  Anleitung von
Sportwissenschaftern. Das Training begann mit einer zehnminitigen Aufwarmphase
um die Gelenke der Probanden zu mobilisieren. Im Hauptteil wurden alle
Hauptmuskelgruppen mit acht bis 10 Ubungen trainiert. Als ,Trainingsgerate* wurden
Therabander, Sessel sowie das eigene Korpergewicht der Probanden genutzt. Zu jeder
Ubung wurden zwei Satze mit 15 bis 20 Wiederholungen durchgefiihrt. AbschlieRend

wurden Stretchlibungen durchgefihrt.

3.1.4 Erndhrungsintervention

Eine Gruppe der Probanden erhielt zusatzlich zum Krafttraining ein
Nahrungsergédnzungsmittel (FortiFit). Dieses enthélt neben einer hohen Konzentration
an Leucin und anderen essentiellen Aminosduren hochqualitative Proteine, um die
rasche Verfligbarkeit der Aminosduren zu gewahrleisten. Weiters enthalt FortiFit einen
hohen Anteil an Vitamin D (800 IU), einem Risikon&hrstoff im Alter, um Osteoporose
vorzubeugen und um die Bildung der Muskelkraft und die Muskelfunktion zu
unterstiitzen. Die Probanden bekamen 6 Messléffel (ca. 40 g) FortiFit in 125 ml Wasser
geldst, sieben Mal pro Woche mit dem Frihstiick verabreicht und zusatzlich nach jeder
Trainingseinheit. Die Zubereitung des Getranks erfolgte in den Wohnheimen durch das

Kichenpersonal.

27



Zusammensetzung von FortiFit:

Nahrstoffzusammensetzung FortiFit/100 ml FortiFit/150 ml

Eiweil3 13,89 20,79

Leucin 199 2,85¢

Kohlenhydrate 6,39 944

Fett 29 39

Broteinheiten 0,5 BE 0,8 BE

Tabelle 1: Zusammensetzung von FortiFit

Vitamine Mineralstoffe und
Spurenelemente

Vitamin D; 20 ug K 279 mg

Vitamin K 11 ug Ca 500 mg

Riboflavin 250 pg Mg 37 mg

2
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Niacin 2,7 mg-NE
Pantothenséure 800 ug
Vitamin Bg 750 ug
Folséaure 200 ug
Vitamin B, 3 ug
Biotin 6 ug
Vitamin C 32 mg

Fe

Zn

Cu

Mn

Mo

Se

Cr

2,4 mg
2,2 mg
270 ug
500 ug

150 pg

14 ug
15 g
7,4 g

20 g

Tabelle 2: Vitamine, Mineralstoffe und Spurenelemente in einer Portion FortiFit

3.1.5 Kognitives Training

Die Gruppe der Probanden, welche dem kognitiven Training zugeteilt wurden, diente

als Kontrollgruppe. Sie wurden im gleichen Ausmaf} wie die Interventionsgruppen

betreut um eventuell auftretende

Interventionsgruppen auszuschliel3en.

3.2. Der CBMN-Assay

3.2.1 Verwendete Reagenzien

Sozialisationseffekte innerhalb der

Sodium Einheit Hersteller
RPMI 1640 steril 500ml PAA
Fetal Bovine Serum (FBS) 500ml Sigma
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L-Glutamin steril 200pl Sigma

Trypanblau Sigma

Cytochalasin B Sigma

Diff Quick Staining Set Medion Diagnostics

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien des CBMN-Assay

3.2.2 Verwendete Materialien

Name Einheit Hersteller

Zentrifugenrdhrchen 50ml u. 15ml VWR

Falconrdhrchen 5ml VWR

Mikrozentrifugenrohrchen 1,5ml Star Lab
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sterile Spritze, sterile Filter VWR

Tabelle 4: Verwendete Materialien des CBMN-Assay

3.2.3 Probenaufbereitung

In den folgenden Punkten werden die nétigen Schritte beschrieben, um die
Lymphozyten aus dem Vollblut der Probanden zu isolieren. Alle Arbeitsschritte miissen
unter sterilen Bedingungen ausgefuhrt werden, weshalb unter einer sterilen Werkbank

gearbeitet wird.
Herstellung des Mediums

Vor Arbeitsbeginn wird das Medium hergestellt. Die fir das Medium benétigten

Reagenzien werden im Wasserbad bei 37°C erwarmt.

30 ml RPMI werden mittels einer sterilen Spritze durch einen sterilen Filter in ein
Zentrifugenréhrchen filtriert. Anschlielend werden 3,3 ml FBS, 330 ul Sodium-L-
Pyruvat und 330 ul L-Glutamin hinzugefugt.

Das Medium wird bis zu seiner Verwendung kuhl aufbewahrt.
Zentrifugation des Vollblutes

Eine Stunde vor Arbeitsbeginn werden pro Proband zwei Leucoseptrohrchen aus dem
Kihlschrank genommen um sie auf Raumtemperatur zu temperieren. Die mit dem Blut
befullten Heparinréhrchen werden vor der Blutentnahme funf Mal Uber Kopf
geschwenkt. Aus zwei Heparinrbhrchen derselben Probe werden mit sterilen
Pasteurpipetten jeweils insgesamt 8 ml Blut im Doppelansatz in Leucoseptréhrchen
Uberfihrt.

Die Leucoseptrohrchen werden bei 16°C, 2400 Umdrehrungen pro Minute (rpm), fir 15

Minuten ohne Bremse zentrifugiert.
Lymphozytenwaschung- und -zentrifugation
Ab diesem Zeitpunkt wird auf Eis gearbeitet. Die Lymphozyten (Abbildung 7) werden

mittels steriler Pasteurpipette aus den Leucoseptrohrchen entnommen und in
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Zentrifugenréhrchen  Uberfihrt.  Mit  Hilfe einer  Glaspipette werden die
Zentrifugenréhrchen mit PBS auf 15 ml aufgefillt und finf Mal Uber Kopf geschwenkt.
AnschlieRend werden die Réhrchen bei 4°C, 1300 rpm, fir 15 Minuten mit Bremse
zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand abgesaugt, das durch das
Zentrifugieren entstandene Pellet mit 1 ml PBS gel6st und das Zentrifugenréhrchen mit
PBS auf 10 ml aufgefllt. Die Zentrifugenréhrchen werden erneut finf Mal Gber Kopf
geschwenkt und bei 4°C, 1300 rpm, fur 10 Minuten mit Bremse zentrifugiert.
AbschlieBend wird der Uberstand abgesaugt und die im Doppelansatz bearbeiteten

Proben in einem Ro6hrchen vereint.

