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1. Einleitung

Gesundheit wird von der WHO als ,,ein Zustand vollkommenen korperlichen, geistigen
und sozialen Wohlbefindens und nicht allein das Fehlen von Krankheit und Gebre-

chen®, definiert [WHO, 2014].

Diese Definition sollte fiir jedes Alter gegeben sein. Altere Menschen (> 65 Jahre) sind

die am schnellsten wachsende Subpopulation in vielen Landern [Schmucker, 2001].

Dies riihrt daher, dass Menschen durch verbesserte medizinische Infrastrukturen, Hy-
giene und Lebensmittelangeboten eine immer hohere Lebenserwartung haben. Auf der
anderen Seite fehlt der Nachwuchs. Der WHO (World Health Organisation) zufolge,
wird sich die Anzahl der iiber 60-jdhrigen in den Jahren zwischen 2000 und 2050 mehr

als verdreifachen, etwa von 600 Millionen auf 2 Milliarden.

Nun muss sich die Weltbevolkerung diesen neuen Herausforderungen stellen und sie
versuchen bestmoglich zu bewiltigen. Nicht nur die WHO, sondern auch die For-
schungsplattform “Active Ageing™ der Universitdt Wien hat sich mit dieser Tatsache

beschiftigt [WHO, 2014].

Im Alter verdndern sich Koérperzusammensetzung und Gewicht. Diese Verdnderungen
machen sich bei Frauen nach der Menopause, und bei den Ménnern ab dem 65 Lebens-
jahr bemerkbar. Dabei erhoht sich die Fettmasse, wihrend die fettfreie Masse (Muskula-
tur, Bindegewebe, Knochen etc.) schwindet [Elmadfa und Leitzmann, 2004]. Die Ab-
nahme an Muskelmasse und Muskelkraft im Alter wird auch als Sarkopenie bezeichnet

[Meng und Yu, 2010].

Der Schutz vor dieser altersbedingten Abnahme von Muskulatur und Muskelkraft ist
wichtig, um Leistungsfahigkeit und Unabhidngigkeit dlterer Menschen zu erhalten. Die
Aufgabenstellung der Wissenschaftler ist nun, die ,,Entstehungsfaktoren* zu ermitteln

und diese gezielt zu reduzieren bzw. zu beseitigen [Robinson et al., 2012].

Man schitzt, dass weltweit 10% der 60 bis 70-jdhrigen und 30% der 80-jdhrigen an Sar-
kopenie leiden. Da es noch keine Einigung auf definierte Kriterien gibt, ist es schwierig,

genaue Prozentzahlen fiir die weltweite Sarkopenie-Priavalenz zu ermitteln [Cooper et

al., 2012].



Aber nicht nur Sarkopenie ist ein Risikofaktor im Alter, auch Mangelerndhrung und
Untergewicht sind nicht zu unterschitzende Risikofaktoren [Elmadfa und Leitzmann,

2004].

Ziel der Forschungsplattform “Active Ageing® ist es, die Lebensqualitit dlterer Men-

schen zu steigern, und sarkopenierelevante Biomarker zu verbessern.

Diese Masterarbeit ist ein Teil dieser Forschungsplattform, deren Bestreben es ist, durch
Krafttraining und Optimierung der Erndhrung von SeniorIlnnen aus verschiedenen wie-
ner Pensionistenwohnheimen, die Gesundheit zu verbessern und Leistungsfahigkeit zu
steigern. Diese Masterarbeit hat sich in diesem Zusammenhang mit der Chromosomen-
stabilitdt und der Héufigkeit der Mikrokerne (MN) nach einer 12 monatigen Lebensstil-
intervention beschiftigt. Neben Mikrokernen wurden zusétzlich Nuclear Buds (NBuds),
Nucleoplasmic Bridges (NPBs), Nekrosen und Apoptosen, mit Hilfe des Cytokinesis-
block micronucleus cytome Assay (CBMN-Assay), erfasst.

