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1. Einleitung und Fragestellung

In den letzten Jahrzehnten konnte ein deutlicher Anstieg der Lebenserwartung in der
Bevdlkerung beobachtet werden. Die Lebenserwartung in Osterreich betrug im Jahr
1902 fur Manner gerade einmal 40,6 Jahre und flr Frauen durchschnittlich 43,4 Jahre,
so liegt sie heute aufgrund der demografischen Entwicklung und des medizinischen
Fortschrittes bei 78,2 Jahren fir Manner bzw. fiir Frauen bei 83,3 Jahren [Statistik
Austria; 2012]. Dies bedeutet in Osterreich einen Bevdlkerungszuwachs der iber 65-

Jahrigen von derzeit 18,2 % auf 28,2 % im Jahr 2050 [Statistik Austria, 2013a].

Diese Prognosen stellen unser Gesundheitssystem vor vollig neue Anforderungen und
Aufgaben. Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko von chronischen und schweren
Erkrankungen. Des Weiteren kann es zum Verlust der Selbstandigkeit und zu Einbul3en
der kognitiven Fahigkeiten kommen, wodurch immer mehr Menschen medizinische
und soziale Dienstleistungen in Anspruch nehmen miissen [Schuit, 2006].

Um der Bevolkerung daher ein gesundes Altern zu ermoéglichen miissen wichtige
praventive Mallnahmen entwickelt werden, die bestimmte Lifestyle-Faktoren wie

Erndhrung und Bewegung beriicksichtigen.

Allerdings erhéht sich wahrend des Alterwerdens auch die Wahrscheinlichkeit von
Mutationen in den Zellen, die durch diverse lebensstilabhdangige Faktoren beeinflusst
werden [larmarcovai et al., 2008].

Wichtige Biomarker fir DNA-Schaden stellen dabei Mikrokerne (MNi) dar, deren
Frequenz mit Hilfe des Cytokinesis-block micronucleus cytome assay (CBMN) in
peripheren Blutlymphozyten bestimmt werden kdnnen [Fenech, 2007]. Diese Methode
ermoglicht eine sensitive und prazise Analyse von Chromosomen und DNA-Schaden

[Fenech, 1997].

Die vorliegende Masterarbeit beschreibt altersbedingte Veranderungen im Koérper, die
Entstehungen und Auswirkungen von Mutationen sowie deren Folgen und
Veranderungen wahrend eines 18-monatigen Krafttrainings bei institutionalisierten

Senioren in Wien. Die Untersuchung erfolgt mittels CBMN-Assay, bei diesem



Paramater wie Mikrokerne, nukleoplasmatische Bricken (NPBs), nuklear Buds

(NBUDs), Apoptosen und Nekrosen beriicksichtigt werden.

Die Arbeit wurde im Rahmen der Forschungsplattform ,Active Ageing” an der
Universitat Wien verfasst. Ziel der Studie war es die Auswirkungen von Krafttraining,
Erndhrungsoptimierung  und  kognitivem  Training bei institutionalisierten
Pensionistinnen und Pensionisten zu untersuchen. Dabei handelt es sich um eine

beobachte-blinde, kontrollierte, randomisierte Interventionsstudie.



2. Literaturiibersicht

2.1 Aspekte des Alterns
Altern ist ein komplexer, schrittweise und individuell stattfindender Prozess, der iber

viele Jahrzehnte andauert [Woodside und Young, 2006]. Zahlreiche Theorien
versuchen das ,,Phdanomen” hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf den Menschen zu
erklaren, jedoch ist eine Reihe von verschiedenen Mechanismen in Bezug auf das

Altern bis heute noch ungewiss [Lata und Walia, 2007].

Es wird dennoch angenommen, dass der Alterungsprozess durch Umweltfaktoren wie
Luftverschmutzung, Strahlung und Mikroorganismen, aber auch durch genetische
Modifikationen wie beispielsweise DNA - Schadigungen beschleunigt wird [Nigram et

al., 2012].

Zusatzlich kommt es im Laufe des Alterns zu einer Vielzahl an physiologischen und
soziobkonomischen Veranderungen, wie die Verminderung des Energieverbrauchs, das
Sinken der Adaptionsfahigkeit und die Verlangsamung der Verdauungstatigkeit, die
den Gesundheitszustand, speziell aber den Erndhrungsstatus von alteren Menschen
beeinflussen konnen [Elmadfa und Leitzmann, 2004]. Des Weiteren steigt die Inzidenz
der korperlichen Beeintrachtigungen im Alter. Aufgrund von diversen gesundheitlichen
Problemen wie Bluthochdruck, Herz-Kreislauferkrankungen, Schwerhorigkeit etc.
kommt es bei rund ein Drittel der dlteren Bevolkerung zu Einschrankungen in der
Lebensweise [Woodside und Young, 2006]. Bemerkbar machen sich diese
Auswirkungen bei Frauen bereits nach der Menopause und bei Mannern im Alter von
65 + Jahren [EImadfa und Leitzmann, 2004]. Um die Lebensqualitdt jedoch auch im
Alter aufrecht zu erhalten, ist eine bedarfsgerechte Erndhrung sowie ein gewisses Mal

an korperlicher Bewegung unumganglich [Woodside und Young, 2006].

Besonders schwierig ist dabei die Umsetzung in institutionalisierten Einrichtungen der
Alterspflege. Wihrend jiingere Bewohner hiufig an Ubergewicht leiden sind iltere

Senioren oft von Unter - bzw. Mangelerndhrung betroffen [Elmadfa et al., 2012]. Des



Weiteren kommt es zu einem drastischen Anstieg der Abhangigkeit von Fremdhilfe
nach dem Einzug in ein Heim [Abt-Zegelin und Reuther, 2011].

In Osterreich bezogen im Jahr 2011 ca. 371.198 Personen ein Pflegegeld [Statistik
Austria, 2013b]. Davon werden zurzeit rund 16 % der Pflegegeldbezieher im Alter von
76 - 90 Jahren stationdr in Altenwohnheimen bzw. Pflegeheimen betreut [BMSAK,

2012].

2.1.1 Verdnderte Kérperzusammensetzung

Wahrend des Alterungsprozesses verandert sich aufgrund von endogenen (z.B.:
oxidativer Stress, hormonelle Veranderungen etc.) und exogenen Faktoren (Erndhrung,
Aktivitat etc.) auch die Korperzusammensetzung [Marktl et al., 2002]. Dies fiihrt
einerseits zur Abnahme der fettfreien Kérpermasse (lean body mass = LBM) und zur
Verminderung des Gesamtkdrperwassers, andererseits kommt es zum Aufbau der
Fettmasse [Elmadfa und Leitzmann, 2004]. Das Kérpergewicht bleibt dabei weitgehend
unverandert erst in den spaten Lebensabschnitten verringert sich auch der Fettanteil
[Marktl et al., 2003].

Die Abnahme der fettfreien Masse aullert sich vorwiegend im Riickgang des Muskel-
und Knochengewebes. Der Skelettmuskelanteil, der sich bis zum 75. Lebensjahr um
fast 40 — 50 % vermindert, erleidet dabei den deutlichsten Verlust. Durch die Atrophie
der Typ Il Muskelfasern verringert sich die Muskelkraft, wodurch das Risiko fiir Stiirze
und Gebrechlichkeit im Laufe des Alterns zunimmt. Des Weiteren tritt ein Verlust der
Muskelmasse meist im Zusammenhang mit einem Proteinabbau sowie mit der

Abnahme des Knochenmineralgehaltes auf [Marktl et al., 2003].

Aber auch die Masse der inneren Organe wie Leber, Niere und Lunge kénnen zwischen
dem 30. und 75. Lebensjahr durchschnittlich um 30 % abnehmen, wobei diese
unterschiedlich stark betroffen sein konnen. Wahrend die Leber bis zum 70.
Lebensjahr ca. 18 % ihres Maximalgewichtes verliert, verringert sich das Gewicht der

Niere nur um etwa 9 % [Marktl et al., 2003].



2.1.2 Korperliches Training im Alter

Die Aufrechterhaltung der Mobilitdt und die damit verbundene Selbststandigkeit
spielen im Alter eine wichtige Rolle. Um dem Verlust an Kraft, Ausdauer, Koordination
und Flexibilitdt entgegenzuwirken, gewinnt der Faktor Bewegung immer mehr an

Bedeutung [Mayer et al., 2011].

Der PAL (,,Physical Activity Level”), welcher das Vielfache des Grundumsatzes wahrend
eines Tages angibt, nimmt im Laufe des Alters teilweise drastisch ab [Haber, 2007].
Mangelnde korperliche Aktivitat und Fitness stehen im direkten Zusammenhang mit
Muskelschwache, kardiovaskuldaren Erkrankungen, Schlaganfalle, Bluthochdruck,
Darmkrebs, Typ Il Diabetes etc.. Des Weiteren ist das Risiko fiir Stlirze und

Verletzungen erhoht [Sari, 2011].

Durch regelmaRige korperliche Bewegung konnen diese Risikofaktoren minimiert
werden. Eine prospektive Studie an alteren Frauen und Mannern zeigte, dass ein
hohes MaR an korperlicher Aktivitdat die Gefahr fiir Gebrechlichkeit um 10 Jahre
reduziert [Schuit, 2006].

Des Weiteren ist ein aktiver Lebensstil mit einem niedrigen Erkrankungsrisiko an
Demenz assoziiert. In zahlreichen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass je
hoher der tagliche Energieumsatz der Uber 60 - Jdhrigen ist, desto weniger leiden die
Personen an neurodegenerativen Erkrankungen. Auch die Krebs- sowie
Kreislauferkrankungen konnen bereits durch mehr als 3 Stunden Sport pro Woche

reduziert werden [Haber, 2007].

Das American College of Sports Medicine (ACSM) und die American Heart Association
veroffentlichten im Jahr 2007 erstmals Richtlinien zur korperlichen Aktivitdt im Alter.
Die Empfehlungen wurden speziell fir die Altersgruppe der Uber 65 —Jahrigen
entwickelt und bericksichtigen die moglichen korperlichen Beeintrachtigungen. Eine
regelmallige korperliche Aktivitat setzt sich demnach aus Ausdauertraining,
Krafttraining, Dehniibungen und Balancetraining zusammen [Gremeaux et al., 2012;

Nelson et al., 2007].



korperliche Aktivitat Empfehlung

Ausdauer: mit maRiger Intensitat 30 Min. 5 Tage / Woche
mit starker Intensitat 20 Min. 3 Tage / Woche

Muskeltraining 10 Min an mind. 2 Tage / Woche
+ 8 - 10 Wiederholungen

Dehniibungen 10 Min = 2 Tage / Woche

Balancetraining mind. 3 Tage / Woche

Tabelle 1: Richtlinien zur kdrperlichen Aktivitat im Alter [Gremeaux et al., 2012]

Training zur Steigerung der aeroben Ausdauerleistungsfahigkeit ist seit langem eine
wichtige Empfehlung zur Pravention und Behandlung vieler chronischer und
altersbedingter Erkrankungen wie beispielsweise Diabetes Typ II, Bluthochdruck etc.
[WHO, 2002; Evans et al., 1997]. Da wahrend des Alterns die Muskelmasse sowie die
Sauerstoffaufnahmefahigkeit durchschnittlich um 1 % pro Jahr verringert werden, ist
ein regelmaRiges durchgefiihrtes Ausdauertraining empfehlenswert [Haber, 2007].
Dadurch steigert sich sowohl die maximale Sauerstoffaufnahme also auch die
Insulinwirkung. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass ein aerobes Training
auch positive Auswirkungen auf die Skelettmuskulatur aufweist [WHO, 2002; Evans et

al., 1997].

Krafttraining wird empfohlen da es nachweislich zur Steigerung der Muskelmasse
beitragt sowie zur Aufrechterhaltung der Kraftleistungsfahigkeit fiihrt. Strasser et al.
(2009) zeigten in einer Studie, dass es auch im fortgeschrittenen Alter moglich ist
Muskelkraft aufzubauen. Nach einem 6 monatigen Krafttraining 3 x wdéchentlich
konnte eine signifikante Steigerung der Maximalkraft um 15 —-30 % erzielt werden.
Auch ein Zunahme der Lean Body Mass um 1,0 £+ 0,5 kg konnte bei den alteren
Probanden festgestellt werden [Sundell, 2011]. In einer Vielzahl an weiteren klinischen
sowie epidemiologischen Studien konnte ein positiver Effekt auf die Mobilitdt und
Senkung der Risikofaktoren bei dlteren Menschen nachgewiesen werden [Mayer et al.,

2011].

Die Richtlinien zur korperlichen Aktivitat kdnnen jedoch im fortgeschrittenen Alter oft

nicht eingehalten werden, trotzdem ergeben sich Vorteile. Bereits ein 30-minutiges



Training in Form von spazieren, walken oder schwimmen fihrt zur Reduktion von
kardiovaskularen Erkrankungen [WHO, 2002]. Wichtig ist, dass die Intensitdt des
Trainings langsam und schrittweise erhéht wird, denn das Training ist die einzige

Pravention und Therapie zur Erhaltung der Selbstandigkeit [Haber, 2007].

2.1.2.1 Osteoporose

Bei Osteoporose handelt es sich um eine systemische Skeletterkrankung, die durch
eine geringe Knochenmasse sowie eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des
Knochengewebes charakterisiert ist. In weiterer Folge erhoht sich das Risiko fir
Knochenbriiche sowie die Anzahl an Frakturen [Coli G., 2013; ElImadfa und Leitzmann,

2004].

Das menschliche Skelett, welches aus lber 200 Knochen aufgebaut ist, stellt das
Grundgerist unseres Korpers dar [Mutschler et al., 2007]. Wahrend der gesamten
Lebensdauer kommt es zu einem kontinuierlichem Ab bzw. Aufbau des dynamischen
Knochengewebes [Mitchel und Streeten, 2013]. Besonders im Alter ist dieses
Gleichgewicht gestort und die Knochensubstanz verliert aufgrund von Mineralverlust
und Matrixalterung ihre Festigkeit sowie Elastizitat [Bartl, 2010]. Um diesem
Verdanderungsprozess entgegenzuwirken ist es wichtig von Kindheit an geniigend
Knochenmasse aufzubauen. Zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr wird die maximale
Knochendichte (PBM = peake bon mass) erreicht, danach droht eine negative
Knochenbilanz [Elmadfa und Leitzmann, 2004; Bartl, 2010]. Des Weiteren ist eine

geringe PBM mit einem erhéhten Osteoporoserisiko assoziiert [Lane, 2006].
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Abbildung 1: physiologische Knochenmasseveranderung bei Frauen und Mannern [Bartl, 2010]



Osteoporose ist die am haufigsten auftretende Knochenkrankheit. Betroffen sind
vorwiegend postmenopausale Frauen, die einen niedrigen Ostrogenspiegel aufweisen,
aber auch altere Personen beiderlei Geschlechts. Des Weiteren kann eine Vielzahl an
Faktoren wie beispielsweise ein schlanker Korperbau, negative Kalziumbilanz,
Bewegungsmangel etc. die Entstehung beeinflussen. Ein besonderes Augenmerk muss
daher auf die richtige Pravention und Therapie gelegt werden [Elmadfa und Leitzmann,

2004].

2.1.2.2 Sarkopenie

Sarkopenie bezeichnet den im fortschreitenden Alter auftretenden Verlust an
Muskelmasse und die damit verbundene Einschrankung der Muskelfunktion [Dirks und
Leeuwenburgh, 2005]. Auch wenn die genauen Mechanismen der Pathogenese noch
nicht ganzlich geklart sind, wird eine Vielzahl an internen und externen Faktoren fir
den Abbau der Muskelmasse verantwortlich gemacht [Dirks und Leeuwenburgh, 2005;

Bauer et al., 2008].

Als interne Faktoren werden altersassoziierte hormonelle Verdnderungen, wie die
Abnahme von Wachstumshormonen, eine reduzierte Proteinsynthese sowie ein
vermehrter Proteinabbau bezeichnet. Aber auch ein ungesunder Lebensstil
gekennzeichnet durch unzureichende kérperliche Bewegung und einem schlechten
Erndhrungszustand, sowie das Auftreten von neurodegenerative Erkrankungen etc.
spielen als externe Faktoren eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Sarkopenie
[Bauer et al., 2008; Volkert, 2009]. Vor allem bei dlteren Menschen tritt die Krankheit
multifaktoriell auf. Dies bedeutet, dass eine Vielzahl an Faktoren die Entstehung sowie
den Verlauf der Sarkopenie beeinflussen [Cruz-Jentoft et al., 2010]. Nur bei etwa 30 %
der Senioren wurde die Krankheit als alleinige Folge des Alterns diagnostiziert

[Kaeding, 2006].

Ab einem Alter von 50 Jahren beginnt sich die Muskelmasse jahrlich ungefdhr um
1-2 % zu verringern, ab dem 70. Lebensjahr verliert der menschliche Skeletmuskel bis
zu 3 % seiner Masse [Hohenstein et.al, 2011; Dirks und Leeuwenburgh, 2005] Da die

Anzahl der dlteren Personen weltweit stetig zunimmt, betrifft diese Krankheit eine



immer groRBer werdende Gruppe der Bevdlkerung. So leiden bereits in Osterreich rund
120.000 Pensionisten an Sarkopenie [Hohenstein et al., 2011]. Die Pravalenz der 60 —
70 Jahrigen liegt dabei bei 5 — 15 %. In der Altersgruppe der 80 - Jahrigen sind es schon
etwa 11 — 50 % [Cruz-Jentoft et al., 2010].

Der Verlust der Muskelkraft verursacht eine erhohte Anfilligkeit flr Stirze und
Frakturen. Fir viele altere Menschen bedeutet dies den Verlust ihrer unabhangigen
Lebensweise, eine enorme Einschrankung der Lebensqualitdt sowie ein gesteigertes
Mortalitatsrisiko [Hohenstein et al.,, 2011]. Die Entwicklung therapeutischer
MalBnahmen stellt deshalb ein wichtiges Ziel fir die Behandlung von Sarkopenie dar

[Volkert, 2009].