Lymphozyten

Abbildung 7: Leucoseptréhrchen mit aufgetrennten Blutbestandteilen [Eigenes Bild,
2013]

Bestimmung der Zellzahl

Pro Proband wird ein Mikrozentrifugenréhrchen mit 40 pl PBS vorbereitet und auf Eis
gestellt. Je 20 pl der isolierten Lymphozyten werden in die Mikrozentrifugenréhrchen
dberfihrt. Um die Zellzahl mittels der Countess zu bestimmen, werden 10 i
Trypanblau und 10 pl der mit PBS verdinnten Zellen in ein weiteres
Mikrozentrifugenréhrchen gefillt. 10 pl dieser Mischung werden in eine Neubauer-

Zahlkammer Uberfihrt und die Anzahl der lebenden Zellen wird gemessen.
Inkubation

Die vereinte Zellsuspension wird bei 1300 rpm, 22 Grad, fir 10 Minuten mit Bremse
zentrifugiert. AnschlieRend wird der Uberstand abgesaugt und die Zentrifugenréhrchen
mit 1880 ul Medium aufgefullt.
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Pro Proband werden zwei Falconréhrchen mit Medium und Zellsuspension aufgefullt.
Das Endvolumen in den Falconrohrchen betragt 750 ul mit einer Zellkonzentration von
1x10%ml. Das Verhéltnis von Medium zu Zellsuspension wird durch die mittels
Countess bestimmte Zellzahl berechnet.

Die Falconrohrchen werden mit jeweils 15 pl PHA versetzt und fur 44 Stunden in den
Inkubator gestellt. In dieser Zeit wird bei 37°C und unter 5% CO, Luftgemisch die
mitotische Zellteilung angeregt.

Nach genau 44 Stunden werden die Falconréhrchen aus dem Inkubator genommen
und 56,2 ul der Zellsuspension aus jedem Roéhrchen entnommen. Um die Zellteilung zu
stoppen, wird eine Ldsung, bestehend aus Cytochalasin B und RPMI, bendétigt. Fir
diese werden 150 ul Cytochalasin B in 1350 pyl RPM Uberfiuhrt. 56,2 pl dieser Lésung
werden in jedes Falconréhrchen pipettiert, welche anschlieBend fir weitere 28 Stunden

in den Inkubator gestellt werden.
Zentrifugation im Cytospin

Ab diesem Zeitpunkt muss nicht mehr unter sterilen Bedingungen gearbeitet werden.
Nach Ablauf der insgesamt 72 Stunden werden die Falconréhrchen aus dem Inkubator
genommen, 200 ul des Uberstandes abgesaugt und mit jeweils 46 ul DMSO versetzt,

um die Lymphozyten in ihrem momentanen Zustand zu erhalten.

Pro Probanden werden vier Objekttrdger mit Filterpapier und Trichter in Klammern
gespannt und in die Zentrifuge eingesetzt. AbschlieRend werden je 120 pl der
Zellsuspension auf in die Trichter pipettiert und der Zentrifugiervorgang fur finf Minuten
bei 600 rpm gestartet.

Farben der Objekttrager

Wahrend des Zentrifugiervorganges werden drei Wannen mit den fur das Farben
bendtigten Reagenzien vorbereitet: Die Wannen beinhalten Fixativ, Diff Quick 1 und
Diff Quick 2.

Nach Ablauf der funf Minuten werden die Objekttrager fir zehn Minuten getrocknet.
Nachdem die Objekttrager in die daflr vorgesehene Farbehalterung geschlichtet
worden sind, wird diese fir zehn Minuten in die Loésung Fixativ gestellt. Anschlie3end
werden die Objekttrager zehn Mal in Diff Quick 1 und acht Mal in Diff Quick 2 getaucht.

33



Nach dem Abspulen der Objekttrager mit Leitungswasser und bidestilliertem Wasser
werden diese fur 15 Minuten zum Trocknen auf Papier gelegt. AbschlieRend wird die
Farbung der Zellen im Mikroskop kontrolliert.

Eindeckeln

Um die Lymphozyten fir die spatere Auszahlung haltbar zu machen, werden zwei bis
drei Tropfen Entallan auf jeden Objekttrager aufgetragen und mit einem Deckglas
abgedeckt.

3.2.4 Zahlkriterien
Pro Objekttrager werden 500 BNCs gezahit.

Bis 250 BNCs werden alle Parameter erhoben, welche Aufschliisse auf DNA-Schaden

und auf Formen des Zelltodes zulassen:

Einkernzellen

Mehrkernzellen

Zweikernzellen (BNCs) mit MNi und MNi gesamt in der BNC
BNCs mit NPB

BNCs mit Nbuds

Apoptosen

YV V. V V V V V

Nekrosen
Ab 250 BN werden nur noch folgende Parameter gezahlt:

BNCs mit MNi
Anzahl MNi pro BNC
BNCs mit NPB
BNCs mit Nbuds

Y V VYV V
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@) (b) (c)

. 9

.
Abbildung 8: (a) Einkernzelle; (b) Mehrkernzelle; (c) Zweikernzelle; (d) Zweikernzelle
mit MN; (e) Nbud; (f) Nbud in einer Vakuole; (g) NPB; (h) Apoptose; (i) Nekrose
[Eigene Bilder, 2013]

3.3 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 20.0.
Zuerst wurde mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung getestet.

Da die Ergebnisse bei diesem Test signifikant waren, kann eine Normalverteilung
ausgeschlossen werden. Von einer statistischen Signifikanz spricht man, wenn der
berechnete p-Wert < 0,05 ist.
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Der néchste Test der zur Anwendung kam, war der Wilcoxon-Test, ein nicht
parametrischer Test fur verbundene Stichproben.

Ausreil3er (vierfache Standardabweichung) wurden nicht in die statistische Auswertung
mit einbezogen. Extremwerte (dreifache Standardabweichung) hingegen wurden
bertcksichtigt.