Kapitel 3 und Kapitel 4, wurde gemeinsam mit meiner Studienkollegin Ariane Cremer
erarbeitet. Desweiteren kann es zu inhaltlichen Uberschneidungen mit Arbeiten folgen-
der anderer Studienkollegen kommen, welche auch an der Forschungsplattform “Active

Ageing* beteiligt waren:

e Evelyn Bacher MSc

e Birgit Fuchs MSc

e Mag. Klemens Krejci

e Mag. Heidemarie Peherstorfer
e Ariane Cremer, MSc.

e Bianca Arnold, MSc.

e (laudia Traxler, MSc.

e Sarah Proprentner, Msc.

e Tanja Spitzer, MSc.

e Karin Geider, MSc



2. Literaturiibersicht

2.1 Verinderungen im Alter

Im Alter kommt es zur Verdnderung der Korperzusammensetzung und zu Stoffwechsel-
veranderungen. Die fettfreie Masse nimmt ab, wohingegen sich der Korperfettanteil,
hauptsichlich das viszerale Fett, erhoht. Die fettarme Korpermasse (LBM) nimmt bei
jungen Erwachsenen bis zu 50% des Korpergewichtes (KG) ein. Bei édlteren Menschen
zwischen 75 und 80 Jahren liegt der Anteil an LBM nur noch bei 25% des Korperge-

wichtes [Leenders und van Loon, 2011, Elmadfa und Leitzmann, 2004].

Dem osterreichischen Erndhrungsbericht zufolge, sind jiingere Seniorlnnen eher iiber-
gewichtig, wohingegen mit zunechmendem Alter, das Risiko fiir Mangel und Unterer-
ndhrung zunimmt. Die Albuminwerte waren bei allen Seniorinnen und bei 92% der Se-
nioren zufriedenstellend. Dies ist ein wichtiger Indikator, da diese Personengruppen ein

erhohtes Risiko fiir Mangelerndhrung besitzen [Elmadfa et al., 2012].

Altern ist verbunden mit Stoffwechselverdnderungen, da sich die Physiologie der Orga-
ne und deren Zellen im Alter verdndern. Diese nicht-pathologischen Ereignisse treten in
der Regel ab einem Alter von 65 Jahren auf. AuBlerdem ist altern auch mit verschiede-

nen Krankheiten verbunden, wie zum Beispiel:

e Herz-Kreislauferkrankungen

e Bluthochdruck

e Schlaganfall

e Diabetes

e Krebs

e Chronisch obstruktive Lungenerkrankungen

e Erkrankungen des Bewegungsaparates (z.B. Arthritis)
e Psychische Erkrankungen (Depressionen und Demenz)

[WHO, 2002]



Der Gesundheitsstatus im Alter bestimmt die Unabhingigkeit im Alltag. Deshalb ist es
wichtig, altersbedingten Erkrankungen vorzubeugen bzw. deren Entwicklung zu dros-
seln, um den Seniorlnnen einen gewissen Grad an Unabhéngigkeit zu gewahrleisten

[Jyrkka et al., 2011].

Altern wird oft mit Ubergewicht, Arteriosklerose, Diabetes Mellitus Typ2 und Insulin-
resistenz in Zusammenhang gebracht. Dies sind alles Erkrankungen, welche mit chroni-
schen Entziindungsprozessen einhergehen. Die Synthese von Muskelprotein steht in
Verbindung mit dem anabolischen Effekt von Insulin. Kommt es nun zu einer Insulinre-
sistenz beim Menschen, ist dies mit einem vermehrten Muskelfaserverlust, der soge-
nannte Sarkopenie assoziiert. Sarkopenie begiinstigt wiederum die Insulinresistenz, aus
welcher sich in weiterer Folge kardiovaskuldre Erkrankungen entwickeln kénnen [Kim

et al., 2013].

Kujoth et al haben anhand einer Studie beweisen kdnnen, dass eine mitochondriale Dys-
funktion im Zusammenhang mit Alterserscheinungen und erhdhter Verlust von Mus-

kelmasse steht [Kujoth et al., 2005].

Neben den physischen Krankheiten spielen auch die psychischen Erkrankungen im Al-
ter eine Rolle [Jyrkka et al., 2011].