Eine besondere Bedeutung wird dem Krafttraining als medizinische Trainingstherapie
zugeschrieben [Hohenstein et al.,, 2011]. Dies kann prophylaktisch aber auch zur
Behandlung von Sarkopenie bei dlteren Menschen eingesetzt werden. Das progressive
Krafttraining sollte 2 —3 Mal wochentlich durchgefiihrt werden um einen weiteren
Abbau der Muskelmasse zu verhindern bzw. eine Steigerung der Muskelkraft zu

erzielen [Haehling et al., 2010].

Zusatzlich sollte bei alteren Menschen auch auf eine nahrstoffreiche Erndhrung
geachtet werden. Proteine vor allem aber essentielle Aminosdauren wie beispielsweise
Leucin spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Muskelmasse [Morley,
2012; Hohenstein et al.,, 2011]. Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen
einer ausreichenden Vitamin D - Aufnahme und dem Anstieg der Muskelmasse

festgestellt werden [Hohenstein et al., 2011].

2.1.2.3 Proteinbedarf bei kérperlicher Aktivitat

Eine ausreichende EiweiBRzufuhr ist sowohl fir die Muskelproteinsynthese (MPS) als
auch fur die Aufrechterhaltung der Muskelkraft essentiell [Wolfe et al., 2008]. Laut den
Empfehlungen der DACH-Referenzwerte soll die Proteinzufuhr bei gesunden alteren
Menschen 0,8 g pro kg Korpergewicht und Tag betragen. Dies entspricht den
allgemeinen Empfehlungen fir Erwachsene Uber 19 Jahre [DGE, 2013]. Neueren

Erkenntnissen zufolge sind diese Mengen jedoch nicht ausreichend um einen erhéhten



Verlust an Muskelmasse vorzubeugen [Wolfe et al., 2008]. Vor allem fiir Athleten oder
Personen die regelmalig ein Krafttraining absolvieren, sollte die Proteinzufuhr bei
mindestens 1,5-2 g /kg Korpergewicht pro Tag liegen [Sundell, 2011]. Zahlreiche
Studien belegen, dass ein erhohter Proteinbedarf im Alter einer negativen
Stickstoffbilanz entgegenwirkt. Aber auch andere physiologische Prozesse wie
Wundheilungen, Energiebalance usw. profitieren von einer erhéhten Proteinaufnahme

[Wolfe et al., 2008].

Die Verfligbarkeit von essentiellen Aminosauren (EAA) ist fir die MPS von grof3er
Bedeutung. Aktuelle Studien zeigen, dass die maximale Stimulation der
Muskelproteinsynthese durch die Aufnahme von 15 g EAA erzielt wird. Dies entspricht
einer Proteinzufuhr von 35 g pro Hauptmahlzeit (3 x taglich) wahrend eines Tages
[Wolfe et al., 2008]. Da eine Erndahrungsumstellung bei dlteren Menschen oft schwierig
ist, wird die Form einer oralen Supplementierung empfohlen. Die Anreicherung mit
hohen Mengen an Leucin konnte dabei nachweislich den Abbau an Muskelmasse am
effektivsten verhindern [Lechleitner, 2010]. Eine zusatzlich adaquate Versorgung mit
Kohlenhydraten ist notwendig um fiir eine optimale Glykogenspeicherung in den

Muskeln zu sorgen [Sundell, 2011].

2.1.3 Erndhrung im Alter

Die Erndhrung stellt einen wichtigen Indikator fir das Wohlbefinden und den
Gesundheitszustand bei Senioren dar. Aufgrund von diversen sozialen und
physiologischen Veranderungen erhoht sich das Risiko fiir Mangelerscheinungen in der
zweiten Lebenshalfte [Volkert et al., 2013; Lamy et al., 1999].

Durch altersabhangige Modifikationen kommt es zur Verminderung des
Grundumsatzes sowie zur Abnahme der korperlichen Aktivitdt [Ekmekcioglu, 2003].
Zusatzlich haben Krankheiten und in weitere Folge die Einnahme von Medikamenten
negative Auswirkungen auf den Erndhrungsstatus. So tragen viele Arzneimittel zum
Gewichtsverlust im Alter bei und beeinflussen die Absorption sowie den Metabolismus
von Nahrstoffen [Lamy et al., 1999]. Haufig auftretende Appetitlosigkeit wird des

Weiteren mit Kau und Schluckbeschwerden, Veranderungen der Mundflora, Probleme
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der Zahnprothesen und Beeintrachtigung der Geruchs- und Geschmacksnerven

assoziiert [Elmadfa und Leitzmann, 2004].

Obwohl der Energiebedarf im Alter reduziert ist, verandert sich der Bedarf an
essentiellen Nahrstoffen im Laufe des Lebens kaum. Daher gelten im Wesentlichen die
allgemeinen Empfehlungen fiir eine ausgewogene Erndhrung. Jedoch unter

Beriicksichtigung der korperlichen Veranderungen [Elmadfa und Leitzmann, 2004].

Empfehlung fiir 2 65 — Jahrige

Hauptndhrstoffe

Manner Frauen
Protein (g) 54 g 44 g
Energie (kcal) 2300 kcal/Tag 1800 kcal/Tag
Fett (% der Energie) 30% 30%
Ballaststoffe (g) 30g 30g
Wasser (ml) 1310 ml 1310 ml

Tabelle 2: Empfehlungen fir die Nahrstoffzufuhr pro Tag [D-A-C-H, 2012]

2.1.3.1 Auswirkung auf die Gesundheit

Eine unzureichende Nahrstoffzufuhr beeintrachtigt nicht nur den Gesundheitszustand,
sondern verzogert auch den Heilungsprozess bei vorliegenden Krankheiten. In
Osterreich stellt bei &lteren Menschen speziell die Versorgung mit fettléslichen
Vitaminen ein gewisses Problem dar. Vor allem Vitamin D wird von 95-97 % der
Senioren in unzureichenden Mengen aufgenommen. Weitere Defizite konnten in der

Vitamin A und Vitamin C Versorgung festgestellt werden [EImadfa et al., 2012].

Die Pravalenz der Mangelerndhrung verandert sich ebenfalls je nach Lebens- und
Gesundheitssituation mit zunehmendem Alter. Rund 14 % der in Privathdusern
lebenden Senioren sind von einer Mangelerndahrung betroffen. Nach einem
Krankenhausaufenthalt bzw. nach Einzug in ein Altersheim erhoht sich die Pravalenz
der Mangelerndhrten weiter auf 28 —42 % [Rasheed und Woods, 2013]. Die Folgen
sind schwerwiegend und wirken sich in Form eines Gewichtsverlustes mit Abnahme
der Muskelmasse aus. In weiterer Folge kommt es zur erhohten Sturzgefahr und zu

Einschrankungen der Selbststandigkeit [Volkert et al., 2013].
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Aber auch Ubergewicht ist eine ernstzunehmende Stoffwechselstérung, die bei rund
1/3 der Senioren in Osterreich auftritt [ElImadfa et al., 2012]. Das hohe Kérpergewicht
fihrt zu Einschrankungen in der Beweglichkeit und erhoht das Unfallrisiko. Des
Weiteren steht es im direkten Zusammenhang mit dem Auftreten von zahlreichen
Folgeerkrankungen  wie  beispielsweise = Diabetes,  Arteriosklerose,  Herz-

Kreislauferkrankungen und Depressionen [EImadfa und Leitzmann, 2004].

2.2 Mutationen und chromosomale Verdinderungen im Alter

Mit zunehmendem Alter treten strukturelle und funktionelle Verdanderungen im
menschlichen Kérper auf, wodurch die Homoostase beeintrachtigt und die Anfalligkeit
fur altersbedingte Erkrankungen erhoht wird. Ausgelost werden diese Effekte aufgrund
von genetischer - programmierter Prozesse bzw. durch exogene / endogene genetische
Modifikationen. Die Akkumulation von Zellschdaden (Anstieg von hochreaktiven
Radikalen) und Mutationen (Verminderung der DNA-Reparatur) spielen eine
wesentliche Rolle bei einer erhdhten Instabilitdt des Genoms [Bolognesi et al., 1999;

Orta und Gilnebakan, 2012].

Mutationen, welche entweder aus Koérperzellen oder Keimzellen entstehen, treten
meist spontan auf. Vor allem somatische Mutationen werden mit der Zellalterung
assoziiert. Um diesen Veranderungen entgegen zu wirken besitzen die menschlichen
Zellen verschiedene Mechanismen, welche fiir die Schadenserkennung und Reparatur
zustandig sind. Im Alter kommt es jedoch zu einer Abnahme der DNA-
Reparaturkapazitat, wodurch DNA-Schaden nur mehr ungeniigend oder fehlerhaft
wieder hergestellt werden koénnen. In weiterer Folge flihrt es zum Verlust der
Zellteilungskontrolle oder ein programmierter Zelltod (Apoptose) kann ausgelost

werden [Mutschler et al., 2007; Murken et al., 2006].

Freie Radikale, insbesondere die Form von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) haben
einen weiteren entscheidenden Einfluss auf den Alterungsprozess. Diese sind in der
Lage wichtige Zellstrukturen zu schadigen, wodurch es zum Auftreten von chemischen

Zelllasionen kommt [Mutschler et al., 2007].
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Abbildung 2: Ursachen von DNA-Schaden sowie deren Folgen [nach Fenech, 2003]

2.2.1 Mikrokerne in Assoziation mit Alter, Geschlecht und Lebensstil

Die vorhandene Instabilitdit des Genoms, welche auch als Chromosomenschadigung
bzw. als Chromosomenverlust bezeichnet werden kann, wurde als erste genetische
Veranderung mit dem Alter assoziiert [Bolognesi et al., 1999; Orta und Gilinebakan,
2012] und in weiterer Folge mit Hilfe der Mikrokern - Technik (CBMN-Assay) eruiert.
Die Mikrokerne stellen somit wichtige Biomarker fiir chromosomale Veranderungen

dar [Fenech und Bonassi, 2011].

Die Bildung von Mikrokernen konnte wie bereits erwdahnt mit dem Alter sowie dem
Geschlecht in Zusammenhang gebracht werden. Eine Vielzahl an Studien weltweit
belegen, dass die Anzahl von MNi in peripheren Blutlymphozyten (PBL) sowohl bei
Maénnern als auch bei Frauen im Laufe des Lebens kontinuierlich ansteigen. Wobei die
MNi-Frequenz in der weibliche Bevolkerung tendenziell héher liegt. Dieser Unterschied
lasst sich dadurch erklaren, dass der Verlust des X-Chromosoms gehdaufter auftritt im
Gegensatz zum Verlust des Y-Chromosoms und Frauen zwei Kopien des X-Chromosoms

besitzen [Fenech und Bonassi, 2011].

Aber auch eine Unterversorgung mit bestimmten Mikronahrstoffen, ein erhohter

Tabakkonsum sowie zahlreiche weitere Lebensstilfaktoren haben Einfluss auf die
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Entstehung von DNA-Schaden und in weitere Folge auf die Entwicklung von diversen

Erkrankungen [Fenech und Bonassi, 2011; Thomas et al., 2011].

In einer aktuellen bosnischen Studie wurden die bereits beschriebenen
Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und Lebensstil auf die Mikrokernfrequenz in
peripheren Blutlymphozyten analysiert. Insgesamt wurden 100 Personen im Alter
zwischen 16 —75 Jahren fir die Studie ausgewahlt. Die Ergebnisse bestatigen die
Zunahme der Mikrokernanzahl in Zweikernzellen wahrend des Alterungsprozesses.
Wahrend Frauen eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Alter und der
Anzahl an MNi aufwiesen, konnte bei Mannern ein signifikant positiver
Zusammenhang zwischen dem Alter und der Anzahl NBuds festgestellt werden. Des
Weiteren wurde die Entstehung von Mikrokernen beglinstigt, wenn in den Familien
eine Krebserkrankung vorlag. Auch die Anzahl an Zigaretten pro Tag bzw. die Anzahl an
Rauchjahren konnten mit einer erhohten Mikrokernfrequenz assoziiert werden. Dieser

Effekt konnte jedoch nur bei Mannern beobachtet werden [Nefic und Handzic, 2013].

2.2.2 Krankheiten

2.2.2.1 Krebs

Die Krebsentstehung basiert auf einem mehrstufigen Prozess, welcher sich aus den
Phasen der Initiation, Promotion und Progression zusammensetzt [ElImadfa, 2004]. Die
Krebsursache kann auf Erbgutveranderungen wie genomische Instabilitdt und / oder
defekte DNA —Reparaturenzyme zuriickgefiihrt werden. Ein stabiles Genom ist daher
essentiell fur die Aufrechterhaltung einer normalen Zellfunktion [El-Zein et al., 2011].
Ab dem 40. Lebensjahr kommt es zu einer gesteigerten Krebsinzidenz aufgrund einer
zunehmenden Akkumulation von DNA-Schiden [Cook et al., 2003; Murken et al.,

2006].

Zur Erfassung von genotoxischen Veranderungen in malignen Zellen kénnen nicht nur
Tumorgewebeproben zur Analyse heran gezogen werden, sondern auch periphere
Blutlymphozyten, da die Mikrokernanzahl direkt mit dem Auftreten von Krebs

korreliert [Jagetia et al., 2001].
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Bonassi et al. untersuchten in einer grof8 angelegten internationalen Kohortenstudie
den Zusammenhang zwischen der Mikrokernhaufigkeit und dem Krebsrisiko gesunder
Personen. Fir die Studie wurden 6718 Personen aus 10 verschiedenen Ldndern
ausgewahlt und im Zeitraum von 1980 — 2002 untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass
das Krebsrisiko bei Probanden mit einer mittleren oder erhéhten Mikrokernfrequenz
signifikant hoher ist. Am Haufigsten wurden Kolon-, Rectum-, Magen- Lungen-,

Brustkrebs diagnostiziert [Bonassi et al., 2007].

Des Weiteren konnte eine unzureichende Nahrstoffzufuhr mit einer Krebsentstehung
und in Folge dessen mit einer gehauften Mikrokernfrequenz assoziiert werden. Vor
allem antikanzerogen wirkende Vitamine wie Folsaure, Calcium, Vitamin E und Niacin
kénnen in zu geringen Mengen die Entwicklung von Chromosomenschaden

beeinflussen [Bonassi et al., 2007].

2.2.2.2 Neurodegenerative Erkrankungen

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung nimmt die Anzahl an neurodegenerativen
Krankheiten wie Morbus Alzheimer (AD) und Morbus Parkinson (PD) bei alteren
Menschen stetig zu [Rodrigues et al, 2013]. Bei diesen bislang unheilbaren
Erkrankungen kommt es zu langsam auftretenden Storungen des zentralen
Nervensystems, die durch den fortschreitenden Verlust von Nervenzellen
gekennzeichnet sind. Des Weiteren fiihrt es zur Beeintrachtigung der Motorik sowie
des Gedachtnisses [Rahmen, 2007]. Als mogliche Ursache von neurodegenerativen
Krankheiten wird eine Kombination aus genetischen Veranlagungen sowie Stérungen

im Proteinstoffwechsel bzw. beim Proteinabbau genannt [Cuny, 2012].

Um neurodegenerative Krankheiten in einem moglichst friihen Stadium zu erkennen,
ist die Erforschung eines verldsslichen Biomarkers von groRer Bedeutung. Im Jahr 1997
wurde erstmals der CBMN-Assay zur Untersuchung von chromosomalen Schaden bei
Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen angewendet. Eine erhohte
Mikrokernhaufigkeit konnte vor allem bei AD-Patienten festgestellt werden. Weitere
Studien bestdtigen das gehdufte Auftreten von Mikrokernen in peripheren

Blutlymphozyten bei Patienten mit AD sowie PD, jedoch ist die Bildung der MNi
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zwischen den Krankheiten unterschiedlich. Bei Parkinson — Patienten erfolgt die
Entstehung von  Mikrokernen aufgrund von Chromosomenbriichen, die
moglicherweise durch oxidativen Stress ausgelost wurden.
Chromosomenmalsegregation ist wiederum der Ausléser fir die gesteigerte

Mikrokernhaufigkeit bei Personen mit Alzheimer [Migliore et al., 2011].

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen dem Folat-Metabolismus und
Alzheimer beobachtet werden. Viele Studien zeigen, dass AD-Patienten an einem Folat
sowie Vitamin B12 — Mangel leiden [Migliore et al., 2011]. Folsdure stellt einen
essentiellen Co-Faktor bei der Synthese von Purinen und Pyrimidinen dar [Elmadfa,
2004]. Ist dieser Stoffwechsel gestort, erhdht sich das Risiko fiir Chromosomenschaden
(siehe Punkt 2.4.1.) [Fenech, 2010]. Des Weiteren ist ein Mangel an Folsdure mit einem
erhohten Homocysteinspiegel assoziiert. Diese Faktoren werden ebenfalls mit einer

gesteigerten MNi- Haufigkeit in Verbindung gebracht [Migliore et al., 2011].

2.2.2.3 Kardiovaskulare Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) stellen die Haupttodesursache in den westlichen
Landern dar. Zahlreiche lebensstilabhidngige Faktoren sowie pathologische Prozesse
wie beispielsweise chronische Entziindungen, oxidativer Stress und genomische
Instabilitat beglinstigen die Entstehung von koronaren Erkrankungen [Shulka et al.,

2010; Andreassi et al., 2011].

Atherosklerose ist dabei die am haufigsten resultierende Ursache peripherer
Durchblutungsstérungen. Aufgrund von chronischen Entziindungsreaktionen kommt es
zur Ansammlung von atherosklerotischem Plaque an den GefaBwanden. Des Weiteren
wird die Entwicklung von Lasionen an den GefalRen mit der Wirkung von reaktiven

Sauerstoffspezies assoziiert [Mahmoudi et al., 2006; Botto et al., 2001].