4. ERGEBNISSE

Bei den nachfolgenden Ergebnissen handelt es sich um Teilergebnisse einer Studie,
welche im Rahmen der Forschungsplattform ,Active Ageing“ der Universitat Wien
durchgefuhrt wurde. Das Hauptaugenmerk liegt auf den Ergebnissen der
Trainingsintervention-Gruppe und dem Vergleich der Zeitpunkte T1 (Beginn der
Intervention) mit T3 (nach 6 Monaten Intervention) und T4 (nach 12 Monaten

Intervention).

Die Ergebnisse des Zeitpunktes T2 (nach 3 Monaten Intervention) werden in den
Diplomarbeiten von Klemens Krejci und Heidemarie Peherstorfer sowie in den

Masterarbeiten von Karin Geider und Birgit Koller behandelt.

Die Ergebnisse der Probanden, welche neben der Trainingsintervention zuséatzlich

FortiFit erhielten, werden von meiner Kollegin Trixie Pierson genauer behandelt.

Die Probanden unterteilen sich wie folgt in den verschiedenen Interventionsgruppen:

Gruppe Haufigkeit Prozent
Training 36 36,4
Training und Ernahrung 30 30,3
Kontrolle 33 33,3
Gesamt 99 100

Tabelle 5: Haufigkeitstabelle der teilnehmenden Probanden zum Zeitpunkt T1
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Gruppenaufteilung zum Zeitpunkt T1

4.1 Ergebnisse der Trainingsgruppe

Insgesamt 36 Probanden wurden in die Trainingsgruppe aufgenommen. Sie lassen

sich folgenden Gruppen zuordnen:

Haufigkeit Prozent
65 — 74 Jahre 4 11,1
75 — 84 Jahre 18 50,0
>85 Jahre 14 38,9
Gesamt 36 100
mannlich 4 11,1
weiblich 32 88,9
Gesamt 36 100

Tabelle 6: Haufigkeitstabelle der Trainingsgruppe zum Zeitpunkt T1
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4.1.1 Mikrokerne

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
MN_cells_T1 35 23,94 12,31
MN_cells_T2 22 16,40 5,62
MN_cells_T3 26 19,32 10,39
MN_cells_T4 10 14,32 3,70
MN_total_T1 35 28,11 15,23
MN_total_T2 22 19,73 7,34
MN_total_T3 26 23,36 13,55
MN_total_T4 11 20,56 11,46

Tabelle 7: Deskriptive Statistik: MNi in BNCs und totale Anzahl an MNi innerhalb der

Trainingsgruppe

Zwischen den Zeitpunkten T1 und T3 kam es zu einer signifikanten Verringerung der
BNCs mit MNi (p = 0,017). Zwischen den Zeitpunkten T3 und T4 konnte ebenfalls eine

Verringerung der BNCs mit Mikrokernen beobachtet werden (p = 0,05). Zwischen den

Anfangsuntersuchungen und dem Zeitpunkt T4 ist zwar eine deutliche Reduktion der

Mittelwerte zu erkennen, allerdings liegt keine Signifikanz vor (p = 0,112).
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Abbildung 10: Die Anzahl von BNCs mit MNi von T1 bis T4 innerhalb der

Trainingsgruppe

Die totale Anzahl der Mikrokerne verhélt sich ahnlich wie die Haufigkeit der BNCs mit
MNi. Zwischen den Zeitpunkten T1 und T3 ist eine signifikante Verringerung der
Mikrokerne zu beobachten (p = 0,037). Das Selbe gilt fiir den Vergleich von T3 und T4
(p = 0,028). Die Verringerung der Mikrokerne zwischen den Zeitpunkten T1 und T4
weildt keine Signifikanz auf (p = 0,508).

Vergleich von BNCs mit MNi und der

MNi Haufigkeit
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Abbildung 11: Vergleich von BNCs mit MNi und der MNi Haufigkeit von T1 bis T4

innerhalb der Trainingsgruppe
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4.1.2 Apoptosen

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptosen_T1 35 0,83 0,64
Apoptosen_T2 23 0,58 0,28
Apoptosen_T3 26 0,51 0,32
Apoptosen_T4 12 0,31 0,15

Tabelle 8: Deskriptive Statistik: Vorkommen von Apoptosen innerhalb der

Trainingsgruppe

Die Anzahl der Apoptosen verringert sich zwischen T1 und T4 kontinuierlich. Eine

statistische Signifikanz liegt sowohl zwischen den Zeitpunkten T1 und T3 (p = 0,027),

zwischen T1 und T4 (p = 0,034) als auch zwischen den Zeitpunkten T3 und T4 (p =

0,009) vor.

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

'

0,0

ptosenhaufigkeit in %

Apo

Apoptosen

*

Apoptosen_T1

Apoptosen_T2 Apoptosen_T3

Untersuchungszeitpunkt

Apoptosen_T4

Abbildung 12: Anzahl der Apoptosen von T1 bis T4 innerhalb der Trainingsgruppe
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4.1.3 Nekrosen

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Nekrosen T1 35 0,73 0,47
Nekrosen T2 23 0,55 0,37
Nekrosen_T3 26 0,45 0,25
Nekrosen T4 12 0,27 0,12

Tabelle 9: Deskriptive Statistik: Vorkommen von

Trainingsgruppe

Nekrosen innerhalb der

Zwischen den Zeitpunkten T1 und T3 kommt es zu einer signifikanten Verminderung

der Anzahl der Nekrosen (p = 0,002). Dieser Trend ist auch zwischen den Zeitpunkten
T1 und T4 (p = 0,034) und zwischen den Zeitpunkten T3 und T4 (p = 0,005) zu

beobachten.

1,4

Nekrosen

1,2 7!
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

MNekrosenhdufigkeitin %

Nekrosen_T1

Mekrosen_ T2 Nekrosen T3

Untersuchungszeitpunkt

I

Nekrosen_T4

Abbildung 13: Anzahl der Nekrosen von T1 bis T4 innerhalb der Trainingsgruppe
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4.1.4 Nucleoplasmic Buds

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Nbuds_T1 35 3,56 2,75
Nbuds_T2 23 3,24 2,33
Nbuds_T3 26 3,93 3,96
Nbuds_T4 12 2,59 0,82

Tabelle 10: Deskriptive Statistik: BNCs mit Nbuds innerhalb der Trainingsgruppe

Betrachtet man die Mittelwerte der Zeitpunkte T1 und T3 ist ein leichter Anstieg der
Nbuds zu beobachten. Diese Erhohung weist keine statistische Signifikanz auf (p =
0,875). Allerdings kommt es zwischen T1 und T4 zu einer signifikanten Verringerung
der Anzahl von BNCs mit Nbuds (p = 0,019). Der berechnete Mittelwert von T4 ist zwar
geringer als der Mittelwert von T3, aber auch hier ist keine statistische Signifikanz (p =
0,327) zu beobachten.