Zudem ist die hohe Einnahme verschiedener Medikamenten, um die im Alter auftreten-
den Erkrankungen bei Seniorlnnen zu mindern bzw. ihnen entgegenzuwirken, erwéh-
nenswert. Diese erhohte Aufnahme an Medikamenten ist assoziiert mit Mangelernih-
rung. Weiteres kann es bei dieser ,,Polypharmazie® zu Wechselwirkungen zwischen den
verschiedenen Arzneistoffen oder zu einer Nahrstoff-Medikamenten-Interaktion kom-
men, weshalb bei dlteren Menschen auch oft ein Vitaminmangel vorliegt [Jyrkka et al.,

2011].



2.2 Sarkopenie

Sarkopenie kann, je nach Schweregrad, das Leben einer Person erheblich einschranken.
Darum ist es wichtig, eine genaue Definition, bzw. Methode, fiir eine friihzeitige Diag-
nose und Interventionen zur Privention zu entwickeln. Sarkopenie ist die progressive
Abnahme von Muskelmasse und somit Minderung von Kraft und Funktionalitit. Diag-
nostiziert wird Sarkopenie bei jenen Patienten, welche mindestens 2 von den folgenden

3 Eigenschaften aufweisen [Cruz-Jentoft et al., 2010, Rizzoli et al., 2013] :

e Geringe Muskelmasse
e Geringe Muskelkraft
e Geringe korperliche Leistung

Die “European Working Group on Sarcopenia in Older People® (EWGSOP) bestimmt
die korperliche Leistung durch einen 6 miniitigen Gehtest. Die Muskelkraft mit, Hand-
griffkraft bestimmt. [Rizzoli et al., 2013]. Muskelmasse wiederum kann anhand der
“Bioimpedanz Analyse* (BIA) oder mit einem Computertomographen bestimmt werden

(CT)[Cruz-Jentoft et al., 2010].

Rosenberg hat 1989 erstmals den Muskelschwund bei dlteren Menschen erkannt und als
Sarkopenie bezeichnet. Das Wort setzt sich aus den griechischen Worten ,,sarx* fiir
Fleisch und ,,penia* fiir Verlust zusammen [Rosenberg, 1997]. Es gibt mehrere Fakto-
ren, welche den Verlauf des Muskelschwundes beeinflussen, wie zum Beispiel chroni-
sche Erkrankungen, bewegungsarmer und ungesunder Lebensstil und die Einnahme
verschiedener Medikamente [Paddon-Jones et al., 2008]. Es gibt mehrere Mechanismen,
die an der Entwicklung und dem Verlauf von Sarkopenie beteiligt sind. Diese Mecha-
nismen beeinflussen die Proteinsynthese, Proteolyse, die Kommunikation zwischen
Muskulatur und den Neuronen und die Einlagerung von Fett in die Muskulatur [Cruz-

Jentoft et al., 2010].

Je nach Auspriagung kann Sarkopenie das Risiko fiir Stiirze und somit auch Frakturen,
fiir verminderte und beeintrachtigte Mobilitdt im Alltag, fiir Krankenhausaufenthalte
und sogar Mortalitit erhohen [Cooper et al., 2012].



Abbildung 1: CT-Scan des Oberschenkels von A) einer 72-jahrigen Frau ohne Sarkopenie und B) mit
Sarkopenie. Beide Frauen haben einen BMI von 25kg/m? [Taaffe, 2006]

Zur Entwicklung der Sarkopenie tragen, neben dem Muskelverlust im Alter, mehrere

Faktoren bei:

e Mangelerndhrung (sowohl Untererndhrung als auch Mangel an wichtigen Prote-
inen) [Dreyer und Volpi, 2005]

e Geringe korperliche Aktivitit [Szulc et al., 2004]

e Hormonelle Verdnderungen [Szulc et al., 2004]

e Entziindungsprozesse im Alter [Visser et al., 2002]

2 von diesen Faktoren kann man beeinflussen und somit die Entwicklung von Sarkope-

nie beeintrichtigen. Diese Faktoren sind Sport und Erndhrung [Borst, 2004]