Die chromosomalen Verdanderungen bzw. das Auftreten von DNA-Schaden wahrend
des Krankheitsverlaufes konnte unter anderem mit der Mikrokernhaufigkeit als Marker
festgestellt werden. Langzeitstudien bestatigen die signifikante Korrelation zwischen
einer erhohten Mikrokernfrequenz und dem Auftreten bzw. der Schwere von

koronaren Herzerkrankungen [Andreassi et al., 2011].
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2.2.2.4 Diabetes Mellitus

In den letzten Jahrzehnten konnte ein deutlicher Anstieg an Diabetes-Erkrankungen
beobachtet werden. Ca. 90 % der Betroffenen leiden an Diabetes Mellitus Typ Il. Die
Entwicklung der Krankheit resultiert vorwiegend aus einem ungesunden Lebensstil mit
wenig korperlicher Aktivitat und schlechter Erndhrung [WHO, 2013]. Des Weiteren
wird es mit zahlreichen Folgeerkrankungen wie Atherosklerose, Nierenerkrankungen,

Blindheit etc. assoziiert [Zuniga-Gonzalez et al., 2007]

Die Akkumulation von Oxidationsprodukten, welche zu Schaden Makromolekilen
Proteinen, Lipiden und der DNA fiihren, begiinstigt die Entstehung von Diabetes
[Blasiak et al., 2004]. Zusatzlich erhoht sich das Potential fiir teratogene und
kanzerogene Komplikationen [Zuniga-Gonzalez et al., 2007]. Des Weiteren konnte bei
Diabetikern eine verminderte antioxidative Abwehrkapazitat, eine reduzierte Aktivitat
an Glutathion - Peroxidase, Katalase und Superoxiddismutase festgestellt werden
[Blasiak et al., 2004]. Zahlreiche evidenzbasierte Studien zeigen, dass
Chromosomenschaden gehadufter in Diabetes Typ II-Patienten auftreten als bei

Diabetikern des Typ | [Andreassi et al., 2011].

2.3  Einfluss der Erndhrung auf Chromosomenschdden

Eine adaquate Nahrstoffversorgung spielt eine wesentliche Rolle fir die
Aufrechterhaltung eines stabilen Genoms [Ames, 2006]. Die Auswahl, die Menge
bestimmter Lebensmittel sowie die Aufnahme von Supplementen haben einen
bedeutenden Einfluss auf die zelluldre Konzentration von Mikronahrstoffen welche als
Co - Faktor fiir die DNA - Synthese bzw. fiir DNA - Reparaturen gebraucht werden. Des
Weiteren sind Enzyme und Proteine an diesem Prozess sowie an der
Chromosomensegregation beteiligt. Vitamine und Mineralstoffe werden dabei in Form
eines Substrats, als Co-Faktor oder als Bestandteil eines Enzyms benétigt [Fenech und

Bonassi, 2011].

Sowohl! ein Mikronihrstoffmangel als auch ein Uberangebot an Nihrstoffen kdnnen
eine Schadigung der DNA verursachen. Aber auch Interaktionen zwischen mehreren

Nahrstoffen bzw. zwischen N&hrstoffen und Genen haben Einfluss auf die
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Genomstabilitat in Abhangigkeit des individuellen Erbgutes [Fenech, 2010a; Thomas et
al., 2011].

Die Ergebnisse einer randomisierten Studie bestdtigen, dass mindestens neun
Mikronahrstoffe (Vitamin E, Retinol, Folat, Niacin, Riboflavin, Pantothensdure, B-
Carotin und Biotin) und ein Mineralstoff (Calcium) das Genom beeinflussen. Wahrend
dieser 12 — monatigen Studie wurde bei 190 Personen, welche ein durchschnittliches
Alter von 47,8 Jahren aufwiesen, das Erndhrungsverhalten mittels Food Frequency
Questionnaire (FFQ) bestimmt. Zusatzlich wurde die Schadigung des Genoms in
peripheren Blutlymphozyten mit Hilfe des CBMN - Assay untersucht. Der MNi- Index
wurde gewadhlt, da dieser ein ausgezeichneter und sensibler Biomarker fir die
Identifizierung erndahrungsbedingter Faktoren in Zusammenhang mit dem Auftreten
von genomischen Instabilitaten darstellt. Eine erhdhte Aufnahme der Mikronahrstoffe
Vitamin E, Retinol, Folat, Niacin, B-Carotin und Calcium zeigten im Gegensatz zu einer
geringen Aufnahme eine signifikante Senkung der Mikrokern-Frequenz. Eine erhéhte
Menge an Riboflavin, Pantothensdure und Biotin sorgten hingegen flir eine gesteigerte

Instabilitat des Genoms [Fenech et al., 2005; Fenech und Bonassi, 2011].

Des Weitern konnte in einigen Studien eine unzureichende Mikrondhrstoffversorgung
mit schwerwiegenden Krankheiten wie beispielsweise Krebs, neurodegenerativen und
kardiovaskuldren Erkrankung in Verbindung gebracht werden [Ames, 2006; Fenech,

2010a; Fenech 2003].

2.3.1 Folsédure und Vitamin B12
Den beiden Mikrondhrstoffen Folsdure und Vitamin B12 wird eine besondere

Bedeutung im DNA-Metabolismus zugeschrieben [Fenech, 2001].

Folsdure gehort zur Gruppe der essentiellen B - Vitamine und kommt natirlicherweise
in Brokkoli, diversen Kohlgewachsen, Hilsenfriichte, Nisse und Samen vor. Folat kann
in verschieden Formen wie Folsdure, Dihydrofolat und Formen des Tetrahydrofolats
auftreten [Dhillion et. al., 2011]. Des Weiteren wird Folsdure fiir die Synthese von
Deoxythmidinmonophosphat (dTMP) aus Deoxyuridinmonophosphat (dUMP) bendtigt.

Liegt ein Folsauremangel vor, kommt es zur Akkumulation von dUMP, wodurch statt
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Thymin vermehrt die Base Uracil in die DNA eingebaut wird. Diese Verdanderung deutet
darauf hin, dass eine Ubermaliige Uracil- Aufnahme in die DNA neben
Punktmutationen auch Einzel - und Doppelstrangbriiche, Chromosomenbriiche und die
Bildung von Mikrokernen verursachen kann [Fenech, 2001; Fenech 2010b, Thomas et

al., 2011].

Ein Mangel an Vitamin B12 zeigt dhnliche Auswirkungen auf [Thomas et al., 2011].
Vitamin B12 wird als Co - Faktor fiir die Synthese von Methionin bendtigt. Dabei
kommt es zur Umwandlung von Homocystein zu Methionin. Eine geringe Aufnahme
von Vitamin B12 und Folsdure fihrt sowohl unabhangig voneinander als auch
gemeinsam zur Entstehung von Chromosomenschaden. In vivo konnte eine Mikrokern-
Formation sowie eine erhohte Konzentration von Homocystein im menschlichen Blut
festgestellt werden [Dhillion et al.,, 2011]. Diese auftretenden Defekte stellen einen
Risikofaktor fiir Krebs und kardiovaskuldre Erkrankungen dar. Des Weiteren wird die

Entwicklung von neurologischen Stérungen und Anamien geférdert [Fenech, 2001].

Eine Reihe an Studien, welche die Aufnahme von Folsdure und Vitamin B12-
Konzentrationen in Zusammenhang mit Chromosomenschaden und einen erhdhten
Homocysteinspiegel untersuchten, bestatigen die bereits beschriebenen Auswirkungen

[Fenech, 1999].

2.3.2 Antioxidantien

Antioxidantien wirken als sogenannte Schutzstoffe, die im Koérper unerwiinschte
Oxidationen von verschiedenen Molekiilen wie reaktiven Sauerstoffverbindungen
verhindern [Watzl und Leitzmann, 2005]. Diese werden entweder im menschlichen
Korper selbst synthetisiert oder durch die taglich Nahrung in Form von Obst und
Gemise bzw. durch die Einnahme von Supplementen zugefiihrt [Siems, 2005; Dusinska
et al., 2003]. Zu den wichtigsten Nahrungsantioxidantien zdhlen Vitamin C,
Tocopherole, Carotinoide, Flavonoide und andere sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe

[Siems, 2005].

Ascorbinsdure ist ein wasserlosliches Vitamin, welches vor allem in Paprika,

Zitrusfriichten und Kartoffeln in hohen Mengen vorkommt [Elmadfa, 2004]. Des
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Weiteren weist Vitamin C sowohl eine antioxidatives als auch pro - oxidatives Potenzial
auf. Als Pro —Oxidans ist es an der Reduktion von DNA — gebundenen Anionen wie
Kupfer und Eisen beteiligt. Dadurch kénnen Hydroperoxide und in weiterer Folge die
Bildung von hochreaktiven Hydroxylradikalen reduziert werden. Die Interaktion dieser
Hydroxylradikale verursacht DNA - Einzel oder Doppelstrangbriiche sowie die

Entstehung von Mikrokernen [Thomas et al., 2011].

Die antioxidative Kapazitdt von Vitamin C beruht auf der geringen Reaktivitdt des
Semi - Hydroascorbat Radikals. Epidemiologische Evidenzen deutet darauf hin, dass
eine erhohte Zufuhr an Vitamin C-reichen Lebensmitteln das Risiko fir bestimmte

Krebserkrankungen um 50 % reduzieren kann [Thomas et al., 2011].

Auch der Einsatz von kombinierten Antioxidantien (Vitamin A, C und E) in Form eines
Supplementes dirfte vor allem in der alteren Bevélkerung eine wesentliche Rolle bei
der Minimierung von DNA — Schaden spielen. In einer doppel-blinden randomisierten
Studie erhielten 80 Probanden im Alter zwischen 45 - 70 Jahren taglich 4 Wochen lang,
eine Multivitaminkapsel. Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Verringerung an

oxidativen DNA — Schaden [Riberio et al., 2007].

2.4  Einfluss kérperlicher Aktivitéidt auf Mutationen und chromosomale
Verinderungen

Ein regelmaRig moderat durchgefiihrtes Training flihrt zur Adaption, wodurch
allgemeine bzw. spezifische Veranderungen im Funktionssystem sowie in diversen
Organen festgestellt werden. Dies zeigt sich beispielsweise in einem verbesserten
kardiovaskuldaren System, einer gesteigerten kognitiven Leistungsfahigkeit sowie in
einer Zunahme der Muskelmasse und der Muskelkraft [Radak, et al., 2002]. Akutes
intensives Training hingegen verursacht moglicherweise die Bildung von ROS und die
Induktion von oxidativen Stress [Reichold et al., 2009]. Ob es auch einen
Zusammenhang zwischen korperlicher Aktivitdt und dem Auftreten von Mutationen
und Chromosomenschaden gibt, konnte noch nicht vollstandig geklart werden. Bis

jetzt liegen einige wenige Studien diesbeziiglich vor [Reichold et. al, 2008].
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Die Entstehung von DNA — Schaden nach einem extrem erschépfenden Training konnte
in einer Studie von Schiffel et al. festgestellt werden. 6 Probanden im Alter zwischen
26 und 30 Jahren mussten nach einer 16 - miniitigen Aufwadrmphase 2 Sprints
zurlicklegen. Die Blutproben wurden mittels CBMN-Assay analysiert. Die Ergebnisse
zeigten, dass 24 bis 48 Stunden nach der korperlichen Belastung die
Mikrokernfrequenz signifikant anstieg. Diese Studie lasst vermuten, dass ein intensives

Training die Mutationsrate steigert [Schiffel et al., 1996].

Auch Hartmann et al. zeigten in einer Studie, dass ein korperlich anstrengendes
Training signifikante DNA — Schaden in weillen Blutkdrperchen verursacht. Vor dem
Rennen und 6 Stunden sowie 24 Stunden nach der kérperlichen Belastung bei dem die
3 Probanden (Durchschnittsalter von 30 Jahren) bis zur Erschopfung laufen mussten,
konnte eine erhohte DNA —Schadigung beobachtet werden. Entstanden sind diese
DNA — Defekte vermutlich aufgrund von oxidativem Stress [Hartmann et al, 1994].

Belegt wurde dieses Ergebnis mit der drauffolgenden Studie der Arbeitsgruppe, in der
Probanden zusatzlich 14 Tage vor Durchfliihrung der kérperlichen Anstrengung taglich
ein Vitamin E - Supplement (120 mg) einnahmen. In dieser Zeit kam es zu einer
deutlichen Steigerung der Vitamin E — Serumkonzentration. Des Weiteren konnte bei
einer Mehrheit der Probanden einer Reduktion von DNA —Schdaden nach einem
erschopfenden Ausdauerlauf erzielt werden [Hartmann et al., 1995]. Durch die
Freisetzung von endogenen und exogenen Antioxidantien schiitzt der Korper die
Makromolekiile vor einer Schadigung [Wagner et al., 2010]. Vitamin E wird vermehrt
im Muskel aufgenommen und hemmt die Lipidperoxidation nach einem akuten

intensiven Training [Hartmann et al., 1995].

Dass ein UbermaRiges Ausdauertraining (3,8 km Schwimmen, 180 km Radfahren und
42 Laufen) wiederum keine langfristigen DNA — Schaden bei gut trainierten Personen
verursacht, zeigte eine Studie an 20 Ironman-Athleten. Fir die Untersuchung wurden
Blutproben vor sowie 20 Minuten, 5 und 19 Tage nach dem Wettbewerb entnommen.
Ein Verzicht auf Mikronahrstoff —Supplemente 6 Wochen vor dem Rennen wurde

empfohlen um mogliche Interaktionen zu verhindern.
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Die Ergebnisse zeigten, dass bereits 20 Minuten nach dem Triathlon eine signifikante
Abnahme der Mikrokernfrequenz verzeichnet werden konnte. Bis zum 19. Tag nahm

die Anzahl an MNi weiter ab [Reichhold et al., 2008].
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3. Material und Methode

3.1 Studiendesign

Im Jahr 2011 wurde die Forschungsplattform ,Active Ageing” an der Universitdat Wien,
eine Kooperation der Fakultdt fir Lebenswissenschaften und dem Zentrum fir
Sportwissenschaften, gegriindet. Im Rahmen einer 18 - monatigen Studie untersucht
die Plattform die Auswirkungen von Erndahrung und Bewegung auf die Gesundheit, die
Mobilitdat und das Wohlbefinden von dlteren institutionalisierten Menschen in Wien. Es
handelte es sich dabei, um eine randomisierte, beobachte - blinde und kontrollierte
Interventionsstudie, die von der Ethikkommission der Stadt Wien genehmigt wurde.
Die Probanden wurden zufdllig und mit Zustimmung der Pensionisten in drei
Parallelgruppen eingeteilt.

Im Rahmen dieser Studie wurden viele verschiedene physiologische und biochemische
Parameter mit molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden analysiert. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es das Mikrokernvorkommen mit Hilfe der CBMN-Assay

Methode zu ermitteln.

3.1.1 Studienteilnehmerinnen

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte in finf ausgewahlten Hausern des
KWP (Kuratorium Wiener Pensionisten-Wohnh&user). Mittels Poster und
Informationsblattern wurde auf die Studie aufmerksam gemacht. Fir interessierte
Bewohner und dessen Angehérigen wurden zusatzlich Informationsveranstaltungen
zur Vorstellung der Studie abgehalten. Im Anschluss wurden die potentiellen

Probanden auf mogliche Ausschlusskriterien (siehe 3.2.2) untersucht.

Insgesamt wurden 105 Pensionisten im Alter von 65-98 Jahren fir die Studie
ausgewahlt, ca. 88 % davon sind weiblich. Im Laufe der Studie beendeten leider 43
Probanden ihre Mitarbeit friihzeitig. Griinde fiir das Ausscheiden waren Erkrankungen

wie beispielsweise Demenz, Knochenbriiche etc. oder Krankenhausaufenthalte.
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3.1.2 Ein und Ausschlusskriterien

Um an dieser Studie teilnehmen zu konnen, wurden bestimmte Auswahlkriterien
festgelegt und diese anschlieRend durch ein Arzteteam bestitigt. Die
Studienteilnehmer mussten ein Mindestalter von 65 + Jahren, sowie einen guten
geistigen und korperlichen Zustand aufweisen. Mit Hilfe eines ,Mini-Mental State-
Test” wurden die kognitiven Funktionen der Probanden Uberprift (> 23 Punkte). Um
die korperliche Leistungsfahigkeit zu erfassen, mussten die Studienteilnehmer in der
Lage sein, eine 10 m Strecke ohne Hilfsmittel zu bewaltigen. Des Weiteren wurde eine
sogenannte Short Physical Performance Battery (SPPB) durchgefiihrt. Dieser validierte
Test, bei dem die Probanden mindestens 4 Punkte erreichen mussten, gibt Hinweise

auf mogliche korperliche Beeintrachtigungen.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Personen, die an chronischen oder
schwerwiegenden kardiovaskularen Erkrankungen wie beispielsweise
Herzrhythmusstorungen, unbehandelte Hypertonie, instabile Angina pectoris etc.
litten. Weitere Ausschlussgriinde waren diabetische Retinopathie, manifeste
Osteoporose, die Einnahme von Antikoagulantia und Cortison-haltigen Medikamenten.
Ein regelmaRiges Krafttraining innerhalb der letzten 6 Monate vor Studienbeginn oder
eine geringe Teilnahmebereitschaft (< 70 %) an den festgelegten Trainingseinheiten

fuhrte ebenfalls zum Ausschluss.

3.1.3 Studienablauf

Die Studie wurde fir 1% Jahre angesetzt. In diesem Zeitraum wurden die Probanden
von einem interdisziplindren Expertenteam aus den Fachgebieten der
Erndhrungswissenschaften, Sportwissenschaften und Pharmakognosie beobachtet und
analysiert. Des Weiteren wurde ein spezielles zielgruppengerechtes Erndhrungs- und
Bewegungsprogramm entwickelt, um den Einfluss auf die Lebensqualitdt und den

korperlichen Zustand der Pensionisten zu untersuchen.

Eine Verdnderung des Lebensstils konnte einen positiven Nebeneffekt auf die

Schmerzlinderung und die Verminderung der Medikamenteneinnahme bewirken.
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Das Bewegungsprogramm setzt sich aus einer Kombination aus Kraft- und
Stabilitatstraining zusammen und wird individuell an die Probanden angepasst. Dabei
handelt es sich vorwiegend um Ubungen mit dem eigenen Kérpergewicht, die zwei Mal
wochentlich zu je 50 Minuten durchgefiihrt wurden.