BNCs mit Nbuds

*

—

Nbuds pro 1000 BNCs
O kMW E G 5 - o

Nbuds_T1 Nbuds_T2 Nbuds_T3 Nbuds_T4

Untersuchungszeitpunkt

Abbildung 14: BNCs mit Nbuds von T1 bis T4 innerhalb der Trainingsgruppe
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4.1.5 Nucleoplasmic Bridges

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Bridges_T1 35 1,13 1,14
Bridges_T2 23 0,53 0,72
Bridges_T3 26 0,50 0,49
Bridges_T4 12 0,67 0,25

Tabelle 11: Deskriptive Statistik: BNCs mit NPBs innerhalb der Trainingsgruppe

Die Anzahl der BNCs mit NPBs verringert sich fortschreitend innerhalb des ersten
Studienjahres. Die Verminderung der NPBs ist zwischen sowohl zwischen T1 und T3
(p = 0,13) als auch zwischen T1 und T4 (p = 0,008) signifikant. Zwischen T3 und T4 ist
zwar eine Verringerung der Mittelwerte zu beobachten, diese ist allerdings nicht
signifikant (p = 0,180).
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Abbildung 15: BNCs mit NPBs von T1 bis T4 innerhalb der Trainingsgruppe
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4.2 Ergebnisse der Kontrollgruppe

In die Kognitionsgruppe wurden 33 Probanden aufgenommen. Sie lassen sich wie folgt
unterteilen:

Haufigkeit Prozent

75 -84 Jahre 13 39,4

Gesamt 33 100

weiblich 29 87,9

Tabelle 12: Haufigkeitstabelle der Kognitionsgruppe zum Zeitpunkt T1

4.2.1 Mikrokerne

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung

MN_cells_T2 22 16,26 6,23

MN_cells_T4 17 25,37 7,81
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MN_total_T2 22 19,41 7,64
MN_total T3 22 23,03 12,63

MN_total_T4 17 29,67 8,93

Tabelle 13: Deskriptive Statistik: MNi in BNCs und totale Anzahl an MNi innerhalb der

Kognitionsgruppe

Innerhalb der Kognitionsgruppe kam es zwischen T1 und T3 zu keiner signifikanten (p
= 0,543) Reduktion der BNCs mit MNi. Zwischen T1 und T4 (p = 0,034) bzw. zwischen
T3 und T4 (p = 0,023) kam es allerdings zu einer signifikanten Erhéhung dieses

Parameters.
BNCs mit MNi von T1 bis T4
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Abbildung 16: Die Anzahl von BNCs mit MNi von T1 bis T4 innerhalb der
Kognitionsgruppe

Bei der Anzahl an Mikrokernen lasst sich ein ahnlicher Trend erkennen. Allerdings liegt
hier nur zwischen den Zeitpunkten T3 und T4 eine signifikante Erhéhung der
Mikrokerne vor (p = 0,033). Die Veranderungen zwischen T1 und T3 (p = 0,961) und
T1 und T4 (p = 0,066) sind nicht signifikant.
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Vergleich von BNCs mit MNi und der
MNi Haufigkeit
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Abbildung 17: Vergleich von BNCs mit MNi und der MNi Haufigkeit von T1 bis T4

innerhalb der Kognitionsgruppe

4.2.2 Apoptosen

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptosen_T1 32 0,68 0,52
Apoptosen_T2 22 0,62 0,35
Apoptosen_T3 22 0,43 0,23
Apoptosen_T4 17 0,34 0,24

Tabelle 14: Deskriptive Statistik: Vorkommen von Apoptosen innerhalb der

Kognitionsgruppe

Der berechnete Mittelwert der Apoptosen verringert sich von T1 bis T4 kontinuierlich.
Zwischen T1 und T3 (p = 0,012) und T1 und T4 (p = 0,002) kommt es zu einer
signifikanten Verringerung. Die Verdnderung zwischen T3 und T4 ist allerdings nicht
mehr signifikant (p = 0,567).
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Abbildung 18: Anzahl an Apoptosen von T1 bis T4 innerhalb der Kognitionsgruppe

4.2.3 Nekrosen

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Nekrosen_T1 32 0,57 0,40
Nekrosen T2 22 0,54 0,38
Nekrosen T3 22 0,46 0,27
Nekrosen T4 17 0,19 0,12

Tabelle 15: Deskriptive Statistik: Vorkommen von Nekrosen innerhalb der

Kognitionsgruppe

Dieser Parameter zeigt eine signifikante Reduktion zwischen den Zeitpunkten T1 und
T4 (p = 0,002) und zwischen T3 und T4 (0,023). Zwischen T1 und T3 liegt kein
signifikanter Unterschied vor (p = 0,375).
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Abbildung 19: Anzahl an Nekrosen von T1 bis T4 innerhalb der Kognitionsgruppe

4.2.4 Nucleoplasmic Buds

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Nbuds_T1 32 4,30 4,63
Nbuds_T2 22 3,53 3,83
Nbuds_T3 22 3,03 3,08
Nbuds_T4 17 3,17 2,75

Tabelle 16: Deskriptive Statistik: BNCs mit Nbuds innerhalb der Kognitionsgruppe

Betrachtet man die Anzahl der BNCs mit Nbuds innerhalb der Kognitionsgruppe sieht

man, dass es zu keiner signifikanten Veranderung zwischen T1 und T4 kommt. Die p-
Werte liegen bei 0,455 zwischen T1 und T3, bei 0,334 zwischen T1 und T4 und bei

0,073 zwischen T3 und T4.
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Abbildung 20: BNCs mit Nbuds von T1 bis T4 innerhalb der Kognitionsgruppe