Aus histologischer Sicht, kommt es bei Sarkopenie zu einer Verringerung der Muskel-
fasergrofle, aber auch zum Verlust von Typ-2-Fasern [Larsson et al., 1978]. Der Mus-
kelfaserverlust kann durch den Abbau von Muskelzellen, aufgrund von Apoptose, er-
klart werden. Apoptose ist der programmierte Zelltod und wird durch einen Signalweg
gesteuert. Apoptose fiihrt zur DNS-Fragmentierung, Zellkernkondensation, Proteolyse,
Auflésung der Zellmembran und Zellfragmentierung. Die iibriggebliebenen Apoptose-
korper werden durch Makrophagen phagozytiert. Der programmierte Zelltod wird von
Caspasen kontrolliert. Die inaktiven Caspasen, auch Procaspasen genannt, befinden sich

im Zytoplasma. Diese werden dann iiber Dimerisation oder Proteolyse aktiviert. Die
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Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation der Apoptose [Marzetti

und Leeuwenburgh, 2006, Dirks und Leeuwenburgh, 2002].

Zudem fiihrt eine erhdhte viszerale Fettansammlung zur erhdhten Ausschiittung von
pro-inflammatorischen Zytokinen im Kdorper, was wiederum einen katabolen Effekt auf
die Muskelfaser nach sich ziehen und somit auch eine Insulinresistenz verursachen

konnte [Kim et al., 2013].

Der Verlust von Muskelmasse und von Muskelkraft verursacht durch Sarkopenie, kann
desweiteren Folgeerkrankungen mit sich bringen, wie z.B. Ubergewicht und Typ 2 Dia-

betes [Leenders und van Loon, 2011].

2.2.1 Sarkopenie und Ernihrung

Es ist bekannt, dass Vitamin D den Muskelmetabolismus beeinflusst. Eine prospektive
Studie mit dlteren ProbandInnen zeigte, dass hohere Konzentrationen von 25-Hydroxy-
Vitamin D (25-OH-D) im Koérper mit hoherer Muskelmasse, erhohter Muskelkraft und

ein verbesserte Lebensqualitdt im Alter einhergehen [Scott et al., 2010].

Eine weitere Studie von Kim et al. zeigte, dass eine schlechte Versorgung des Korpers
mit Vitamin D, im Zusammenhang mit der Entwicklung von Sarkopenie bei koreani-
schen Seniorlnnen steht [Kim et al., 2011]. Erhohte Vitamin-D- und Kalziumaufnahme
wurde in Verbindung mit einer erhohten fettfreier Masse und einem verringertem Risiko

fiir Ubergewicht gesetzt [Kim et al., 2013].

Der Verlust an Muskelmasse fiihrt zu einer Verringerung der Expression von Vitamin-
D-Rezeptoren. Dieses Ereignis verringert wiederum die Aufnahme und Speicherung

von Vitamin D in der Muskulatur.

Es gibt 3 Moglichkeiten wie Vitamin D den Muskelmetabolismus beeinflussen konnte:
Die erste Option wire, dass Vitamin D die Calciumhomdostase reguliert.
1,25-Dihydroxyvitamin-D3 fordert die Calciumabsorption, wobei Calcium eine wichti-
ge Rolle bei der Muskelkontraktion spielt.

Die zweite Moglichkeit wire, die Stimulation der Proliferation und Differenzierung von

Myoblasten, sowie die Verringerung der Einlagerung von Fett in die Muskulatur. In der



Studie von Kim et al. korrelierte die Vitamin-D-Konzentration im Korper positiv mit
der Muskelmasse und negativ mit der Fetteinlagerung in die Muskulatur.[Kim et al.,
2011]

Die dritte Variante besteht darin, dass Vitamin D vor Insulinresistenz, welche den Mus-
kelabbau beschleunigen kann, schiitzt. Vitamin-D-Mangel steht im Zusammenhang mit

dem metabolischen Syndrom und mit Diabetes Mellitus Typ 2 [Kim et al., 2011].