Im ersten Studienhalbjahr wurde das Krafttraining von qualifizierten
Sportwissenschaftern geleitet. In weiterer Folge sollten die Probanden im zweiten

Halbjahr die Sporteinheiten teilweise selbstandig und im zweiten Jahr komplett

eigenstandig weiterfiihren.

N9

Abbildung 3: Studienteilnehmer beim Training [Privat, 2013]

Um eine Ernahrungsoptimierung zu erreichen bekommt eine Gruppe der
Studienteilnehmer zusatzlich ein spezielles Getrank verabreicht, um einen mdglichen
vorliegenden Nahrstoffmangel auszugleichen. Dies erfolgt in  Form eines
Supplementes, da in diesem Alter eine Erndahrungsumstellung schwierig

durchzusetzten ist.

Die Kontrollgruppe wird als kognitive Gruppe in dieser Studie gefiihrt, um den Faktor

der Sozialisierung auszuschlief3en.

25



3 Gruppen

Krafttraining

1.Halbjahr:
2x wtl. unterstiitzes Training

S —

\

2.Halbjahr:
1x wtl unterstitztes Training ,

1x wtl selbststandiges Training

2. Jahr:
2x wtl. selbststandiges Krafttraining

\ y,

Abbildung 4: Uberblick des Studienablaufs

Zu allen Untersuchungsterminen wurden funktionelle Tests der korperlichen Fahigkeit
sowie Krafttests durchgefiihrt. Des Weiteren wurden anthropometrische Daten wie
KorpergrolRe, Korpergewicht etc. erhoben. Mittels Fragebogen wurden die
Erndahrungsgewohnheiten, der Erndhrungsstatuts, die Alltagsaktivititen usw. der
Probanden festgestellt. Fir die Bestimmung der Laborparameter wurde den

Studienteilnehmern regelmaRig Blut abgenommen.

Die vorliegende Arbeit behandelt die Erhebungen des Untersuchungsintervalls T4 und

T5 (12 Monate bzw. 18 Monate nach Beginn der Studie).

Tl Ausgangswert

T2 nach 3 Monaten Intervention
T3 nach 6 Monaten Intervention
T4 nach 12 Monaten Intervention
T5 nach 18 Monaten Intervention

Tabelle 3: Codierung der Untersuchungstermine

26



Haus T1(n) T2 (n) T3 (n) T4 (n) T5 (n)

Atzgersdorf 17 14 14 10 8
Hohe Warte 21 21 18 16 15
Leopoldau 28 26 22 19 18
Mihlengrund 18 18 17 12 11
Trazerberg 13 10 9 8 4
Gesamt 97 89 80 65 56

Tabelle 4: Wohnhaduser und Anzahl der Studienteilnehmer zu den jeweiligen
Untersuchungsterminen

3.1.4 Ortder Studie — KWP

Die Studienteilnehmer leben in funf verschiedenen Hausern des Kuratoriums Wiener
Pensionistenheime. Das KWP ist ein gemeinnutzig geflihrter Fond, der durch die Stadt
Wien gefordert wird. Insgesamt besitzt die Organisation 31 Heime und ist somit die
groRte in Osterreich. Des Weiteren werden zurzeit rund 8500 Pensionisten betreut und
mit groBBen Freizeitangeboten wie beispielsweise Kegelclub, Gedachtnistraining usw.

unterhalten [KWP, 2013].

Hauser
Zum
Leben

Sral LW

Abbildung 5: Logo und Haus des KWP [KWP, 2013]

3.2 Trainingsintervention

Das Krafttraining wurde in Kleingruppen von maximal 15 Personen abgehalten. Die
Gesamtdauer einer Ubungseinheit betrug 50 Minuten und gliederte sich in drei
Abschnitte.

Begonnen wurde das Training mit einer 10 minutigen Aufwadrmphase in der
Koordinations- und Balancelibungen durchgefiihrt wurden. Der Hauptteil bestand aus
sechs bis acht Krafttrainingsiibungen zu jeweils zwei Satzen. Dabei trainierten die

Studienteilnehmer die Muskelgruppen der Beine, des Riickens, der Brust, der Schulter,
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der Arme und des Bauches. Die Ubungen sollten acht bis zehn Mal bei einer Intensitit
von 60— 80% des ,One Repitition Maximums“ (RM) wiederholt werden. Zum

Abschluss folgten zehnminutige Entspannungsiibungen.

Krafttraining

Aufwdrmen Hauptteil Schluss
Koordinations- Muskeltraining Enstpannungsiibungen
und Balancetraining mit Steigerung der
Intensita t
10 Minuten 30 Minuten 10 Minuten

Tabelle 5: Phasen des Krafttrainings

Die speziellen Trainingseinheiten wurden nach den Richtlinien des ACSM und der
dsterreichischen sportwissenschaftlichen Gesellschaft entwickelt. Die Ubungen
wurden so gewahlt, dass diese einfach und mit sehr wenigen Hilfsmitteln bewaltigt
werden konnten. Hauptsachlich wurde daher mit dem eigenen Korpergewicht oder

unter Verwendung von Stiihlen oder Therabandern trainiert.

3.3 Erndhrungsintervention

Die Studienteilnehmer der Ernahrungsintervention erhielten zusatzlich zum
korperlichen Training, das Supplement Nutricia FortiFit, welches speziell fir altere
Menschen entwickelt wurde um die Muskelproteinsynthese anzuregen. Dieses
Praparat wurde taglich als Trinkldsung zum Frihstick und nach jedem Training vom

Kichenpersonal der Wohnheime zubereitet und von den Teilnehmern eingenommen.

toine e % “%
+ =
2y

)
@ 75- 125mi
T
Abbildung 6: Verpackung und Anwendung von FortiFit [Nurticia FortiFit; 2010]
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Bei dem Produkt FortiFit handelt es sich um ein diatetisches Lebensmittel (ergdnzende

bilanzierte Diat), das zur Behandlung von Sarkopenie, dem altersbedingten Verlust von
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Muskelmasse, Muskelkraft und Muskelfunktionen eingesetzt wird. Es enthalt hohe
Konzentrationen an schnell verfliigbaren Aminosduren und Proteinen. Pro Portion
(40 g) sind 3 g Leucin und 10 g andere essentielle Aminosduren enthalten. Diese
Aminosauren kénnen vom Korper nicht selbst produziert werden und miissen somit
Uber die Nahrung aufgenommen werden. Zusatzlich enthalt das Produkt Vitamin D
(800 1U), welches den Aufbau der Muskelkraft und —funktion unterstitzt [Nutricia
FortiFit; 2010].

Zusammensetzung FortiFit / 150 ml
1 Portion

Energiedichte 1 kcal / ml

Energie 150 kcal

Broteinheiten 0,8 BE

Eiweil 20,7g/56 EN%

Molkenprotein 19,7 ¢

Leucin (total) 3g

Essentielle Aminosduren >10g

Kohlenhydrate 9,3g/25EN%

Fett 3,0g/18EN %

Ballaststoffe 1,2g/2EN%

Tabelle 6: Zusammensetzung des Nahrungsergdanzungsmittels FortiFit von Nurticia [Nutricia
FortiFit, 2010]

3.4 Kognitive Gruppe ( = Kontrollgruppe)
Die Kontrollgruppe wurde anstatt eines Krafttrainings zwei Mal wochentlich in ihren

kognitiven Fahigkeiten trainiert. Der urspriingliche Lebensstil der Probanden wurde

dabei beibehalten.

Das Gedichtnistraining setzte sich aus themenbezogenen Ubungen (z.B.
Wahrnehmung, Enkodierung und Dekodierung), Bewegungs-, Spiel- und
Entspannungsibungen zusammen. Damit wollte man die Verzerrung eines sozialen

Einflusses auf das Wohlbefinden in den Interventionsgruppen ausschlieen. Denn oft
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lasst sich ein Zusammenhang zwischen dem gesellschaftlichen Kontakt und dem

Wohlbefinden von dlteren Menschen feststellen.

3.5 CBMN-Assay — Die Methode

Der Cytokonesis-block micronucleus cytome assay besser bekannt als ,,CBMN-Assay”
bzw. ,Cytome” ist eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Messung von

DNA-Schaden, Zytostase und Zytotoxizitat [El-Zein et al., 2011; Fenech; 2007].

Bei dieser Methode werden Zellen in vitro zur Mitose stimuliert und die Zellteilung
mittels Cytochalasin B im Stadium der Zweikernzellen gestoppt. Nach diesem Vorgang
werden DNA-Schdaden in Form von Mikrokernen (MNi), nukleoplasmatische Briicken
(NPBs) und nuklear Buds (BUDs) / Kern-Kérperchen sichtbar. Zytostatische Effekte
werden anhand der Haufigkeit von Einkernzellen, Zweikernzellen und Mehrkernzellen
bestimmt. Die Zytotoxizitdt wird Uber das Verhiltnis von Apoptose zu Nekrose

ermittelt [Fenech, 2007].

In den letzten 17 Jahren hat sich der ,,CBMN-Assay” zu einer umfangreichen Methode
entwickelt, mit dem heute eine Vielzahl an verschiedenen Parametern bestimmt
werden kann [Fenech et al., 2002].

Die Durchfihrung sowie die Auswertung der Methode unterliegen einem
standardisierten Protokoll, welches im Rahmen des Internationalen Human
Micronucleus (HUMN) Projekt getestet wurde. Dieses weltweit koordinierte
Forschungsprojekt, welches im Jahr 1997 gegriindet wurde, befasste sich mit DNA-

Schaden und ihren Auswirkungen auf die Mikrokern-Frequenz [Fenech et al, 2011].

Erfolgreich angewendet wird diese Methode in unterschiedlichen Bereichen wie
Nutrigenomik und Pharmakogenomik sowie zur Messung der Gentoxizitdt und der

Strahlenempfindlichkeit von Geweben [Fenech, 2007]
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3.5.1 Parameter des CBMN-Assay

Bei Mikrokernen handelt es sich um Biomarker fir Bruchstiicke von Chromosomen
bzw. um Chromosomenverluste. [Fenech, 2007]. Diese entstehen in der Anaphase aus
azentrischen Chromosomenfragmenten oder aus ganzen Chromosomen wahrend der
Kernteilung [Fenech, 2006]. Sie zeigen somit ein Mal} der chromosomalen Schadigung
auf [Fenech, 2007]. Des Weiteren werden diese Anomalien mit Tumorzellen, sowie mit
Mikronahrstoffmangel assoziiert [Fenech et. al, 2011].

Das Vorkommen von Mikrokernen wird ausschlielRlich in Zweikernzellen gezahlt um
ungunstige Effekte von Zellteilungsabldaufen zu verhindern, da Mikrokerne bei einer

weiteren Zellteilung verloren gehen kdnnten [Fenech, 2007].

NPBs:

Nukleoplasmatische Briicken sind Biomarker fir Chromosomenwiedervereinigungen,
welche ebenfalls zur Bestimmung von DNA-Schaden herangezogen werden. Gebildet
werden diese in dizentrischen Chromosomen wahrend der Anaphase. Diese entstehen
entweder durch Fehlreparatur von DNA-Briichen, Telomer-Endfusionen oder durch

eine fehlerhafte Trennung der Schwesternchromatide [Fenech et. al, 2011].

NBUDs:

Nbuds haben sich in den letzten Jahrzehnten zu weiteren wichtigen Indikatoren von
Chromosomenschaden und Genamplifikationen entwickelt. Gebildet werden sie in der
S - Phase der Mitose. Dieser Prozess der Abschniirung wird auch noch als ,nuclear
budding” bezeichnet. Des Weiteren besitzen Nbuds eine groBe morphologische
Ahnlichkeit mit Mikrokernen mit der Ausnahme, dass sie Uber einen Stiel mit dem

Zellkern verbunden sind [Fenech, 2007].

Formen des Zelltodes:

Apoptose:

Unter einer Apoptose versteht man den sogenannten ,programmierten Zelltod”.
Dadurch kénnen geschadigte oder nicht mehr benétigte Zellen mittels spezifischer

Signale vom Organismus eliminiert werden. Ein Weg der Apoptoseinduktion ist
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beispielsweise die Aktivierung einer Kaskade von biochemischen Reaktionen
(Caspasen), welche den Zelltod einleitet. Durch die Einwirkung einer Caspase-
aktivierten DNAse kommt es zur Bildung von apoptotischen Korperchen mit

funktionierenden Zellorganellen [Mutschler et.al, 2007].

Nekrose:

Bei der Nekrose handelt es sich im Gegensatz zur Apoptose um einen pathologischen
Zelltod [Mutschler et.al; 2007], welcher aufgrund von ungiinstigen Anderungen im
Umfeld der Zelle auftritt [Nanji et al., 1997]. Hauptsachlich werden Nekrosen von
exogenen Faktoren wie beispielsweise Virusbefall, physikalische Schaden etc. ausgeldst
und treten im Zusammenhang mit Entzindungen auf [Loffler, 2008]. Dadurch
entstehen Lasionen in einer Zellmembran, die zu einer Degeneration von Zellinhalten

flhren. Die Zellorganellen sind somit nicht mehr funktionstiichtig [Nanji et al., 1997].

3.5.2 verwendete Chemikalien

Chemikalien Abkiirzung Hersteller Produktnummer
Cytochalasin B Sigma — Aldrich C6762 —5MG
Diff Quick Fix Medion Diagnostics 130833

Diff Quick 1 Medion Diagnostics 130834

Diff Quick 2 Medion Diagnostics 130835
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma — Aldrich D2650
Dulbeccos Phosphate PBS Sigma — Aldrich D8537
buffered saline steril

Entallan Merck UN1866
Fetal Bovine Serum Standard FBS Sigma — Aldrich A15-101
Quali

L-Glutamin steril Sigma — Aldrich M11-004
Phytohaemoglutinin Solution ~ PHA PAA J01-006
RPMI-1640 (without L- RPMI PAA E15-039
Glutamine) steril

Sodium —L — Pyruvat steril Sigma — Aldrich S11-003
Trypanblau 0,4 % Sigma — Aldrich T10282

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien mit Abkiirzung, Hersteller und Produktnummer
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3.5.3 verwendete technische Gerditen

Geratenamen
Cytospin 4

Countess automates
cell counter

Inkubator
Mikroskop

Wasserbad

Zentrifuge Megafuge 40

Zentrifuge

Tabelle 8: Verwendete Gerdte, Herstellername und Produktnummer

3.5.4 verwendete Materialien

Materialien

Countess cell counting chamber
slides

Deckglaser (24x15)
Falcon-Réhrchen (5 ml)
Filter

Heparin-Réhrchen (9 ml)
Leucosep - Réhrchen (12 ml)
Mikrozentrifugen-Réhrchen
(0,3 ml bzw. 0,6 ml)
Microscopeslides

sterile Spritzenvorsatzfilter
sterile Spritze (10 ml)
Shandon Filter Cards

Zentrifugen-Réhrchen (50 ml)

Zentrifugen-Rohrchen (15 ml)

Hersteller

Invitrogen

VWR
BD

Greiner Bio-one GmbH
Greiner Bio-one GmbH
Star Lab

VWR

VWR

BD

Thermo Electron
Coporation
VWR

VWR

Hersteller Produktnummer
Thermo Scientific CY53020806
Invitrogen C10283

Olympus 5H03660

GFL 354900
Thermoo Scientific 41091835

Produktnummer

C10227

ECN 631-1574

352054

163288

ECN 631-1551
7936938
309110
5991022

525-0309

Tabelle 9: Verwendete Materialien, Herstellernamen und Produktnummer
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3.5.5 Herstellung des Mediums
Menge: 30 ml RPMI

3,3 ml FBS

330 pl Sodium —L-Pyruvat

330 ul L-Glutamin
Zur Herstellung des Mediums werden die o.a. Chemikalien im Wasserbad auf rund
37° C erwarmt. Unter sterilen Bedingungen wird das RPMI mittels Spritze durch einen
Spritzenvorsatzfilter in ein 50 ml Zentrifugen-Réhrchen filtriert. Im Anschluss werden
FBS, Sodium —L-Pyruvat und L-Glutamin hinzugefiigt. Das Medium wird bis zum

Gebrauch im Kiihlschrank gelagert.

3.6 Durchfiihrung
In der Durchfiihrung des CBMN Assay wird nach dem Protokoll von Michael Fenech

vorgegangen.

G
G
G
G

Abbildung 7: CBMN-Assay- die Methode [modifiziert nach Fenech, 2007]

esterile Isolation
o Zellteilung soll ermoglicht werden

e Stimmulation der Zellteilung durch die Zugabe von
Phytohemagglutinin

enach 44h erfolgt die Zugabe
o Zellteilung im Stadium der Zweikernzelle wird gestoppt

enach 72h erfolgt die Zugabe

e Aufbringen der Zellsuspension in die Offnung fiir den Objekttrager
eFarben der Objekttrager

3.6.1 Lymphozytenisolation

Die Lymphozytenisolation findet innerhalb weniger Stunden nach der Blutabnahme
statt. Die Aufbereitung der Zellen erfolgt vorwiegend im Lamina Flow um ein steriles

Arbeiten zu ermdoglichen.

Zu Beginn wird das in Heparin-Réhrchen zu je 9 ml transportierte Vollblut, in zwei

Leucosept-Rohrchen (12 ml) mittels Pasteur-Pipette Uberfiihrt. Dies erfolgt pro
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Proband im Doppelansatz. Die Besonderheit der Leucosept-R6hrchen ist die pordse
Trennschreibe aus Polyethylen, die eine bessere Auftrennung der Blutbestandteile
wahrend des Zentrifugierens aufweist [Greiner Bio One, 2007]. AnschlieBend wird das
Vollblut bei 1000 rcf/g (2400 rpm) 15 Minuten bei 22 °C ohne brake zentrifugiert.
Dabei kommt es zu einer Isolation der Erythrozyten und Granulozyten vom Plasma und

PBMC’S (Pheripheral Blood Mononuclear Cell). Die Trennscheibe vermeidet dadurch

die Rekontamination der Blutbestandteile [Greiner Bio One, 2007].