4.2.5 Nucleoplasmic Bridges

Deskriptive Statistik:

N Mittelwert Standardabweichung
Bridges_T1 32 1,25 1,05
Bridges_T2 22 0,57 0,63
Bridges_T3 22 0,64 0,85
Bridges_T4 17 0,35 0,46

Tabelle 17: Deskriptive Statistik: BNCs mit NPBs innerhalb der Kognitionsgruppe

Die Anzahl der BNCs mit NPBs wird zwischen T1 und T4 signifikant vermindert (p =
0,001). Zwischen T1 und T3 (p = 0,058) und T3 und T4 (p = 0,776) liegt keine

Signifikanz vor.
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Abbildung 21: BNCs mit NPBs von T1 bis T4 innerhalb der Kognitionsgruppe

4.3 Ergebnisse der verschiedenen Altersgruppen

In die Ergebnisse der verschiedenen Altersgruppen wurde sowohl die Ergebnisse der
Trainingsgruppe, als auch der Gruppe die zusatzlich FortiFit erhielt mit einbezogen.
Werte der Kognitionsgruppe wurden hingegen nicht bericksichtigt.

4.3.1 Altersgruppe: 65-74

Deskriptive Statistik — Mikrokerne:

N Mittelwert Standardabweichung
MN_cells_T1 8 25,25 10,95
MN_cells_T2 6 19,08 5,19
MN_cells_T3 7 17,40 7,28
MN_cells_T4 3 12,50 6,76
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MN_total_T1 8 28,88
MN_total_T2 6 20,92
MN_total T3 7 20,41
MN_total_T4 3 14,67

11,85

5,53

8,54

7,52

Tabelle 18: Deskriptive Statistik: BNCs mit MNi und Anzahl an MNi innerhalb der

Altersgruppe 65-74

In der Altersgruppe der 65- bis 74-jahrigen Probanden der Interventionsgruppen ist

sowohl bei der Anzahl der BNCs mit MNi als auch bei der totalen Anzahl an MNi eine

Reduktion der Mittelwerte zu erkennen, allerdings ist diese Verringerung zu keinem

Zeitpunkt signifikant.
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Abbildung 22: Vergleich von BNCs mit MNi und der MNi Haufigkeit von T1 bis T4

innerhalb der Altersgruppe 65-74

Deskriptive Statistik — Apoptosen und Nekrosen:

N Mittelwert

Standardabweichung

Apoptosen_T1 8 0,57

0,11
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Apoptosen_T2 6 0,41 0,24

Apoptosen_T4 3 0,39 0,17

Nekrosen_T2 0,77 0,86

Nekrosen_T4 3 0,29 0,94

Tabelle 19: Deskriptive Statistik: Apoptosen und Nekrosen innerhalb der Altersgruppe
65-74

Betrachtet man das Vorkommen der Apoptosen, gibt es innerhalb dieser Altersgruppe
keine signifikanten Veranderungen zwischen den Zeitpunkten T1 und T4. Die Anzahl
der Nekrosen hat sich in dieser Altersgruppe nur zwischen den Zeitpunkten T1 und T3
(p = 0,018) signifikant reduziert.

Apoptosen
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Abbildung 23: Anzahl an Apoptosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 65-74
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Abbildung 24: Anzahl an Nekrosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 65-74

Deskriptive Statistik — Nbuds und NPBs:

N Mittelwert Standardabweichung

Nbuds_T2 6 1,25 1,64

Nbuds_T4 3 3,33 0,76

Bridges_T2 6 0,25 0,27

Bridges_T4 3 0,17 0,29

Tabelle 20: Deskriptive Statistik: Nbuds und NPBs innerhalb der Altersgruppe 65-74

Die berechneten Werte der BNCs mit Nbuds zeigen zu keinem Zeitpunkt eine
statistische Signifikanz. Die Werte der BNCs mit NPBs sind ebenfalls nicht signifikant.
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Abbildung 25: BNCs mit Nbuds von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 65-74
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Abbildung 26: BNCs mit NPBs von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 65-74

4.3.2 Altersgruppe:75-84

Deskriptive Statistik — Mikrokerne:

N Mittelwert

Standardabweichung

54



MN_cells_T1
MN_cells_T2
MN_cells_T3
MN_cells_T4
MN_total T1
MN_total T2
MN_total_T3

MN_total T4

26

21

21

11

26

21

21

11

22,86

16,47

16,79

16,77

27,05

20,25

20,05

20,86

12,41

6,53

8,86

8,19

15,26

8,60

10,40

9,49

Tabelle 21: Deskriptive Statistik: BNCs mit MNi und Anzahl an MNi innerhalb der

Altersgruppe 75-84

Die Anzahl der BNCs mit MNi und der Anzahl an Mikrokernen hat sich in dieser

Altersgruppe nur zwischen den Zeitpunkten T3 und T4 veréandert. Die Anzahl der BNCs

mit MNi verringerte sich zwischen T3 und T4 (p = 0,015), wahrend die Anzahl der

Mikrokerne zwischen T3 und T4 anstieg (p = 0,015).

Vergleich von BNCs mit MNi und der
MNi Haufigkeit
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Abbildung 27: Vergleich von BNCs mit MNi und der MNi Haufigkeit von T1 bis T4

innerhalb der Altersgruppe 75-84
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Deskriptive Statistik — Apoptosen und Nekrosen:

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptosen_T1 26 0,82 0,49
Apoptosen_T2 22 0,60 0,34
Apoptosen_T3 12 0,55 0,38
Apoptosen_T4 12 0,38 0,27
Nekrosen_T1 26 0,67 0,38
Nekrosen T2 22 0,66 0,44
Nekrosen_T3 21 0,46 0,32
Nekrosen T4 12 0,22 0,08

Tabelle 22: Deskriptive Statistik: Apoptosen und Nekrosen innerhalb der Altersgruppe
75-84

Die Mittelwerte der Apoptosen reduzieren sich innerhalb aller Untersuchungszeitpunkte
konsequent. Es besteht sowohl zwischen T1 und T3 (p = 0,016), zwischen T1 und T4
(p=0,005) als auch zwischen T3 und T4 (p = 0,028) eine statistische Signifikanz.
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Abbildung 28: Anzahl an Apoptosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 75-84
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Betrachtet man die Anzahl der Nekrosen, ist der Selbe Trend erkennbar wie bei den
Apoptosen. Die Anzahl der Nekrosen verringert sich sowohl zwischen T1 und T3 (p =
0,012), zwischen T1 und T4 (p = 0,002) als auch zwischen T3 und T4 (0,019)
signifikant.
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Abbildung 29: Anzahl an Nekrosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 75-84