Weltweit herrscht bei dlteren Menschen ein Vitamin-D-Mangel [Kim et al., 2013]. Auch
der Osterreichische Erndhrungsbericht von 2012 gibt an, dass 97% der Seniorinnen und
95% der Senioren nicht geniigend Vitamin D zu sich nehmen. Der Vitamin D-Status,
gemessen anhand der 25-OH-Vitamin D Konzentration im Plasma, ist bei 20% der Se-
niorlnnen sehr gering (<25nmol /L), bei 2/3 der Seniorlnnen wiederum etwas weniger
gering (20-25nmol/L). Der Referenzwert fiir eine optimale Vitamin D Versorgung ist

>50nmol 25-OH-Vitamin D/L Plasma [BMG, 2012].

Die Studie von Katsanos et al. verglich die Stimulation der Muskelproteinsynthese bei
jungen (30,6 Jahre + 2,0 Jahre) und dlteren (66,5 Jahre =+ 2,0 Jahre) Probanden. In jeder
Gruppe war die Anzahl an Frauen und Ménner etwa gleich. Sie fanden heraus, dass eine
hohere Gabe (2,8g) an Leucin im Vergleich zu der geringeren Gabe (1,7g) einen signi-
fikanten Effekt auf die Muskelprotein Synthese bei den dlteren Probanden hatte. Bei den
jiingeren Probanden gab es bei beiden Leucin Gaben einen signifikant hoheren Unter-
schied der Muskelprotein-Synthese im Vergleich der Muskelprotein Synthese am An-
fang der Studie. Leucin scheint somit die Muskelprotein-Synthese zu stimulieren.
[Katsanos et al., 2006]. Leucin ist auch Bestandteil von dem in der ,,Active Ageing*

Studie benutzten Supplement ,,FortiFit* ( siche Kapitel 3.1.3 Tabelle 1).

Eine an élteren Ratten durchgefiihrte Studie zeigte, dass eine Supplementierung von
0,1g/kg KG/ Tag an essentiellen Aminosduren darunter auch 31,25% Leucin dem im

Alter auftretende Muskelschwund entgegenwirkt [Pansarasa et al., 2008].

Iglay et al. haben 36 &ltere Méanner und Frauen untersucht, welche ein 12 Wochen lan-
ges Widerstandstraining mitgemacht haben. Eine Gruppe nahm 1,2g Proteine /kg KG/
Tag, die zweite Gruppe 0,9 g Proteine/kg KG/ Tag zu sich. Alle gemessenen Werte wie
z.B. Muskelmasse und Kraft sind in beiden Gruppen angestiegen [Iglay et al., 2007].
Andererseits gibt es Studien, wie die von Volpi et al., welche die Muskelproteinsynthe-
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se nach der Aufnahme einer Glucose-Aminosdure Mischung untersucht haben. Die Stu-
die zeigte, dass nach der Aufnahme die Proteinsynthese bei den jiingeren Probanden
erhoht war, jedoch bei den élteren Probanden gleich geblieben ist. Aus diesem Studien-
ergebnis konnte man schlieBen, dass ein hoheres Alter im Zusammenhang mit geringe-
ren anabolischen Raten steht [Volpi et al., 2000]. Eine zu hohe Aufnahme an Proteinen
(45% des tiglichen Energiebedarfs) kann negative Effekte, wie beispielsweise Ubelkeit
und Diarrh6 [Paddon-Jones et al., 2008], sowie erhohte Calciumausscheidung bewirken
[Allen et al., 1979]. Eine Proteinaufnahme von 20-35% des tiglichen Energiebedarfs

zeigt keine negativen Auswirkungen [Cordain et al., 2000].

Es besteht eine allgemeine Ubereinkunft, dass eine den Empfehlungen entsprechend
tagliche Proteinaufnahme von 0,8 g Protein/kg KG/ Tag die Muskelproteinsynthese
verbessert und den progressiven Verlust von Muskelmasse im Alter verhindert
[Campbell et al., 2002]. Zudem kann im Alter die Funktion der Niere verringert sein
[Culleton et al., 1999], was bei einer erhohten Proteinaufnahme zu Problemen fiihren
kann. Eine erhohte Proteinaufnahme bei Patienten mit leichter Niereninsuffizienz kann
die glomeruldre Filtrationsrate erheblich verringern [Knight et al., 2003]. Paddon-Jones
et al. schlagen eine tagliche Aufnahme an 10 g essentiellen Aminoséduren, beziehungs-
weise an 25-30g Proteinen von hoher Qualitdt um die Muskelmasse bei élteren Men-

schen zu erhalten.