Abbildung 8: ausgewadhlte Arbeitsschritte der Lymphozytenisolation [Greiner Bio One; 2007;
Privat, 2013]

von links nach rechts: Befiillung, Zentrifugation, Trennung des Vollblutes in a) Plasma b) PBMC's =
Interphase aus Lymphozyten c) Separationsmedium d) Trennscheibe e) Separtionsmedium f) Pellet aus
Erythrozyten und Granulozyten

Ab diesem Zeitpunkt werden die folgenden Schritte auf Eis durchgefiihrt. Mittels
Pasteur-Pipette wird die Lymphozytensuspension (weiBes Wolkchen) aus den
Leucospet-Réhrchen durch Kreisbewegungen in 15 ml Zentrifugen-Réhrchen
Uberfihrt. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass keine Erythrozyten und kein
Plasma aufgesaugt wird, da es sonst zu einer verfalschten Zellzahlmessung kommen
kann. Danach werden die Rohrchen mit 15 ml kalten PBS, welches als Puffer fir die
Zellen dient, aufgefullt, finf Mal Gber Kopf geschwenkt und fiir 15 Minuten bei 304 rcf
(1300 rpm), 4 °C mit brake zentrifugiert. Im Anschluss wird der dabei entstandene
Uberstand bis zu 0,5 ml abgesaugt, das Zellpellet unter Druck mit 1 ml PBS gel®st und
weitere 10 ml PBS hinzugefiligt. Die Suspension wird zum Vermengen erneut funf Mal
Uber Kopf geschwenkt. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 304 rcf
(1300 rpm), 4°C mit brake fiir 10 Minuten. Der Uberstand wird wieder abgesaugt und

das nun deutlich sichtbare Pellet mit 1 ml PBS resuspendiert.

35



Im nachsten Schritt wird der Doppelansatz der urspringlichen Proben fir die
Zellzahlbestimmung vereint. Dabei ist es wichtig, die Rohrchen gut zu schwenken, da

sich die Zellen sehr schnell absetzen kdnnen.

3.6.2 Zellzahlbestimmung mittels Countess

Fir die Zellzahlbestimmung werden 20 pl Zellsuspension mit 40 pl kaltem PBS in einem
Cup vermischt. Davon entnimmt man 10 pl der verdiinnten Suspension und vermengt
sie mit 10 pl Tyrpanblau. Im Anschluss wird diese Mischung in die sogenannten
»,Countess cell counting chamber slides” pipettiert. Mit Hilfe des Gerdtes ,Countess”
werden die Total-, Lebend- und Totzellzahlen sowie die Vitalitit- bestimmt. Dieser
Vorgang wird fiir jede vorhandene Probe wiederholt. Flir uns von Bedeutung sind die
lebenden Zellen pro ml und die Vitalitdit in Prozent, um die nachsten Schritte
durchfihren zu kénnen. Des Weiteren werden 100 ml bzw. 150 ml Suspension in Cups

fir das Comet-Team bereitgestellt.

Abbildung 9: verwendeten Materialien und Gerate zur Zellzahlbestimmung [Privat, 2013]
Von links nach rechts: Spritzen, Pipette, Countess cell chamber slide Verpackung bzw. in Gebrauch,
Trypanblau, Countess.

3.6.3 Inkubation

Die restliche Zellsuspension (ca. 2 ml) wird erneut fir 10 Minuten bei 22 °C, 304 rcf
(1300 rpm) zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand mittels Glaspipetten
abgesaugt und das Zellpellet mit 1880 ml bzw. 1830 ml Medium (37 °C), welches am
Beginn hergestellt wurde, geldst. Das hinzugefiigte Volumen des Mediums ist abhangig

davon, wie viel Suspension fir die Comet-Methode bendétigt wurde.

Fiir die Inkubation werden pro Proband Falcon-Réhrchen (5 ml) im Doppelansatz mit
Medium und Zellsuspension angesetzt. Die Menge lasst sich aus der jeweiligen

ermittelten Zellzahl bestimmen. Insgesamt wird ein Volumen von 750 pl mit einer

Konzentration von 1x10° Zellen/ml bendtigt. Im Anschluss wird aufgrund des
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Platzmangels im bendtigten technischen Gerat, im Abstand von 20 Minuten, 15 ul PHA
(37 °C) in jeweils drei Proben (im Doppelansatz) auf die Oberflache der Zellsuspension
pipettiert. Die restlichen Falcon-Réhrchen werden in der Zwischenzeit mit Alufolie
bedeckt, um sie vor moglichen Lichteinstrahlungen zu schiitzen. Wichtig bei diesem
Vorgang ist, dass der genaue Zeitpunkt der PHA-Zugabe notiert wird, da die
nachfolgenden Schritte genau 44 bzw. 72 Stunden spater erfolgen missen, um die
gewlinschten Ergebnisse zu erzielen.

Durch das hinzugefligte Enzym werden die Zellen in vitro zur Mitose angeregt. Dies

erfolgt im Inkubator fiir 44 Stunden bei 37 °C, unter 5 % CO, Luftgemisch.

3.6.4 Zugabe von Cytochalasin B (nach 44h)
Menge von Cytochalasin B: 1350 pl RPMI

150 i Cytochalasin B
Zur Herstellung des Cytochalasin B werden die Reagenzien im Wasserbad auf 37 °C
erwarmt. Danach werden 1350 pul RPMI mit 150 ul Cytochalasin B in einem 15 ml

Zentrifugen-Réhrchen vermengt.

10 Minuten bevor die Zugabe erfolgt werden die ersten Proben, dessen Zellsuspension
sich leicht gelblich gefdarbt hat, aus dem Inkubator geholt. Die gelbe Farbe ist ein
Merkmal dafiir, dass geniligend lebende Zellen vorhanden sind, die das hinzugefiigte
Medium verdauen konnten. Im Anschluss wird ein Uberstand von 56,2 pl mit Hilfe
einer Pipette entfernt. Durch das plinktliche Hinzufligen der gleichen Menge an
verdiinnten Cytochalasin B ( Konzentration = 60 pl/l ) wird die Zellteilung im Stadium
der Zweikernzellen unterbrochen. Dieser Vorgang wiederholt sich fiir alle weiteren
Proben. Durch diesen Schritt wird eine zweite Zellteilung verhindert, wodurch die MNi

moglicherweise verloren gehen kénnten.

Fiir die Proben erfolgt eine weitere Inkubationszeit von genau 28 Stunden.
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3.6.5 Zentrifugation im Cytopsin (nach 72h)
Nach insgesamt 72 Stunden ist die Inkubation abgeschlossen und die Zellsuspension
wird auf sogenannte ,,Mikroskope - Slides” aufgebracht. Ab diesem Zeitpunkt muss

nicht mehr steril gearbeitet werden.

Pro Proband werden 4 Objekttrager vorbereitet. Bei der Beschriftung der Slides sollte
drauf geachtet werden, dass nur der dafiir vorgesehene Bereich beriihrt wird, da es
gegebenenfalls zu verfalschten Ergebnissen kommen kann. Im Anschluss werden die
ersten 12 beschrifteten Objekttrager mittels Klammer, Filterpapier und Trichter in die

Zentrifuge eingespannt.

2 Falcon-Réhrchen pro
Proband

NN

w| | e

/
=)

Abbildung 10: Beschriftung der Objekttrager [modifiziert nach Fenech, 2000]

L |

Die Proben werden 10 Minuten bevor die vorgegeben Zeit abgelaufen ist, aus dem
Inkubator geholt. Die Zellsuspension weist dabei eine leicht rosa gefarbte Farbe auf.
Dies bedeutet, dass die Zellteilung erfolgreich gestoppt wurde. Danach werden 200 pl
vom Uberstand der Proben entfernt und 46 pl DMSO zum notierten Zeitpunkt mittels
Pipette hinzugefligt. Im Anschluss werden pro Falcon-Réhrchen 120 pl dieser Mischung
auf jeweils zwei Objekttrager pipettiert. Nach einer 5 minitigen Zentrifugation bei
600 rom folgt eine Trocknungszeit von 10 Minuten. Dabei ist es wichtig, die
vorgegebene Dauer einzuhalten, da es bei langerem Trocknen zu morphologischen

Veranderungen der Zellen kommt.

3.6.6 Fdirben
Fiir die Farbung werden 3 Wannen mit folgenden Losungen vorbereitet: Fixative, Diff
Quick 1 und Diff Quick 2. Nach dem die Objekttrager getrocknet sind, werden diese in

eine sogenannte , Farbehalterung” geschlichtet und fiir 10 Minuten in die Fixactive-
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Losung, um die Zellen am Silde zu fixieren, gestellt. Die Wanne wird dabei mit einem
Deckel verschlossen, um das Verdunsten des Alkohols zu verhindern. Im Anschluss
werden die Objekttrager zehn Mal in gleichmaBigem Abstand, in die Farbewanne mit
Diff Quick 1 (rote Farbe) und acht Mal in Diff Quick 2 (blaue Farbe) getaucht. Danach
werden die Objekttrager mit Leitungswasser und destillierten Wasser am Rand
abgespult und mit der Zellsuspension nach unten auf ein Papier zum Trocknen gelegt.
Die Farbung wird mittels Mikroskope kontrolliert, um festzustellen ob eine
Nachfarbung notwendig ist. Sind zu wenig Zellen vorhanden wird der gesamte Vorgang
ebenfalls wiederholt, allerdings wird anstelle von 120 ul Zellsuspension 200 pl in die

Offnung des Zentrifugen -Trichters fiir den Objekttrager pipettiert.

Um die Lymphozytensuspension haltbar zu machen werden zwei bis drei Tropfen

Entallan neben dem Spot auf die Objekttrager aufgebracht und mittels Deckglas

(24x15 mm) geschutzt. AnschlieBend erfolgt die Trocknung (iber Nacht.

Abbildung 11: verwendeten Materialien und Gerate zur Farbung [Privat, 2013]
Von links nach rechts: Objekttriger, Klammer, Filterpapier, Trichter, Cytopsin, Férbehalterun,
Fdrbemittel, Entallan

3.6.7 Auszihlen
Zum Auszahlen der Zellen wird ein Tropfen Immersionsdl auf den Spot des jeweiligen
Objekttragers gegeben. Mit Hilfe der 100 - fachen VergréBerung am Mikroskop wird

an der unteren linken Seite zu zdhlen begonnen.
>

Abbildung 12: Verwendete Materialen und Grate zum Mikroskopieren
Von links nach rechts: Mikroskop, gefdrbter Objektréger ,Auszdhlhilfe, Immersionsél [Privat, 2013]

Gezahlt werden Ein-, Zwei- und Mehrkernzellen, um sowohl DNA-Schiaden wie

beispielsweise Mikrokerne, Buds und Briicken, als auch Formen des Zelltods
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(Apoptosen, Nekrose) zu ermitteln. Dabei ist es wichtig, dass die Zellen ein intaktes

Zytoplasma sowie einen Zellkern mit korrekter Morphologie aufweisen.

Pro Proband werden 4 Objekttrager ausgewertet, welche jeweils bis 500
Zweikernzellen (BN) gezdhlt werden. Insgesamt werden somit 2000 BN pro

Studienteilnehmer ermittelt. Dies erfolgt nach folgenden Kriterien:

Auswertung pro Spot:

| Parameter bis 250 BN | | Parameter ab 250 BN |

eEinkernzellen eZweikernzelle
eZweikernzellen eZweikernzelle mit MNi
eMehrkernzellen eZweikernzelle mit NPs
eApoptose eZweikernzelle mit NBUDs
eNekrose

eZweikernzelle mit MNi
eZweikernzelle mit NPs
eZweikernzelle mit NBUDs

Tabelle 10: Auswertungskriterien pro Spot
3.6.7.1 Zahlkriterien nach M. Fenech
Um einen Effekt von Zytostatika sowie die Anzahl von mitotischen Zellteilungen zu
ermitteln wird die Haufigkeit von lebenden Ein-, Zwei- und Mehrkernzellen berechnet

[Fenech; 2007]. Dabei miissen die Zellen folgenden Kriterien entsprechen:

Einkernzellen und Mehrkernzellen:

Bei Ein und Mehrkernzellen handelt es sich um Lebendzellen mit ein oder mehreren
Kernen. Diese werden gezdhlt, wenn sie ein intaktes Zytoplasma sowie einen
vollstandigen Zellkern aufweisen. Die Farbintensitdt und die GroRRe der Zellen sollten

dhnlich sein [Fenech et al.; 2003].

=,

Abbildung 13: Einkernzelle un.d Mehrkernzelle [Privat, 2013]
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Zweikernzellen (BN):

Als Zweikernzellen wird eine lebende Zelle, mit zwei Zellkernen bezeichnet. Diese sind
durch ein einwandfreies abgegrenztes Zytoplasma und einer intakten Kernmembran
gekennzeichnet. Morphologisch sollten beide Kerne eine adhnliche GroRe, Farbe und
Farbintensitat aufweisen.

Die Zellkerne kénnen sich beriihren, eine Uberlappung der Kerne sollte allerdings nur
dann gezdhlt werden, wenn die Abgrenzung der Beiden gut sichtbar ist.

Des Weiteren ist es wichtig, dass die Grenze der zytoplasmatischen Membran intakt

und gut von umliegenden Zweikernzellen zu unterscheiden ist [Fenech; 2007].

Abbildung 14: Zweikernzelle [Privat, 2013]

Mikrokerne (MNi):

Morphologisch handelt es sich bei einem Mikrokern um einen Zellkern. Dieser ist
allerdings deutlich kleiner als ein normal identifizierter Nukleus in einer Zweikernzelle.
So liegt der Durchmesser der MNi zwischen 1/16 bzw. 1/3 des Durchmessers der

Hauptkerne oder 1/256 bzw. 1/9 von einem ganzen Hauptkern.

Ein weiterer Punkt auf den geachtet werden muss ist die Form. Ein MNi darf nur
gezahlt werden, wenn der Kern rund oder oval, nicht refractil und (lichtbrechend) gut

von den restlich gefarbten Partikeln zu unterscheiden ist.

Des Weiteren sind MNi nicht mit dem Hauptkern verknlipft oder verbunden, allerdings
diirfen sie sich beriihren. Eine nicht-sichtbare abgrenzende Uberlappung wird nicht

gezahlt, denn die Grenzen miissen deutlich zu erkennen sein.

Die Mikrokerne weisen eine &hnlich bzw. etwas stiarkere Farbintensitdt auf, im

Vergleich zu den Hauptkernen [Fenech; 2007].
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Nukleoplasmatische Briicken (NPBs):

Nukleoplasmatische Briicken sind als kontinuierliche Verbindungen zwischen den
Zellkernen der BNC charakterisiert. Die Breite einer NPB kann sehr unterschiedlich
sein, allerdings ist sie nicht breiter als % des Durchmessers der Zweikernzellen.

Des Weiteren weisen sie die gleiche Farbintensitat wie die Hauptkerne auf.

Da das Vorkommen von mehreren NPBs in einer Zweikernzelle selten auftritt, werden
die Briicken zu einer zusammengefasst und gezahlt.

Es besteht allerdings die Moglichkeit, dass sowohl Mikrokerne als auch eine NPB in
Zweikernzellen zu finden sind. Diese sind meist schwer zu identifizieren, wenn sich die
Kerne berihren und so kann die Zahlung der NPBs in BNCs beschrankt sein, die

deutlich voneinander getrennt sind [Fenech; 2007].

Abbildung 16: Nukleoplasmatische Briicke [Privat,2013]

Nuclear Buds (NBUDs)/ Kern-Kérperchen:

Nuclear Buds sogenannten , Kern-Kérperchen”, die iber Briicken mit dem Hauptkern
verbunden sind. Diese Verbindungen sind sehr diinn oder kaum schmaler als der
Durchmesser der NBUDs. Gelegentlich befinden sich NBUDs in einer Vakuole am
Kern.Des Weiteren weisen NBUD eine groRe Ahnlichkeit mit Mikrokernen auf. So
sollten diese anndhernd die gleiche Form und Farbintensitat wie MNi besitzen [Fenech;

2007].

—

Abbildung 17: Zweikernzelle mit Bud, Zweikernzelle mit Bud in Vakuole [Privat,2013]
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Apoptose:

Morphologisch zeichnet sich eine friilhe Phase der Apoptose durch eine Chromatin-
Kondensation innerhalb des Zellkerns aus. Des Weiteren weist es in der Zellmembran
einen intakten Kern und ein intaktes Zytoplasma auf.

In einer spaten Phase kommt es zu einer Kern-Fragmetierung, wodurch sich
sogenannte ,Kernkorperchen” bilden. Dabei ist sowohl die Membran als auch das
Zytoplasma intakt.

Ein weiterer Punkt auf den morphologisch zu achten ist, ist die Farbintensitat. Diese ist
im Kern, in den Kernfragmenten sowie im Zytoplasma starker gefarbt als in

lebensfahigen Zellen [Fenech; 2007].

A

Abbildung 18: Apoptose [Privat, 2013]

Nekrose:
In der friiheren Phase der Nekrose ist das Zytoplasma hell gefarbt und mit zahlreichen
Vakuolen versehen. Dieses Merkmal findet man auch manchmal im Zellkern. Des
Weiteren ist die Membran des Zytoplasmas beschadigt, der Zellkern jedoch meist
intakt. Zum teilweise bzw. vollstandigen Verlust des Zytoplasmas sowie zu einer
beschadigten Zellmembran, kommt es in der spaten Phase der Nekrose. Dabei ist die
Kernstruktur nur mehr teilweise intakt und auch die Kernmembran kann
moglicherweise undicht sein. Aufgrund der geringeren Farbintensitdt von Kern und
Zytoplasma lasst sich eine Nekrose leicht von Lebendzellen unterscheiden [Fenech;
2007].

..

Abbildung 19: Nekrose [Privat, 2013]
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3.6.7.2 Vereinbarte Punkte der Auszihlung
Aufgrund des groRen Studienteams wurde fir die Auswertung der CBMN-Methode
folgende u.a. Auszahlungspunkte vereinbart. Damit moéchte man ein einheitliches

Auswertungsschema verfolgen und die Fehlerquote minimieren.

= Es wird der mittlere Durchmesser der kurzen BNC-Seite gemessen. Im Zweifelsfall
wird der MNi gezahlt, wenn dieser etwas grofSer als die kurze Seite der BNC ist.