Deskriptive Statistik — Nbuds und NPBs:

N Mittelwert Standardabweichung

Nbuds_T2 22 2,89 2,37

Nbuds_T4 12 2,79 0,86

Bridges_T2 22 0,45 0,63

Bridges_T4 12 0,29 0,40

Tabelle 23: Deskriptive Statistik: Nbuds und NPBs innerhalb der Altersgruppe 75-84
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Die Anzahl der BNCs mit Nbuds verdndert sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt

signifikant.
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Abbildung 30: BNCs mit Nbuds von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 75-84

Die Anzahl der BNCs mit NPBs veranderte sich signifikant. Es liegt sowohl zwischen
T1 und T3 (p = 0,009) als auch zwischen T1 und T4 (p = 0,044) eine statistisch

signifikante Verringerung der Werte vor.
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Abbildung 31: BNCs mit NPBs von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe 75-84
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4.3.3 Altersgruppe: >85

Deskriptive Statistik — Mikrokerne:

N Mittelwert Standardabweichung

MN_cells_T2 21 16,68 8,07

MN_cells_T4 12 22,02 12,82

MN_total_T2 21 20,33 10,99

MN_total_T4 13 26,90 15,91

Tabelle 24: Deskriptive Statistik: BNCs mit MNi und Anzahl an MNi innerhalb der
Altersgruppe >85
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Abbildung 32: Vergleich der BNCs mit MNi und der MNi Haufigkeit von T1 bis T4
innerhalb der Altersgruppe >85
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Innerhalb dieser Altersgruppe liegt weder bei der Anzahl der BNCs mit MNi, noch bei

der Anzahl der MNi eine statistische Signifikanz vor.

Deskriptive Statistik — Apoptosen und Nekrosen:

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptosen_T1 30 0,78 0,63
Apoptosen_T2 22 0,51 0,30
Apoptosen_T3 20 0,45 0,20
Apoptosen_T4 13 0,46 0,25
Nekrosen_T1 30 0,71 0,44
Nekrosen T2 22 0,47 0,37
Nekrosen_T3 20 0,44 0,18
Nekrosen_T4 13 0,31 0,17

Tabelle 25: Deskriptive Statistik: Apoptosen und Nekrosen innerhalb der Altersgruppe

>85

Die Anzahl der Apoptosen verringerte sich innerhalb dieser Altersgruppe nur zwischen

den Zeitpunkten T1 und T3 signifikant (p = 0,035). Die Anzahl der Nekrosen hingegen

verringerte sich im Laufe der Studie konsequent. Es ist sowohl die Verringerung
zwischen T1 und T3 (p = 0,005), zwischen T1 und T4 (p = 0,009) als auch zwischen T3

und T4 (p = 0,005) statistisch signifikant.
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Abbildung 33: Anzahl an Apoptosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe >85
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Abbildung 34: Anzahl an Nekrosen von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe >85

Deskriptive Statistik — Nbuds und NPBs:

N Mittelwert Standardabweichung

Nbuds_T2 22 3,33 2,43
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Nbuds_T4 13 2,59 0,79

Bridges_T2 22 0,67 0,73

Bridges_T4 13 0,23 0,39

Tabelle 26: Deskriptive Statistik: Nbuds und NPBs innerhalb der Altersgruppe >85

Sowohl die Anzahl der BNCs mit Nbuds (p = 0,034) als auch die Anzahl der BNCs mit
NPBs (p = 0,003) reduzierte sich nur zwischen den Zeitpunkten T1 und T4 signifikant.
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Abbildung 35: BNCs mit Nbuds von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe >85
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Abbildung 36: BNCs mit NPBs von T1 bis T4 innerhalb der Altersgruppe >85



5. DISKUSSION

Bei diesen Ergebnissen handelt es sich lediglich um Teilergebnisse einer Studie,
welche im Rahmen der Forschungsplattform ,Active Ageing“ der Universitat Wien

durchgefuhrt wurde.

Betrachtet man die Ergebnisse der Trainingsgruppe in Bezug auf das Vorkommen von
Mikrokernen, lasst sich vermuten, dass ein progressives Krafttraining Uber einen
langeren Zeitraum zu einer Reduktion der Anzahl von BNCs mit MNi bzw. der Anzahl
an MNi fihrt. Zwischen dem Zeitpunkt T1 und T4 ist zwar eine deutliche Reduktion der

berechneten Mittelwerte zu erkennen, diese ist allerdings nicht signifikant.

Eine mogliche Ursache dafur konnte sein, dass die Untersuchung aller T4-Daten zum
momentanen Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen ist, und daher nur die Daten weniger
Probanden mit einbezogen werden konnten. Zwischen T1 und T3, und T3 und T4
konnte allerdings eine signifikante Reduktion gemessen werden.

Bisher gibt es keine Studien welche ahnlich gestaltet wurden, um die Ergebnisse mit
diesen zu vergleichen. Betrachtet man eine Studie, welche sich mit einer kirzeren,
aber enormen koérperlichen Belastung auf die Entstehung von Mikrokernen beschéftigt,
erkennt man, dass diese einen positiven Einfluss auf diese Anomalie des Zellkerns hat.
Die Probanden dieser Studie nahmen an einem lronman teil, welcher sich aus 3,8 km
Schwimmen, 180 km Radfahren und 42 km Laufen zusammensetzte. Die kérperliche
Belastung dieser Studie [Reichhold et al., 2008] unterscheidet sich also stark von dem
Training der im Rahmen der Forschungsplattform ,Active Ageing“ durchgefihrten

Studie, in welcher sich die Probanden einem progressiven Krafttraining unterzogen.