Korperlich Betétigung ist genauso wichtig wie Erndhrung um der Entwicklung von Sar-

kopenie entgegenzuwirken [Paddon-Jones et al., 2008].

2.2.2 Sarkopenie und Sport

Seit den 1980er ist wird, das Training mit Gewichten oder auch Widerstandstraining
genannt als effektiv beschrieben, um der Entwicklung von Sarkopenie entgegenzuwir-
ken. Im Vergleich zu Ausdauersport hat die Studie von Izquierdo et al. gezeigt, dass das
Widerstandstraining einen besseren Effekt auf die Muskelmasse und Muskelkraft hat.
Zudem zeigte die Studie eine signifikante Abnahme des Kdrpergewichtes und des Kor-
perfetts wiihrend des 16 wochigen Trainings. Ahnlich der ,,Active Ageing” Studie trai-
nierten die Senioren 2 mal pro Woche je 45-60 Minuten [Izquierdo et al., 2004]. Klini-
sche Studien haben sogar hervorgebracht, diese Trainingsart einen positiven Effekt auf
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Diabetes Mellitus Typ 2, koronaren Herzerkrankungen und Depression hat [Ades et al.,
2003, Ibanez et al., 2005, Singh et al., 2005]. Es gilt hierbei allerdings zu beachten, dass
der Schwierigkeitsgrad progressiv erhoht wird. Die Ubungen sollen dynamisch und
nicht statisch sein. Sie sollen die Hauptmuskelgruppen gezielt trainieren, indem sowohl
exzentrische (langsame und kontrollierte Absenkung) als auch konzentrische (heben
oder driicken) Bewegungen durchgefiihrt werden. Das gezielte Training der unteren
Extremitdten, zum Beispiel Knie und Hiifte, aber auch der FuBmuskulatur ist wichtig,
um die Mobilitdt und Balance beizubehalten bzw. zu verbessern und somit die Sturzge-

fahr zu verringern.

Das Benutzen von Therabandern hat den Vorteil, dass die Widerstinde frei wahlbar sind
und somit auch der Schwierigkeitsgrad der Ubungen individuell bestimmt werden kann.
Diese elastische Binder sind genauso effektiv wie beispielsweise Ubungen an hydrauli-
sche Sportgerdten [Taaffe, 2006]. Die Therabdndern wurden auch wihrend der Trai-
ningseinheit in der ,,Active Ageing* Studie benutzt (siche Kapitel 3.1.4).

2.3 Oxidativer Stress

Uber 95% des eingeatmeten Sauerstoffs wird in den Mitochondrien reduziert und von
der Cytochrom Oxidase des Enzyms Komplex IV an Wasserstoff (H,) gebunden, wobei
Energie freigesetzt wird. Wasserstoffperoxide und Radikale, wie zum Beispiel Super-
oxide, werden in der Atmungskette unter normalen aeroben Bedingungen gebildet und
sind Teil der intrazelluliren Metaboliten [Cadenas und Davies, 2000]. Superoxide wer-
den den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zugeordnet. ROS ist ein Oberbegriff fiir ver-
schiedene chemische Substanzen, wie beispielsweise Superoxidanionen, Wasserstoffpe-
roxid oder Hydroxylradikale. Einige dieser Substanzen, wie z.B. Hydroxylradikale, sind
iiberaus instabil und dementsprechend reaktiv. Superoxid-Dismutase, Glutathion-
Peroxidase und Katalase halten die Anzahl der intrazelluliren Radikale in einem
Gleichgewichtszustand. Bei Sédugetieren werden Radikale hauptsdchlich von Mito-
chondrien erzeugt [Halliwell und Gutteridge, 2007]. Der Gleichgewichtszustand von
Superoxiden in den Mitochondrien ist um das 5 bis10-fache hoher als im Zytoplasma
und im Zellkern. Da die mitochondriale DNS (mtDNS) nicht von Histonen geschiitzt

wird und von einer hdheren Menge an Radikalen umgeben ist, kommt es zu einer 10 bis
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20-fach hoheren Oxidierungsrate von mtDNS im Vergleich zur DNS im Zellkern
[Richter et al., 1988].