= Nicht gezahlt wird ein MNi, wenn dieser keine ovale Form besitzt, eine undichte
Punktierung aufweist oder heller als die vorhandenen Zellkerne sind.

= Der MNi sollte nicht mit einer Briicke zwischen zwei Kernen verwechselt werden.

=  Mehrere Buds in einer Zweikernzelle werden als ein NBUD gezahlt.

= Abschniirungen der NBUDs sind entweder durch eine sichtbare Briicke oder als
deutliche Knospe ohne Briicke zu erkennen (z.B. Bud in Vakuole)

» Eine Berihrung zwischen zwei Zellkernen wird nicht als Briicke identifiziert.

= Eine Apoptose mit hellem Zytoplasma wird nicht gezahlt.

= Die frilhe Phase der Apoptose sollte beachtet werden. Diese ist durch einen Kern
mit hellen Einschlissen (Vakuolen) und beginnender Auflésung gekennzeichnet.

= |st in der spaten Phase der Nekrose nur mehr das Zellkernmaterial zu erkennen,
wird diese nicht gezihlt.

= Besitzt die Nekrose ein hellblaues bis rosa Zytoplasma mit Einschliissen wird diese
gezahlt.

= |st es fraglich, ob es sich um eine Nekrose oder Apoptose handelt, dann wird die
vorliegende Zelle als Nekrose bezeichnet.

= |st der Unterschied zwischen einem NBUD und einem MN nicht eindeutig

erkennbar wird im Zweifelsfall immer ein MNi gezahlt.
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4. Ergebnisse

4.1 Statistische Datenerhebung
Die vorliegenden Studienergebnisse wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS

20.0. ausgewertet.

Da die Daten nicht normalverteilt sind, wurde zur Auswertung sowie zur Untersuchung
des Signifikanzniveaus nicht - parametrische Tests wie beispielsweise der Wilcoxon —
Test fir die Beurteilung herangezogen. Zur Bestimmung des Zusammenhangs wurde
die Korrelation nach Pearson verwendet. Fir alle Ergebnisse gilt ein Signifikanzniveau

von £0,05.

Die deskriptive Analyse der Daten lieferte Mittelwerte fir die Parameter Alter,
Gesamtzellzahl und genotoxischer GroRen. Zusatzlich wurden die
Mittelwertunterschiede jedes einzelnen Parameters zwischen den
Untersuchungszeitpunkten T1 und T4, T1 und T5, T4 und T5 in Abhangigkeit der
Interventionsgruppen (Training, Training & Erndhrung, Gedachtnistraining) und

Alterskategorien untersucht.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Ergebnissen der Interventionsgruppe
Training zum Zeitpunkt T4 sowie T5. Da nach sechs Monaten in der Training &
Erndhrungsgruppe das Supplement FortiFit abgesetzt wurde, werden die Daten dieser
Gruppe ebenfalls wie die der Gedachtnisgruppe, fir den Vergleich der
Studienergebnisse herangezogen. Die Ergebnisse entstanden in Zusammenarbeit mit
meiner Kollegin Evelyn Bacher, welche die Gedachtnisgruppe (= Kontrollgruppe)

genauer behandelt.

Die Analyse der Daten zu den Untersuchungszeitpunkten T2, T3 sowie teilweise von T4
wurden in den Diplomarbeiten bzw. Masterarbeiten meiner Kollegen Klemens Krejci,
Heidemarie Peherstorfer, Karin Geider, Birgit Koller und Ariane Cremer besprochen

und diskutiert.
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4.2 Ausgangswerte verglichen mit den Zeitpunkten T4 und T5
4.2.1 Gruppeneinteilung

Zum Startzeitpunkt T1 wurden Daten von insgesamt 99 Probanden analysiert und
ausgewertet. Die Studienteilnehmer waren zwischen 65 und 98 Jahren alt, wobei das
Durchschnittsalter bei rund 83 Jahren lag. Die zahlenmaRige Verteilung der Probanden
in die jeweiligen Interventionsgruppen bzw. Alterskategorien sind in der

nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.

Alters= . Interventionsgruppen

. Haufigkeit
kategorien Training Training &Erndhrung Gedachtnisgruppe
65-74 12 4 5 3
75-84 40 18 9 13
> 85 47 14 16 17
Gesamt 99 36 30 33

Tabelle 11: Verteilung der Probanden nach Interventions- und Altersgruppe zum Zeitpunkt T1

Gedachtnis=
gruppe

33% > 85
48%
° 40%
Training&
Ernahrung
30%
Abbildung 20: Prozentuelle Gruppenverteilung Abbildung 21: Prozentuelle Altersverteilung

4.2.2 Geschlechterverteilung

Von den 99 Daten der Probanden, die am Beginn der Studie fiir die Analyse
herangezogen wurden, sind lediglich 12 Probanden mannlich. Bis zum Zeitpunkt T4 hat
sich die Anzahl der Manner um die Halfte verringert, zum Zeitpunkt T5 waren es

schlieBlich nur mehr 5 mannliche Probanden. Diese geringe mannliche
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Studienbeteiligung spiegelt die prozentuelle Geschlechterverteilung in den

Pensionisten-Wohnheimen wieder.

Mogliche Griinde dafiir sind:
e hohere Lebenserwartung der Frauen
e Frauen haben ein héheres Krankheitsrisiko, dadurch steigt der Bedarf an Pflege
e Madnner werden oft von ihren Ehefrauen zu Hause betreut

e mangelnde Bereitschaft an der Studie teilzunehmen

120 +

100 -
12

80 -
Manner

H Frauen
40 -

Probandenanzahl

Zeitpunkt T1  Zeitpunkt T4  Zeitpunkt T5

Abbildung 22: Geschlechterverteilung zum Zeitpunkt T1, T4 und T5

4.2.3 Verdnderung der Probandenanzahl

Wahrend der 18 — monatigen Studie beendeten bis zum Zeitpunkt T5 von 99
Teilnehmern 43 Probanden ihre Mitarbeit. Diese hohe Ausfallsquote ldsst sich dadurch
begriinden, dass die Studienpopulation ausschlielllich aus adlteren Senioren bestand.
Mogliche Ursachen waren Krankheiten, Gebrechlichkeit, Todesfille, lange
Krankenhausaufenthalte aber auch unzureichende Motivation an den vorgegeben

Terminen zu erscheinen.

Zusatzlich konnten bis zum Untersuchungszeitpunkt T5 10 Proben aufgrund von
Materialschwierigkeiten nicht ausgewertet sowie berechnet werden. Zur Analyse
herangezogen wurden daher Daten von 63 Probanden zum Zeitpunkt T4 und 46
Studienergebnisse zum Zeitpunkt T5. In der nachfolgenden Abbildung wird der

Rickgang der Teilnehmeranzahl graphisch dargestellt.

47



120 -

100 4 96 Probanden
©
<
N 80 - 32
g 63 Probanden Gedachtnisgruppe

60 -
"% e 22 46 Probanden Train&Erndhrung
.g 40 - 12 H Training
- 21
o 12

0 i T T
Zeitpunkt T1 Zeitpunkt T4 Zeitpunkt T5

Tabelle 12: Verteilung der Probanden zum Zeitpunkt T1, T4 und T5

4.3 Auswertung der Trainingsgruppe zum Zeitpunkt T1, T4 und T5

Die Trainingsgruppe bestand zum Startzeitpunkt T1 aus 35 Probanden. Die Anzahl der
Teilnehmer verringert sich zum Zeitpunkt T4 auf 20 und erhohte sich zum letzten
Untersuchungszeitpunkt noch einmal auf 22 Studienteilnehmer.

4.3.1 Mikrokerne

Anzahl der
Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
BNCs mit Mikrokerne_T1 35 23,94 12,31
BNCs mit Mikrokerne_T4 20 19,83 12,13
BNCs mit Mikrokerne_T5 22 21,05 8,62
Mikrokerne — Gesamt_T1 35 28,11 15,23
Mikrokerne — Gesamt_T4 20 23,33 15,47
Mikrokerne — Gesamt_T5 22 23,96 10,05

Tabelle 13: Vorkommen von Zweikernzellen mit MNi und MNi-Total innerhalb der Trainingsgruppe

Betrachtet man die berechneten Mittelwerte der Zweikernzellen mit Mikrokernen
sowie die Anzahl an Mikrokernen-Total in der Trainingsgruppe so lasst sich eine
Verringerung vom Zeitpunkt T1 zu T4 sowie von T1 auf T5 feststellen. Diese Reduktion
weist sowohl bei den MNi als auch bei den MNi - Gesamt keine statistische Signifikanz
auf. Vom Untersuchungszeitpunkt T4 zu T5 konnte nur ein geringfligiger nicht
signifikanter Anstieg an MNi (p =0,276) und MNi- Gesamt (p =0,695) beobachtet

werden.
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4.3.1.1 Vergleich der Gruppe Training & Erndahrung sowie Gedachtnisgruppe
Vergleicht man die Daten der Trainingsgruppe sowohl mit der Interventionsgruppe

Training & Ernahrung als auch mit der Kontrollgruppe, lasst sich folgendes feststellen:

Zu Beginn der Untersuchungen (T1) wiesen die Studienteilnehmer in den jeweiligen
Gruppen eine dhnliche Mikrokernanzahl auf. Wahrend es in der Trainings- als auch in
der Training & Ernahrungsgruppe nach 12 Monaten zu einer nicht signifikanten
Reduktion an Mikrokernen kam, erhohte sich die Anzahl an MNi in der

Gedachtnisgruppe im gleichen Zeitraum signifikant (p = 0,016).

Zwischen dem Zeitpunkt T4 zu T5 stiegen die berechneten Mittelwerte der MNi in den
beiden Interventionsgruppen geringfligig nicht signifikant an. Im Gegensatz dazu
verringert sich dieser Parameter in der Gedachtnisgruppe zwischen T4 und T5

(p = 0,328).

In allen drei Gruppen konnte zwischen dem Untersuchungszeitpunkt T1 zu T5 eine

nicht signifikante Verminderung festgestellt werden.

BNCs mit MNi

40 -
[7) £ 3
O
2 35 - T [ |
m -
o 30 -
3
S 25 -
S 20 -
o
S 15
2 10 -
=
E -
(7]
g 0 1 T T T T T T T T 1
(2] T1 T4 T5 T1 T4 T5 T1 T4 T5

Training Training&Erndhrung Gedachntnisgruppe

Abbildung 23: Anzahl von BNCs mit MNi zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen

Vergleicht man die Anzahl an Mikrokerne-Total in den jeweiligen Gruppen so konnte
ein ahnlicher Trend beim Anstieg bzw. bei der Abnahme dieses Parameters beobachtet
werden. Wie bereits in der Trainingsgruppe beschrieben verminderte sich die Anzahl

an MNi-Total in der Interventionsgruppe Training & Erndhrung nicht signifikant
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zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 (p = 0,159) sowie zwischen T1 zu T5 (p = 0,694),
wahrend es zwischen T4 zu T5 (p =0,424) zu einer nicht signifikanten Erhéhung des

MNi - Total kam.

In der Gedachtnisgruppe konnte zwischen den Untersuchungszeitpunkten T1 zu T4
(p =0,051) ein Anstieg der totalen Anzahl an MNi und zwischen T1 zu T5 (p = 0,23) und

T4 zu T5 (p = 0,638) eine nicht signifikante Verminderung festgestellt werden.

Die berechneten Mittelwerte wiesen zu keinem Zeitpunkt in den verschieden Gruppen
eine statistische Signifikanz auf. In der nachfolgenden Tabelle werden die

Veranderungen dieses Parameters graphisch dargestellt.

MNi-Gesamt
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S Training Training&Erndhrung Gedachtnisgruppe

Abbildung 24: Anzahl von MNi-Total zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen

4.3.2 Nukleoplasmatische Briicken

Anzahl der
Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
NPBs_T1 35 1,13 1,14
NPBs_T4 20 0,16 0,25
NPBs_T5 22 0,14 0,35

Tabelle 14: Vorkommen von Zweikernzellen mit NPBs innerhalb der Trainingsgruppe

In der Trainingsgruppe zeigte die Anzahl an Zweikernzellen mit NPBs zwischen den
Untersuchungszeitpunkt T1 zu T4 (p =0,002) sowie T1 zu T5 (p=0,001) eine
signifikante Verringerung auf. Dieser Parameter reduzierte sich minimal von T4 zu T5

(p = 0,856), jedoch waren diese Werte in der Statistik nicht signifikant.
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4.3.2.1 Vergleich der Gruppe Training & Erndahrung sowie Gedachtnisgruppe
Vergleicht man diese Daten wiederum mit der Training & Ernahrungsgruppe und
Gedachtnisgruppe so konnte folgendes beobachtet werden:

Wahrend die Gedachtnisgruppe zu allen vorliegenden Untersuchungszeitpunkten eine
signifikante Verminderung aufwies, verringerte sich die Anzahl an BNCs mit NPBs in
der Training & Erndhrungsgruppe nur zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 (p =0,014)
sowie T1 und T5 (p = 0,004) signifikant. In der nachfolgenden Abbildung werden die

Veranderungen in der jeweiligen Gruppe zu den verschiedenen Zeitpunkten graphisch

dargestellt.
* BNCs mit NPBs *
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Abbildung 25: Anzahl von BNCs mit NPBs zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen

4.3.3 Nuclear Buds

Anzahl der
Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
NBuds_T1 35 3,56 2,75
NBuds_T4 20 1,90 1,19
NBuds_T5 22 0,87 1,48

Tabelle 15: Vorkommen von Zweikernzellen mit NBuds innerhalb der Trainingsgruppe

In der Trainingsgruppe verringerte sich die Anzahl an Zweikernzellen mit NBuds
zwischen den Zeitpunkten T1 zu T5 kontinuierlich. Eine statistische Signifikanz lag
sowohl zwischen den Untersuchungszeitpunkten T1 zu T4 (p = 0,006), zwischen T1 zu

T5 (p = 0,002) als auch zwischen T4 zu T5 (p = 0,014) vor.
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4.3.3.1 Vergleich der Gruppe Training & Erndhrung sowie Gedachtnisgruppe
Folgende Unterschiede lassen sich im Vergleich mit der Gruppe Training & Erndhrung
sowie der Kontrollgruppe im Zusammenhang mit NBuds ableiten:

In der Trainings- & Erndahrungsgruppe zeigte sich ebenfalls wie in der Trainingsgruppe
eine Reduktion an BNCs mit NBuds, jedoch waren diese nur zwischen dem ersten und
dem letzten Untersuchungszeitpunkt (p =0,003) signifikant. Die p-Werte lagen bei
0,095 zwischen T1 und T4 sowie bei 0,113 zwischen T4 und T5.

Obwohl die berechneten Mittelwerte in der Gedachtnisgruppe von Tl zu T4
(p=0,525), T1 zu T5 (p=0,35) und T4 zu T5 (p=0,373) kontinuierlich niedriger

wurden, konnte keine statistische Signifikanz dokumentiert werden.
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Abbildung 26: Anzahl von BNCs mit NBuds zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen

4.3.4 Apoptosen

Anzahl der
Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
Apoptosen_T1 35 0,83 0,64
Apoptosen_T4 20 0,22 0,17
Apoptosen_T5 22 0,05 0,07

Tabelle 16: Vorkommen von Apoptosen innerhalb der Trainingsgruppe

Betrachtet man das Vorkommen der Apoptosen in der Trainingsgruppe so ldsst sich

eine bestandige Abnahme wahrend der vorliegenden Untersuchungszeitpunkte
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dokumentieren. Die Verdanderung des Parameters ist sowohl zwischen den Zeitpunkt
T1 zu T4 (p=0,001), T1 zu T5 (p=0,000) sowie zwischen T4 zu T5 (p =0,001)
signifikant.

4.3.4.1 Vergleich der Gruppe Training & Erndahrung sowie Gedachtnisgruppe

Vergleicht man die Ergebnisse der Apoptosen mit der Gedachtnisgruppe so konnte in
beiden Gruppen eine signifikante Verringerung zu allen Zeitpunkten beobachtet
werden. In der kognitiven Gruppe lag der p-Wert bei 0,000 zwischen dem Zeitpunkt T1
zu T4, bei 0,004 zwischen T1 und T5 sowie bei 0,005 zwischen den

Untersuchungszeitpunkten T4 zu T5.

Aber auch in der Trainings & Erndhrungsgruppe war ein dhnlicher Trend festzustellen.
Zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 (p = 0,002), T1 zu T5 (p = 0,002) sowie T4 zu T5

(p =0,021) konnte eine signifikante Verminderung der Apoptosen bewiesen werden.
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Abbildung 27: Anzahl an Apoptosen zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen

4.3.5 Nekrosen

Anzahl der . .
Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
Nekrosen_T1 35 0,73 0,47
Nekrosen_T4 20 0,19 0,15
Nekrosen_T5 22 0,08 0,11

Tabelle 17: Vorkommen von Nekrosen innerhalb der Trainingsgruppe
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In der Trainingsgruppe kam es zwischen den Zeitpunkt T1 zu T4 (p = 0,000) zu einer
signifikanten Reduktion der Nekrosen. Dieser Verlauf konnte auch zwischen den
Zeitpunkten T1 zu T5 (p = 0,000) sowie zwischen T4 zu T5 (p = 0,016) beobachtet

werden.

4.3.5.1 Vergleich der Gruppe Training & Erndhrung sowie Gedachtnisgruppe

Vergleicht man die berechneten Mittelwerte der Nekrose mit den anderen beiden
Studiengruppen so konnte festgestellt werden, dass es in den Interventionsgruppen als
auch in der kognitiven Gruppe zu einer signifikanten Abnahme dieses Parameters

gekommen ist.

Die p-Werte lagen bei der Gedachtnisgruppe zwischen den Untersuchungszeitpunkten

T1 zu T4 bei p =0, zischen T2 zu T5 bei p = 0,006 und zwischen T4 zu T5 bei p = 0,028

In der Trainings & Erndhrungsgruppe lagen die p-Werte bei 0 zwischen dem
Untersuchungszeitpunkt T1 zu T4, bei 0,002 zwischen T1 zu T5 sowie bei 0,012

zwischen T4 zu T5.