Im Gegensatz dazu, kommt eine friher durchgefihrte Studie zu dem Ergebnis, dass
anstrengende, koérperliche Belastung zu einer Erhéhung von MNi fihrt. Die sechs
Probanden dieser Studie legten nach einer 15-mindtigen Aufwarmphase einen Sprint
zurlck, pausierten fir zehn Minuten und legten erneut einen Sprint zurick [Schiffl et
al., 1997]. Dass moderate kérperliche Bewegung mehrmals pro Woche einen positiven
Effekt auf die Entstehung von MNi hat, wird in einer Studie aus Japan berichtet.
Innerhalb dieser Studie gab es allerdings keine Trainingsintervention. Die Ergebnisse
beruhen auf der Selbsteinschatzung der teilnehmenden Probanden und wurden mittels

einem Fragebogen erhoben [Huang et al., 2009].
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Es gilt aber zu beachten, dass die Probanden in allen genannten Untersuchungen

wesentlich jinger waren als die Probanden der ,Active Ageing“-Studie.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Vorkommen von Apoptosen
und Nekrosen durch eine gezielte Trainingsintervention verringert werden kann.
Weiters kommt es zu einer signifikanten Reduktion der BNCs mit NPBs zwischen den
Zeitpunkten T1 und T3 und T1 und T4. Das Vorkommen von BNCs mit Nbuds
verringerte sich nur zwischen T1 und T4 signifikant. Die Untersuchung von Reichhold
et al. [2008] fuhrte zu dem Ergebnis, dass eine enorme, aber kurzfristige kdrperliche

Belastung keinen Einfluss auf die Anzahl von Nbuds und NPBs hat.

Sehr interessant sind die Ergebnisse der Kontrollgruppe. In Bezug auf BNCs mit MNi
und der totalen MNi Anzahl kommt es zwischen T1 und T4 zu einem signifikanten
Anstieg. Es wurde zwar damit gerechnet, dass es in der Kontrollgruppe zu keiner
signifikanten Anderung dieser Parameter kommt, allerdings spielt das Alter und
auftretende und fortschreitende Krankheit ebenfalls eine grol3e Rolle. Betrachtet man
nun die Anzahl der Apoptosen und der Nekrosen, ist in beiden Féllen eine deutliche
Reduktion wahrend des Studienverlaufs zu erkennen. Das Selbe gilt fir das
Vorkommen von BNCs mit NPBs. Daraus kénnte man schlie3en, dass der Faktor der
Sozialisierung eine bedeutende Rolle spielt. Allerdings handelt es sich bei den
Ergebnissen dieser Gruppe lediglich um Teilergebnisse des Untersuchungszeitpunkt
T4.

In der Altersgruppe der 65- bis 74-jahrigen kommt es auller bei der Anzahl der
Nekrosen zwischen T1 und T3 zu keinen signifikanten Veranderungen. Eine mogliche
Erklarung dafir ist, dass die Probandenanzahl innerhalb dieser Altersgruppe zu gering

war, und die meisten Probanden wesentlich alter sind.

In der Altersgruppe der 75- bis 84-jahrigen hingegen veranderten sich im Laufe der
Studie einige Parameter. Die berechneten Mittelwerte der BNCs mit MNi bzw. der MNi
Anzahl zeigen eine nicht signifikante Reduktion zwischen T1 und T4. Allerdings ist ein
signifikanter Anstieg dieser Parameter zwischen T3 und T4 zu beobachten. Grund
dafur konnte sein, dass innerhalb der Ergebnisse der verschiedenen Altersgruppen
nicht zwischen den Interventionsgruppen unterschieden wurde und sowohl die Daten
der Trainingsgruppe, als auch die Gruppe ,Training und Erndhrung“ mit einbezogen
wurden. Die Anzahl der Apoptosen und Nekrosen verringerte sich allerdings zwischen

allen miteinander verglichenen Zeitpunkten signifikant. Die BNCs mit NPBs
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verringerten sich sowohl zwischen T1 und T3 als auch zwischen T1 und T4 signifikant,
wahrend die Anzahl der BNCs mit Nbuds wahrend des gesamten Studienverlaufs

keine signifikante Veranderung vorweist.

In der Altersgruppe der Uber 85-jahrigen kommt es in Bezug auf Mikrokerne zu keinem
Zeitpunkt zu einer signifikanten Veranderung. Ahnlich wie bei den 74- bis 85-jahrigen
kommt es allerdings zu einer signifikanten Reduktion der Nekrosen zwischen allen
miteinander verglichenen Zeitpunkten. Die Anzahl der Apoptosen hingegen verringerte
sich nur zwischen T1 und T3 signifikant. Die Parameter NPB und Nbud verringerten

sich zwischen den Zeitpunkten T1 und T4 signifikant.

Dass es im Alter einen signifikanten Anstieg des Mikrokern-Vorkommens gibt, wird in
einigen Studien gut dokumentiert. Dass es bei den Probanden der ,Active Ageing“-
Studie in Bezug auf diesen Parameter keine bzw. kaum signifikante Veranderungen
gibt kbnnte daran liegen, dass die Probanden dieser Studie wesentlich alter (83,9
Jahre) sind als in friher durchgefiihrten Studien. In einer aktuellen Studie wird von
einem signifikanten Anstieg von Mikrokernen ab dem Alter von 40 berichtet [Nefic und
Handzic, 2013]. Es scheint, dass die Haufigkeit von MNi bis zum 70. Lebensjahr
ansteigt, wobei bei Frauen in dieser Altersgruppe ein hoheres Vorkommen beobachtet
wird. Bei Personen zwischen 70 und 100 Jahren pendelt sich das MNi-Vorkommen auf
einem bestimmten Level ein, unabhangig vom Geschlecht. Dies deutet auf eine Art von
Schwelle der Genominstabilitdt hin, welche im hohen Alter nicht mehr berschritten
werden kann [Wojda et al., 2007]. Diese Ergebnisse stimmen mit denen unserer Studie
Uberein, denn in der Altersgruppe der Uber 85-jahrigen kommt es zu keinen

signifikanten Ver&nderungen in Bezug auf das Vorkommen der Mikrokerne.

Dass Mikrokerne bei Frauen generell haufiger auftreten als bei Mannern [Fenech und

Bonassi, 2011] lasst sich durch die vorliegenden Daten bestatigen.

Innerhalb der ,Active Ageing“-Studie wurde der Zusammenhang zwischen
Polymorphismen und Mikrokernen leider nicht untersucht. Da der Rolle von
genetischen Polymorphismen eine immer gréRere Rolle zugeschrieben wird, sollte die

Untersuchung dieser in zukinftigen Studien mit einbezogen werden.

Daten bezuglich der Muskelkraft dem Gewicht der Probanden wurden innerhalb der
Untersuchung erhoben, allerdings wurden diese zum momentanen Zeitpunkt vom

Institut fir Sportwissenschaften der Universitat Wien noch nicht bereitgestellt.
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Diese Daten geben einen ersten Ausblick auf die Endergebnisse dieser Studie und sie
lassen hoffen, dass die Entstehung von Mutationen und Chromosomenschaden durch

ein progressives Krafttraining im Alter reduziert werden kdnnen.
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6. SCHLUSSBETRACHTUNG

Die Teilergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass ein progressives und
regelmafig durchgefiihrtes Krafttraining zu einer Verringerung von Mutationen im Alter
fuhrt. Es wird deutlich gemacht, wie wichtig korperliche Bewegung fur den alteren

Organismus ist.

Innerhalb der Trainingsgruppe konnte im ersten Studienjahr eine signifikante Reduktion
der Mikrokerne beobachtet werden. Weiters konnten auch die anderen mittels CBMN-

Assay untersuchten Parameter reduziert werden.

Die Ergebnisse der Kontrollgruppe lassen darauf schlieRen, dass der Gruppenkontakt
und eine regelmalige Betreuung ebenfalls zu einer Verbesserung bestimmter

Parameter fuhren.

Dass es innerhalb der verschiedenen Altersgruppen zu keiner kontinuierlichen
Reduktion der untersuchten Parameter kommt, kdnnte damit zu begriinden sein, dass
die Anzahl der Mikrokerne im Alter zwar generell ansteigt, es aber ab einem gewissen

Alter zu keiner weiteren signifikanten Veranderung kommt.

Die Ergebnisse sind schwer mit denen anderer Studien zu vergleichen. Zwar wird auf
diesem Gebiet geforscht, allerdings gibt es zum momentanen Zeitpunkt noch keine
Studien, welche ein gezieltes Krafttraining in dieser Altersgruppe tber einen so langen
Zeitraum untersuchen. Es sind also weitere und vor allem langer durchgefihrte Studien
notwendig, um diese Ergebnisse zu sichern bzw. um herauszufinden, ob es im Alter zu
einer Verbesserung der chromosomalen Stabilitat und einer Verringerung von
Mutationen kommt, wenn mit dem Krafttraining schon in jingeren Jahren begonnen

wird.
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7. ZUSAMENFASSUNG

Der Anteil der Personen (ber 65 Jahre wird in Osterreich bis zum Jahr 2030 auf 25%
ansteigen. Die Anzahl der Personen Uber 80 wird sich in dem Selben Zeitraum um
50% steigern. Dieser weltweit beobachtete Trend wird aufgrund eines groReren
Bedarfs an Hospitalisierung und/oder Institutionalisierung zu einer groRen Belastung
unseres Gesundheitssystems flihren. Um dies zu verhindern und ein gesundes Altern

zu ermdoglichen ist es wichtig, bereits jetzt die richtigen Malihahmen zu treffen.

Die Forschungsplattform ,Active Ageing“ der Universitat Wien erforscht momentan
Parameter des Alterns um gesundheitsférdernde Gegenmafl3nahmen zu untersuchen

und zu bewerten.

Ziel dieser Masterarbeit war es, den Effekt eines progressiven einjahrigen
Krafttrainings auf die Entstehung von Mutationen bei &lteren, institutionalisierten
Personen zu untersuchen. Die Probanden, welche in Zusammenarbeit mit dem
Kuratorium Wiener Pensionistenhduser rekrutiert wurden, wurden randomisiert in
folgende drei Gruppen eingeteilt: ,Trainingsgruppe®, ,Training und Erndhrung“ und
»Kognitionsgruppe® (Kontrollgruppe). Die Gruppe ,Training und Erndhrung“ bekam
zusatzlich zum Krafttraining ein Nahrungserganzungsmittel (FortiFit), welches in der

Préavention von Sarkopenie eine Hilfestellung geben soll.

Die Untersuchung des Blutes erfolgte mittels CBMN-Assay. Innerhalb der
Trainingsgruppe konnte die Anzahl an Mutationen, gemessen an der Anzahl der
Mikrokerne, innerhalb des ersten Studienjahres signifikant reduziert werden. Auch die
weiteren Parameter des CBMN-Assays (Nekrosen, Apoptosen, NPBs und Nbuds)
zeigten signifikante Verdnderungen. Es gilt allerdings zu beachten, dass es sich bei
den Ergebnissen dieser Arbeit hauptsachlich um die Werte der Trainingsgruppe
handelt und dass noch nicht alle Daten zum Zeitpunkt T4 (12 Monate) vorliegen. Die

Ergebnisse lassen aber darauf hoffen, dass dieser positive Trend fortgefuihrt wird.
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8. SUMMARY

The number of people over 65 years will rise in Austria in 2030 up to 25% of the total
population. In the same period, the number of people over 80 years of age will increase
by 50%. Due to an increased need for hospitalization and/or institutionalization, this
worldwide observed trend will soon lead to a large burden on our health system. To
prevent this development and to allow healthy aging, it is important to take now the

right measures.

The Research Platform "Active Ageing" at the University of Vienna is currently
investigating parameters of ageing in order to examine and evaluate health-promoting

countermeasures.

The aim of this thesis was to investigate the effect of a one year lasting progressive
resistance training on the formation of mutations in elderly institutionalized persons.
The subjects, who were recruited in collaboration with the “Kuratorium Wiener
Pensionistenhauser” were randomly divided into the following three groups: "training
group"”, "training and nutrition" and "cognition group" (control group). The group
"training and nutrition" received in addition to the strength training a supplement

(FortiFit), which is intended to offer some help in the prevention of sarcopenia.

The examination of the blood was performed using CBMN assay. Within the training
group, the number of mutations, measured by the number of micronuclei, is
significantly reduced within the first study year. Also other parameters of the CBMN
assay (necrosis, apoptosis, NPBs and Nbuds) showed also significant changes.
However, it has to be considered, that not all data are available for T4 (after 12 month)
and that the main target of this study was to investigate the results in the training

group. The results, however give hope that this positive trend will continue.
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