Nekrosen
1,4 - *
‘ * *
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< ! | | |
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0,2 - 1
3 ] I I
z 0 = T T T T T T T T 1
T1 T4 T5 T1 T4 T5 T1 T4 T5
Training Training&Ernahrung Gedachtnisgruppe

Abbildung 28: Anzahl an Nekrosen zum Zeitpunkt T1, T4, T5 verglichen mit allen Studiengruppen
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4.4 Auswertung der Altersgruppen zum Zeitpunkt T1, T4 und T5

Die Daten, welche zur Analyse der Altersgruppen herangezogen wurden, beinhalten
sowohl die Trainings als auch die Trainings & Erndhrungsgruppe. Die Gedachtnisgruppe
wurde in dieser statistischen Auswertung nicht miteinbezogen um eine Verfdlschung in
den Interventionsgruppen auszuschlieen. Die Daten der Gedachtnisgruppe in

Abhangigkeit der Alterskategorien wurden separat ausgewertet.

Die Altersgruppen wurden aufgrund der geringen Manneranzahl von den weiblichen
Studienteilnehmern bestimmt. Die Verteilung der Altersgruppen zum jeweiligen

Untersuchungszeitpunkt ist im folgenden Balkendiagramm dargestellt.

50 +
45 -
40 -
35 4 39

47

30 - m 65 - 74 Jihrigen

25 -
o 261 28 = 75-84 J3hrigen

i 21 > 85 Jihrige
15 -

Probandenanzahl

10 -

Zeitpunkt T1 Zeitpunkt T4 Zeitpunkt T5

Abbildung 29: Verteilung der Alterskategorien zum Untersuchungszeitpunkt T1, T4 und T5

Durch die Einteilung in 3 Alterskategorien konnte festgestellt werden, dass die Gruppe
der > 85 Jahrigen die Studie dominierten. Dies lasst sich dadurch erkldaren, dass das
durchschnittliche Eintrittsalter in Wohn - bzw. Pflegeheimen bei ca. 82 Jahren liegt
[BMASK, 2009]. In der Altersgruppe der 65— 74 Jahrigen zeigte sich trotz geringer
Teilnehmerzahl die konstanteste Beteiligung. Die groRte Ausfallsquote lag in der
Alterskategorie der > 85-Jahrigen. Begriinden ldsst sich dies dadurch, dass mit

zunehmendem Alter die Anfélligkeit flir Stlirze und Krankheiten deutlich erhéht ist.
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4.4.1 Mikrokernhdufigkeit
4.4.1.1 Altersgruppe 65-74

Anzahl der Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
BNCs mit Mikrokerne_T1 10 22,60 11,18
Mikrokerne — Gesamt_T1 10 25,90 12,20
BNCs mit Mikrokerne_T4 9 18,97 7,00
Mikrokerne — Gesamt_T4 9 21,54 7,79
BNCs mit Mikrokerne_T5 8 24,00 2,76
Mikrokerne — Gesamt_T5 8 26,92 3,17

Tabelle 18: Ubersicht der MNi und MNi-Total in der Altersgruppe 65 — 74 zum Zeitpunkt T1, T4, TS

In der Altersgruppe der 65 —74 jahrigen Probanden konnte eine Verringerung der
Mikrokernanzahl sowie der Anzahl an totalen Mikrokernen in den Zweikernzellen zum
Zeitpunkt T1 zu T4 festgestellt werden. Zu einer Erh6hung kam es zwischen den
Untersuchungszeitpunkten T4 zu T5 sowie von Tl zu T5. Die berechneten Werte

zeigten jedoch zu keinem Zeitpunkt eine statistische Signifikanz.

45 -
40 - BNCs mit MNi MNi-Gesamt

35 4
30 +

25 4 I
20

15 -
10 -

MNi pro 1000 BNCs

0 I T T T T T T 1
MNi T1 MNi T4 MNi T5 MNi-Total MNi- Total MNi-Total
T1 T4 T5

Abbildung 30: Vergleich von BNCs mit MNi und MNi-Gesamt in der Altersgruppe 65— 74 zum Zeitpunkt
T1,T4,T5
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4.4.1.2 Altersgruppe 75 - 84

BNCs mit Mikrokerne_T1 39
Mikrokerne — Gesamt_T1 39
BNCs mit Mikrokerne_T4 26
Mikrokerne — Gesamt _T4 26
BNCs mit Mikrokerne_T5 21
Mikrokerne — Gesamt_T5 21

23,53
27,89
20,49
24,18
20,44
23,92

11,54
13,96
11,07
13,86
9,74
11,86

Tabelle 19: Ubersicht der MNi und MNi-Gesamt in der Altersgruppe 75 — 84 zum Zeitpunkt T1,

T4, T5

Die Mittelwerte der Mikrokerne verringerten sich in der Altersgruppe der 75 -84

Jahrigen bis zur Jahresuntersuchung (p = 0,778), stiegen dagegen bis zum Zeitpunkt T5

wieder minimal an (p = 0,925) Die Anzahl an Mikrokernen-Total reduzierte sich

innerhalb aller Untersuchungszeitpunkten. Diese Daten waren jedoch nicht signifikant.

45
40
35
30
25
20
15
10

MNI pro 1000 BNCs

7 BNCs mit MNi

MNi T1 MNi T4 MNi T5

T8

MNi-Gesamt

MNi-Total T1 MNi-Total T4 MNi-Total T5

Abbildung 31: Vergleich von BNCs mit MNi und MNi-Gesamt in der Altersgruppe 75 — 84 zum Zeitpunkt

T1, T4, T5

4.4.1.3 Altersgruppe > 85

BNCs mit Mikrokerne_T1 47
Mikrokerne — Gesamt_T1 47
BNCs mit Mikrokerne_T4 28

21,83
26,11
22,80

11,84
15,55
11,23
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Mikrokerne — Gesamt_T4 28 26,29 12,99
BNCs mit Mikrokerne_T5 17 19,98 5,33
Mikrokerne — Gesamt_T5 17 22,32 6,58

Tabelle 20: Ubersicht der MNi und MNi-Gesamt in der Altersgruppe > 85 zum Zeitpunkt T1, T4, T5

Auch in der Altersgruppe der >85 jahrigen Studienteilnehmer konnten keine
statistischen signifikanten Veranderungen der MNi sowie MNi- Gesamt festgestellt

werden.

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

BNCs mit MNi _ MNi-Gesamt

MNi pro 1000 BNCs

0 — T T T T T T 1
MNi T1 MNi T4 MNi T5 MNi-Total T1 MNi-Total T4 MNi-Total T5

Abbildung 32: Vergleich von BNCs mit MNi und MNi-Gesamt in der Altersgruppe > 85 zum Zeitpunkt T1,
T4, TS

4.4.1.4 Vergleich Interventions- und Kontrollgruppe

Zum statistischen Vergleich der Interventions- und Kontrollgruppe konnten nur Daten
aus den Alterskategorien der 75—-84 und > 85 jahrigen Probanden herangezogen
werden. Im Laufe der Studie reduzierte sich die Teilnehmerzahl der 65 — 74 Jahrigen in
der Gedachtnisgruppe auf 2 Probanden, weshalb diese nicht mehr zur Analyse

verwendet wurden.

In der Altersgruppe der 75-84 jahrigen Teilnehmer zeigte sich in der
Interventionsgruppe wie bereits erwahnt vom Untersuchungszeitpunkt T1 zu T4 sowie
von T1 auf T5 eine Verringerung der Mikrokernanzahl. Vom Zeitpunkt T4 zu T5 kam es
zu einer minimalen Erhohung. In der Gedachtnisgruppe konnte eine kontinuierliche
Reduktion zu allen Untersuchungszeitpunkten festgestellt werden. Die Daten beider

Gruppen wiesen jedoch zu keinem Zeitpunkt eine statistische Signifikanz auf.
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In der Altersgruppe der > 85 Jahrigen kam es in der Interventions- sowie

Kontrollgruppe zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 zu einer nicht signifikanten

Erhéhung an BNCs mit MNi. Zu den Untersuchungszeitpunkten T1 zu T5 sowie T4 zu
konnte eine Verringerung der Anzahl an MNi beobachtet werden. Diese Reduktion

waren jedoch nicht signifikant.

15

en

40 ~
35 A
30 A
25
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BNCs mit MNi
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(T1) (T4) (T5) (T1) (T4) (T5) (T1) (T4) (T5) (T1) (T4) (T5)

Interventionsgruppe  Kontrollgruppe Interventionsgruppe  Kontrollgruppe

BNCS mit MNi pro 1000 BNCs

Abbildung 33: Vergleich der Anzahl an BNCs mit MNi zum Zeitpunkt T1,T4,T5 in Abhangigkeit der
Alterskategorien sowie der Studiengruppen

Bei der Anzahl an MNi-Total lasst sich ein dhnlicher Trend in den jeweiligen

Alterskategorien und Studiengruppen erkennen. Die ausgewerteten Daten zeigten

ebenfalls zu keinem Untersuchungszeitpunkt einen signifikanten Unterschied auf.

MNi-Gesamt
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Interventionsgruppe
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>85 >84 >84
(T1) (T4) (T5)
Interventionsgruppe

>85 >84 >84
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Abbildung 34: Vergleich der Anzahl an MNi-Gesamt zum Zeitpunkt T1,T4,T5 in Abhdngigkeit
der Alterskategorien sowie der Studiengruppen
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4.4.2 Nukleoplasmatische Briicken und Nuclear Buds

4.4.2.1 Altersgruppe 65-74

Anzahl der Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
Bridges_T1 10 0,70 0,89
Buds_T1 10 2,20 1,99
Bridges_T4 9 0,13 0,27
Buds_T4 9 2,20 1,46
Bridges_T5 8 0,13 0,35
Buds_T5 8 0,94 1,61

Tabelle 21: Ubersicht der NPBs und NBuds in der Altersgruppe 65 — 74 zum Zeitpunkt T1, T4, T5

Betrachtet man das Vorkommen von BNCs mit NPBs in der Altersgruppe der 65 —74
jahrigen Studienteilnehmer so konnten keine signifikanten Verdanderungen zu den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten beobachtet werden, was vor allem an der hohen
Standardabweichung zum Zeitpunkt T1 liegen durfte.

Die Anzahl der Zweikernzellen mit NBuds reduzierte sich nur vom Zeitpunkt T1 zu T5
(p = 0,027) signifikant. Die berechneten Mittelpunkte wiesen zu allen Zeitpunkten eine

sehr hohe Standardabweichung auf.

L8 7 BNCs mit Bridges BNCs mit Buds
1,6 1 o
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Zeitpunkt Zeitpunkt Zeitpunkt Zeitpunkt Zeitpunkt Zeitpunkt
T1 T4 T5 T1 T4 T5

Abbildung 35: Vergleich von BNCs mit NPS und NBuds in der Altersgruppe 65 - 74 zum Zeitpunkt T1, T4,
T5
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4.4.2.1 Altersgruppe 75 - 84

Bridges_T1 39 1,00 0,89
Buds _T1 39 3,57 2,51
Bridges_ T4 26 0,19 0,32
Buds _T4 26 2,08 1,34
Bridges _T5 21 0,05 0,29
Buds _T5 21 1,00 1,06

Tabelle 22: Ubersicht der NPBs und NBuds in der Altersgruppe 75 — 84 zum Zeitpunkt T1, T4, TS

Die berechneten Mittelwerte der Zweikernzellen mit NPBs reduzierten sich sowohl
vom Zeitpunkt T1 zu T4 (p = 0,009) als auch von T1 zu T5 (p = 0,003) signifikant in der
Altersgruppe der 75 — 84 Jahrigen.

Ein dhnlicher Trend lasst sich bei den Werten der BNCs mit NBuds in dieser
Alterskategorie feststellen. Die Anzahl der NBuds verringerte sich zwischen T1 zu T4

(p =0,041) sowie zwischen T1 zu T5 (p = 0,008) signifikant.
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Abbildung 36: Vergleich von BNCs mit NPS und NBuds in der Altersgruppe 75 - 84 zum Zeitpunkt T1, T4,
T5
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4.4.2.2 Altersgruppe > 85

Bridges_T1 47 1,26 1,17
Buds_T1 47 4,21 4,22
Bridges_T4 28 0,33 0,44
Buds_T4 28 2,83 2,27
Bridges_T5 17 0,12 0,29
Buds_T5 17 1,81 2,61

Tabelle 23: Ubersicht der NPBs und NBuds in der Altersgruppe > 85 zum Zeitpunkt T1, T4, TS

In der Altersgruppe der > 85 jahrigen Probanden konnte eine ahnliche signifikante
Veranderung beobachtet werden. Sowohl die Anzahl der BNCs mit NPBs als auch die
Haufigkeit von NBuds reduzierte sich zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 (p = 0,026)
sowie T1 zur T5 (p = 0,023). Keine statistische Signifikanz zeigten die Werte von T4 zu
T5 (p = 0,068) auf.
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Abbildung 37: Vergleich von BNCs mit NPS und NBuds in der Altersgruppe > 84 zum Zeitpunkt
T1,T4,T5
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4.4.3 Apoptosen und Nekrosen

4.4.3.1 Altersgruppe 65 -74

Apoptosen_T1
Nekrosen_T1
Apoptosen_T4
Nekrosen_T4
Apoptosen_T5

Nekrosen_T5

Anzahl der
Probanden (N)

10
10
9
9
8
8

Mittelwert

0,50
0,78
0,23
0,17
0,09
0,02

0,17
0,53
0,18
0,13
0,17
0,05

Standardabweichung

Tabelle 24: Ubersicht der Apoptosen und Nekrosen in der Altersgruppe 65 — 74 zum Zeitpunkt T1, T4, T5

Die berechneten Mittelwerte der Apoptosen zeigten eine signifikante Reduktion

zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4 (p = 0,018) und zwischen T1 zu T5 (p = 0,028). Eine

Veranderung konnte auch zwischen T4 zu T5 (p = 0,223) festgestellt werden, jedoch

war diese nicht signifikant. Eine dhnliche Abnahme konnte auch beim Parameter

Nekrose dokumentiert werden. Vom Zeitpunkt T1 zu T4 (p =0,018) und T1 zu T5

(p = 0,028) verdanderten sich die Werte signifikant, wahrend die Verringerung zwischen

T4 zu T5 mit einem p- Wert von 0,068 knapp Uber dem Signifikanzniveau von 0,05 lag.
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Abbildung 38: Vergleich von Apoptosen und Nekrosen in der Altersgruppe 65 — 74 zum Zeitpunkt T1, T4,

T5
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4.4.3.2 Altersgruppe 75 -84

Anzahl der Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
Apoptosen_T1 39 0,81 0,56
Nekrosen_T1 39 0,63 0,37
Apoptosen_T4 26 0,26 0,27
Nekrosen_T4 26 0,15 0,11
Apoptosen_T5 21 0,09 0,22
Nekrosen_T5 21 0,07 0,12

Tabelle 25: Ubersicht der Apoptosen und Nekrosen in der Altersgruppe 75 — 84 zum Zeitpunkt T1, T4, T5

Betrachtet man das Vorkommen der Apoptosen in der Altersgruppe der 75-84
jahrigen Senioren so konnte zu jedem vorliegenden Untersuchungszeitpunkt eine
signifikante Verringerung festgestellt werden. Zu einer starken signifikanten
Verminderung kam es bei der Anzahl an Nekrosen zwischen den Zeitpunkten T1 zu T4

(p = 0,000) sowie T1 zu T5 (p = 0,000). Zwischen T4 zu T5 (p = 0,09) lag keine Signifikanz

vor.
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Abbildung 39: Vergleich von Apoptosen und Nekrosen in der Altersgruppe 75 — 84 zum Zeitpunkt T1, T4,
T5
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4.4.3.3 Altersgruppe > 85

Anzahl der Mittelwert Standardabweichung
Probanden (N)
Apoptosen_T1 47 0,74 0,54
Nekrosen_T1 47 0,65 0,43
Apoptosen_T4 28 0,36 0,25
Nekrosen_T4 28 0,23 0,17
Apoptosen_T5 17 0,05 0,07
Nekrosen_T5 17 0,08 0,09

Tabelle 26:: Ubersicht der Apoptosen und Nekrosen in der Altersgruppe > 85 zum Zeitpunkt T1, T4, T5

Wahrend die Anzahl der Apoptosen nur zwischen den Untersuchungszeitpunkten T1 zu
T5 (p =0,002) und T4 zu T5 (p = 0,012) signifikant reduziert wurden, lagen die p-Werte

der

Nekrose-Haufigkeit zu allen Untersuchungszeitpunkten unter einem
Signifikanzniveau von 0,05.
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Abbildung 40: Vergleich von Apoptose und Nekrosen in der Altersgruppe > 85 zum Zeitpunkt
T1, 74,75

4.5 Die wichtigsten Werte auf einen Blick

Da das Hauptaugenmerk bei der Analyse der Daten vorwiegend auf die Anzahl an
Mikrokernen sowie Mikrokerne-Gesamt in der Trainingsgruppe gelegt worden ist,

werden in den nachfolgenden Tabellen noch einmal die Ergebnisse bezogen auf die
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Mikrokernfrequenz zu allen Untersuchungszeitpunkten zusammengefasst und

graphisch dargestellt.

Gruppe Training

BNCs mit Mikrokerne_T1 35 23,94 12,31
BNCs mit Mikrokerne_T2 23 18,26 10,44
BNCs mit Mikrokerne_T3 26 19,32 10,39
BNCs mit Mikrokerne_T4 20 19,83 12,13
BNCs mit Mikrokerne_T5 22 21,05 8,62
Mikrokerne-Gesamt_T1 35 28,11 15,23
Mikrokerne-Gesamt_T2 23 21,89 12,61
Mikrokerne-Gesamt_T3 26 23,36 13,55
Mikrokerne-Gesamt_T4 20 23,33 15,47
Mikrokerne-Gesamt_T5 22 23,96 10,05

Tabelle 27: Uberblick der Anzahl an MNi und MNi Gesamt zu allen Untersuchungszeitpunkten der
Trainingsgruppe

Gruppe Training & Erndahrung

BNCs mit Mikrokerne_T1 29 22,16 13,14
BNCs mit Mikrokerne_T2 27 18,71 10,84
BNCs mit Mikrokerne_T3 22 18,57 12,21
BNCS mit Mikrokerne_T4 21 20,41 11,75
BNCs mit Mikrokerne_T5 12 20,62 7,33
Mikrokerne-Gesamt_T1 29 26,67 17,05
Mikrokerne-Gesamt_T2 27 23,06 15,38
Mikrokerne-Gesamt_T3 22 22 14,61
Mikrokerne-Gesamt_T4 21 23,43 13,23
Mikrokerne-Gesamt_T5 12 24,26 9,98

Tabelle 28: Uberblick der Anzahl an MNi und MNi Gesamt zu allen Untersuchungszeitpunkten der
Gruppe Training & Erndhrung
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Gedachtnisgruppe:

BNCs mit Mikrokerne_T1

BNCs mit Mikrokerne_T2
BNCs mit Mikrokerne_T3
BNCs mit Mikrokerne_T4

BNCs mit Mikrokerne_T5
Mikrokerne-Gesamt_T1

Mikrokerne-Gesamt_T2
Mikrokerne-Gesamt_T3
Mikrokerne-Gesamt_T4

Mikrokerne-Gesamt_T5

32 21,53
22 16,26
22 18,56
22 23,49
12 20,88
32 25,52
22 19,41
22 23,03
22 27,27
12 23,26

9,18
6,23
9,55
7,75
5,63
11,07
7,64
12,63
9,16
6,52

Tabelle 29: Uberblick der Anzahl an MNi und MNi Gesamt zu allen Untersuchungszeitpunkten der

Gedachtnisgruppe

BNCs mit MNi in 1000 BNCs

T1L T2 T3 T4 T5
Training

BNCs mit MNi

T1L T2 T3 T4 T5
Training & Erndhrung

T1 T2 T3 T4 T5
Gedachtnisgruppe

Abbildung 41: Vergleich der Anzahl an BNCs mit MNi zu allen Untersuchungszeitpunkten in Abhangigkeit

der Studiengruppen
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Altersgruppen:

BNCs mit MNi_T1 22,60 11,18 23,53 11,54 21,83 11,84
BNCs mit MNi_T2 21,00 5,68 17,69 9,83 17,18 9,89
BNCs mit MNi_T3 19,41 8,82 17,75 8,82 19,55 12,29
BNCs mit MNi_T4 18,97 7,00 20,49 11,07 22,80 11,23
BNCs mit MNi_T5 24,00 2,76 20,44 9,74 19,98 5,33
MNi-Gesamt_T1 25,90 12,20 27,89 13,96 26,11 15,55
MNi-Gesamt_T2 24,06 7,77 21,67 11,81 20,90 14,04
MNi-Gesamt_T3 22,98 10,75 21,26 10,34 24,00 16,03
MNi-Gesamt_T4 21,54 7,79 24,18 13,86 26,29 12,99
MNi-Gesamt_T5 26,92 3,17 23,92 11,86 22,32 6,58

Tabelle 30: Uberblick der Anzahl an MNi und MNi-Gesamt in Abhingigkeit der 3 Altersgruppen zu allen
Untersuchungszeitpunkten

BNCs mit MNi
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
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BNCS mit MNIi in 1000 BNCs
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T1 T2 T3 T4 75 T1 T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5

Gruppe 65 - 74 Gruppe 75 - 84 Gruppe > 85

Abbildung 42: Vergleich der Anzahl an BNCs mit MNi zu allen Untersuchungszeitpunkten in Abhangigkeit
der Alterskategorien
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5. Diskussion der Ergebnisse

Die nachfolgende Diskussion bzw. Interpretation der Ergebnisse konzentriert sich auf

die Entstehung von Mutationen sowie DNA — Schaden in der Trainingsgruppe.

Betrachtet man die Studienergebnisse der Gruppe Training in Assoziation mit dem
Auftreten von Mikrokernen so lasst sich vermuten, dass ein regelmaRig durchgefiihrtes
Krafttraining fur langere Zeit eine Reduktion von Zweikernzellen mit Mikrokernen
bewirkt sowie zu einer Abnahme der gesamten Mikrokernfrequenz flhrt.

Wahrend nach 6 Monaten die berechneten Mittelwerte noch eine signifikante
Verminderung aufwiesen, konnte nach 12 bzw. 18 Monaten zwar eine deutliche
Reduktion der Mikrokerne im Vergleich zu den Ausgangswerten festgestellt werden,
allerdings waren diese Daten nicht mehr signifikant. Dies lasst sich moglicherweise
dadurch erkldren, dass es im Laufe der Studie zu einem deutlichen Riickgang der
Probandenanzahl gekommen ist und somit weniger Daten fir die Analyse
herangezogen wurden. Auch die Veranderung des Trainingsplans in Bezug auf mehr
Selbstverantwortung nach 6 sowie nach 12 Monaten kénnte einen entscheidenden
Einfluss auf die Ergebnisse gehabt haben. Dies wiirde auch den nicht signifikanten
Mikrokernanstieg zwischen dem Zeitpunkt T4 auf T5 erklaren. Es wird angenommen,
dass das selbstdndige Training von den Probanden weniger konsequent und intensiv
durchgefihrt worden ist, als die unterstiitzenden Trainingseinheiten durch ein

qualifiziertes Expertenteam.

Die vorliegenden Ergebnisse der zusatzlich untersuchten genotoxischen Parameter wie
Apoptose, Nekrose, nuclear Buds und nukleoplasmatische Briicken lassen ebenfalls
darauf schlieRen, dass ein gezieltes progressives Training einen positiven Einfluss auf
die Anomalien des Zellkerns haben. Zu allen Untersuchungszeitpunkten (T1 zu T4, T1
zu T5 und T4 zu T5) konnte eine signifikante Verringerung der Parameter festgestellt
werden. Die einzig nicht signifikante Abnahme von T4 zu T5 konnte bei dem

Vorkommen von Zweikernzellen mit NPBs festgestellt werden.
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In der Literatur gibt es bislang noch keine Studien die tiber ein dhnliches Studiendesign
verfligen, um die Ergebnisse vergleichen zu koénnen. Des Weiteren ist der
Zusammenhang zwischen korperlicher Belastung und dem Auftreten von Mikrokernen
sehr umstritten.

Schiffel et al, 1997 kamen zu dem Ergebnis, dass ein erschopfendes Ausdauertraining
zu einer Erhéhung von Mikrokernen fihrt.

Im Gegensatz dazu wurden in der Studie von Neubauer et. al 2008, nach einem
Ironman — Wettbewerb bei 42 Athleten kein direkter Zusammenhang zwischen einer
korperlichen Aktivitat und dem Auftreten von Entziindungsreaktionen und DNA-
Schaden festgestellt. Auch eine japanische Studie bestdtigt, dass eine moderate
korperliche Aktivitdat mehrmals pro Woche die Mikrokernfrequenz positiv beeinflusst
[Huang et al., 2009].

Bei diesen beschriebenen Untersuchungen ist jedoch zu beachten, dass die
Durchfliihrung sowie die Intensitdt des Trainings deutlich vom Studiendesign der
Forschungsplattform ,Active Ageing” abwichen. Des Weiteren waren die Probanden

der genannten Studien deutlich jiinger.

Dennoch wird angenommen, dass ein korperliches Training eine wichtige Rolle in der
Verminderung des Risikos diverser Erkrankungen wie Diabetes, Krebs etc. spielt
[Wagner et al., 2011]. Besonders im fortgeschrittenen Alter fihrt eine regelmaRige
Bewegung zu verbesserten Skelettmuskelfunktionen, wodurch zahlreiche
Risikofaktoren wie z.B. Sarkopenie etc. reduziert werden kénnen [Haehling et al., 2010;

Hohenstein et al., 2011, Gremeaux et al., 2012]

In der jingsten Altersgruppe der 65 — 74 Jahrigen konnte keine statistisch signifikante
Veranderung der Mikrokernanzahl sowie der gesamten Mikrokernfrequenz beobachtet
werden. Nach 18 Monaten konnte der héchste Mittelwert an BNCs mit MNi und MNi-
Gesamt festgestellt werden.

Des Weiteren zeigten die Parameter wie Apoptose und Nekrose zwischen den

Zeitpunkten T1 zu T4 sowie T1 zu T5 signifikante Verringerungen auf. Auch BNCs mit

70



Buds reduzierten sich signifikant von T1 zu T5. Aufgrund der sehr geringen

Probandenanzahl in dieser Gruppe sind die Ergebnisse nicht sehr aussagekraftig.

In der Altersgruppe der 75—84 Jahrigen kommt es hinsichtlich der Mikrokerne zu
keinem verglichenen Untersuchungszeitpunkt zu einer signifikanten Verringerung. Im
Gegensatz dazu zeigten alle weiteren genotoxischen Parameter eine signifikante

Reduktion zu den Zeitpunkten T1 zu T4 sowie T1 zu T5 auf.

Ein adhnliches Ergebnis zeigt sich in der altesten Gruppe der Studie. Die
Mikrokernanzahl sowie die gesamte Mikrokernfrequenz war zu keinem verglichen
Zeitpunkt signifikant vermindert.

Die berechneten Mittelwerte der BNCs mit NBuds bzw. NPBS reduzierten sich
signifikant zu den Zeitpunkten T1 zu T4 sowie T1 zu T5. Wahrend in der Gruppe der >
85 Jahrigen die Nekrose zu allen vorliegenden Untersuchungszeitpunkten eine
signifikante Abnahme aufzeigte, konnte beim Parameter Apoptose nur die Zeitpunkte

T1 zu T5 und T4 zu T5 signifikant reduziert werden.

Bisher durchgefiihrte Studien belegen eine Zunahme der Mikrokernfrequenz im
fortgeschrittenen Alter. In einer aktuellen Studie konnte ein signifikanter Anstieg der
Mikrokernrate ab dem 40. Lebensjahr beobachtet werden [Nefic und Handzic, 2013].
Des Weiteren wird angenommen, dass die MNi-Haufigkeit bis zum Alter von 70 Jahren
stetig zunimmt und danach wieder leicht absinkt. Dieses Vorkommen wird jedoch
vorwiegend bei Frauen festgestellt [Wojda et al, 2007]. Zuriick zu fihren lasst sich dies
auf das gehaufte Auftreten des X-Chromosom-Verlustes [Fenech und Bonassi, 2011].
Diese wissenschaftlichen Evidenzen stiitzen die Ergebnisse der ,Active Ageing” Studie,
denn bei allen drei Altersgruppen konnte keine signifikante Veranderung auf das

Mikrokernvorkommen beobachtet werden.

Das vermehrte Auftreten von Mikrokernen wahrend des Alterungsprozesses kann auch
noch durch zahlreiche weitere Faktoren beeinflusst werden. Dazu zdhlen die
kumulative Wirkung von erworbenen Genmutationen, die sowohl bei DNA -

Reparaturmechanismen als auch bei Chromosomensegregationen beteiligt sind, aber
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auch numerische und strukturelle Chromosomenaberationen, die durch endogene
Genotoxine, inadaquate Nahrstoffzufuhr, schadliche Umwelteinfliisse und diverse

lebensstilabhangige Faktoren entstehen [Fenech und Bonassi, 2011].

Uber das Vorkommen von weiteren genotoxischen Parametern wie Apoptosen,
Nekrosen, BNCs mit NPBs und NBuds in Assoziation mit dem Alter fehlen bisher noch

wissenschaftliche Beweise.

Die Ergebnisse der Kontrollgruppe in Bezug auf das Vorkommen von Zweikernzellen
mit MNi sowie die gesamte Mikrokernfrequenz zeigten ebenfalls am Ende der Studie
eine positive allerdings nicht signifikante Abnahme auf. Des Weiteren konnte eine
signifikante Reduktion der Parameter NPBs, Apoptosen sowie Nekrosen beobachtet
werden. Zuriick zu fuhren ist dies moglicherweise auf den Faktor der Sozialisierung
sowie der gesteigerten Motivation fiir einen aktiveren Lebensstil mit mehr Bewegung

und gesunder Ernahrung.
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6. Schlussbetrachtung

Die Ergebnisse der Interventionsgruppe Training lassen vermutet, dass nach einem 18
monatigen progressiven Krafttraining die Mikrokernfrequenz verringert und in
weiterer Folge die Mutationsrate sowie DNA — Schaden im Alter gesenkt werden.

Allerdings konnte nur im ersten Trainingshalbjahr eine signifikante Reduktion des
Parameters beobachtet werden. Zurlick zu fiihren lasst sich dies moglicherweise
darauf, dass sich zu den nachfolgenden Untersuchungszeitpunkten T4 und T5 der

Anteil des selbstandigen Trainings erhéhte bzw. komplett eigenstandig trainiert wurde.

Des Weiteren konnte eine signifikante Verringerung der genotoxischen Parameter wie
Apoptose, Nekrose, BNCs mit NBuds zu allen verglichenen Untersuchungszeitpunkten
erzielt werden. Keinen signifikanten Einfluss auf die Anomalie des Zellkerns konnte bei

Zweikernzellen mit NBuds zum Zeitpunkt T4 auf T5 festgestellt werden.

Das Vorkommen von Mikrokernen in den verschiedenen Altersgruppen zeigen keine
signifikanten Veranderungen. Dies konnte dadurch begriindet werden, dass die
Mikrokernfrequenz bis zum 70. Lebensjahr kontinuierlich ansteigt und danach wieder

leicht gesenkt wird [Wojda et al., 2007].

Die Ergebnisse der ,Active Ageing” Studie sind kaum mit anderen wissenschaftlichen
Studien zu vergleichen. Dennoch wird ein regelmaRiges Krafttraining im
fortgeschrittenen Alter empfohlen, da es sowohl positive Auswirkungen auf den
Gesundheitszustand aufweist, als auch zur Senkung vieler lebensstilabhdangigen

Faktoren beitragt.
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7. Zusammenfassung

Bezogen auf die Gesamtbevolkerung, steigt die Anzahl an dlteren Menschen
kontinuierlich an. Im Jahr 2050 werden bereits Gber 2 Milliarden Personen tber 60 —
Jahre alte sein [WHO; 2013]. Dies stellt unser Gesundheitssystem vor vollig neue
Aufgaben und Herausforderungen. Um den Menschen jedoch ein gesundes Altern zu
ermoglichen sind praventive MaBnahmen im Bereich Bewegung und Erndhrung von
grofler Wichtigkeit. Aber auch die Erforschung nach neuen Therapieansatzen ist in der

Zukunft unumganglich [Schuit, 2006; Nigram et al., 2012].

Der CBMN-Assay ist eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Messung von
DNA-Schaden und Mutationen in peripheren Blutlymphozyten [El-Zein et al., 2011;
Fenech; 2007]. Besonders das Auftreten von Mikrokernen ist mit dem Alter assoziiert
und gilt als ein wichtiger Biomarker fiir diverse Krebserkrankungen [Fenech und
Bonassi, 2011]. Fir das Vorkommen der Parameter Apoptose, Nekrose, nuclear Buds

und nukleoplasmatische Briicken gibt es noch kaum wissenschaftliche Evidenzen.

Im Rahmen der Forschungsplattform , Active Ageing” wurde die Auswirkung eines 18 —
monatigen progressiven Krafttrainings auf die Entstehung von Mutationen und
chromosomalen Veranderungen in institutionalisierten Pensionisten untersucht und
mit Hilfe der CBMN — Methode eruiert.

Am Beginn der Studie wiesen die Probanden der Interventionsgruppe Training
durchschnittlich 23,94 Mikrokerne (SD= 12,31) auf. Nach dem ersten Trainingshalbjahr
konnte die Anzahl der berechneten Mikrokernen um 19,35% signifikant verringert
werden (p = 0,017). Eine weitere nicht signifikante Abnahme dieses Parameters konnte
zu den Untersuchungszeitpunkten T4 (MW =19,83 SD =12,12) und T5 (MW = 21,05;
SD = 8,62) festgestellt werden. Das Vorkommen von Zweikernzellen mit NPBs konnte
nach 12 Monaten (p =0,002) sowie nach 18 Monaten (p= 0,001) signifikant reduziert
werden. Weitere Parameter wie Apoptose, Nekrose, NBuds konnten zu allen
vorliegenden Untersuchungszeitpunkten (T1 zu T4, T1 zu T5, T4 zu T5) signifikant
reduziert werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass ein regelmalig

durchgeflhrtes Training den Gesundheitszustand im Alter positiv beeinflusst.
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8. Summary

Several studies investigated the effect of ultra — endurance activity on DNA — damage
in young athletes. So far there are data of the influence of regular resistance training

on mutations and chromosomal changes in elderly lacking.

The Research Platform “Active Ageing” focused on the effect of nutrition and exercise
intervention in older people aged between 65 — 98 years, who were living in five
different elderly homes in Vienna. More than 100 participants were recruited for the
randomized, controlled intervention trial and were randomized into the following
three groups “training”, “training and nutrition” and “cognitive or control group”.
During the first twelve months professionals trained the two intervention groups. After
that period they were preformed their organised training independently. The “training
and nutrition” group received in addition to the sport program a protein- and nutrient
rich supplement called “Forti Fit”. To exclude the possible social influence the control
group were performed cognitive training with the same frequency as the intervention
groups. During the whole period of 18 months blood samples from the participants
were taken at the beginning of the intervention and after 3, 6 and 12 months and at

the end of the intervention of the 18 months.

The effect of the training only has been measured in this work in the peripheral blood
lymphocytes with the CBMN-Assay. The work was focused on the effects of an 18
months lasting progressive resistance training on mutation and DNA-damage. The

control group is discussed by my colleague Evelyn Bacher.

After they have been enrolled the subjects of the training group had 23.94 micronuclei
(SD= 12.31). After the first 6 intervention months they decreased significantly (p =
0,017) by 19.35%. Binucleated cells with NPBs were significantly reduced after 12
months (p =0.002) and 18 months (p =0.001) of intervention. Other genotoxic
parameters such as apoptosis, necrosis and nuclear buds decreased significantly after
12 and 18 months. Results could prove that regular physical activity in elderly was able

to improve health biomarker.
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