Die Mitochondrien produzieren die meiste Energie in der Zelle und verbrauchen somit
auch am meisten Sauerstoff. Je hoher die Stoffwechselrate, desto hoher ist die Entste-

hung von ROS [Ku et al., 1993].

Oxidativer Stress wird definiert als Stérung des Gleichgewichtes zwischen pro-
oxidativen Stoffen, z.B. Radikale, welche sehr reaktionsfreudig sind, und den antioxida-
tiven Schutzmechanismen des Kdorpers [Sies, 1997]. Zu den antioxidativen Schutzme-
chanismen gehoren sowohl Antioxidantien, wie a-Tocopherol, aber auch antioxidativ
wirkende Enzyme, wie Superoxid-Dismutase oder Katalase. Oxidativer Stress kann zu
verschiedenen Zellantworten, von Mitose bis hin zu einem Zellwachstumstopp, einem
dauerhaftem Wachstumstopp, Apoptose oder sogar Nekrose fiihren. Wihrend der Apop-
tose wird die mtDNS vermehrt abgebaut [Crawford et al., 1998]. Laut Cadenas und
Davies, filihrt oxidativer Stress zu einem erhohten Einstrom von Calcium in die Mito-
chondrien, welche die mitochondrial Nuclease aktiviert. Dieses Enzym baut die mtDNS

ab [Cadenas und Davies, 2000].

Altern steht im Zusammenhang mit erhéhter Radikalbildung im Korper. Zudem zeigen
Mitochondrien von &dlteren Tieren, im Gegensatz zu den jlingeren, eine geringere Akti-
vitdt der Cytochrom C Oxidase (Komplexe IV). Dies bedeutet, dass mit dem Alter auch
die Aktivitdit der mitochondrialen Enzymkomplexe abnimmt [Nohl et al.,, 1978,
Hansford, 1983]. Des Weiteren befindet sich eine hohe Anzahl an Mitochondrien in

sehr aktiven Zellen, beispielsweise in der Muskulatur.

Der Korper kann im hohen Alter das Gleichgewicht zwischen produzierten Radikalen
und dem enzymatischen Abbau der Radikale nicht mehr aufrechterhalten [Cannizzo et

al., 2011].

Die Produktion von ROS korreliert eng mit der Langlebigkeit eines Organismus. Eine
Erhohung der Konzentration von ROS zeigt folgende entscheidende Effekte: die Schi-

digung der Zellkomponenten und die Aktivierung von Signalwegen.

Diese beiden Effekte konnen jene zelluldren Prozesse beeinflussen, welche mit alters-

bedingten Erkrankungen in Zusammenhang stehen [Nemoto et al., 2000].
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ROS konnen neben der intrazellulér Produktion auch exogen durch Umwelteinfliisse im
Korper entstehen, wie zum Beispiel durch erhdhte UV-Strahlung oder Rauchen [Gracy
etal., 1999].

Eine Studie von Bejma et al. hat 8 Monate und 25 Monate alte Méuse auf die Anzahl
an gebildeten Oxidationsprodukten im Korper untersucht. Altere Miuse zeigten eine
hohere Oxidation als jlingere Mause. Die Méause, welche sich regelméfig im Laufrad
betétigten (10 min/Tag 3 mal wdchentlich), zeigten keinen signifikanten Unterschied zu
der Kontrollgruppe welche sich nicht regelmiBig korperlich betitigte [Bejma et al.,
2000]. Sind die antioxidativen Schutzmechanismen nicht ausreichend, konnen die Radi-

kale zur Oxidation von Proteinen, Fettsduren und auch der DNS fiihren [Yu, 1994].

Eine Studie von Laufs et al., durchgefiihrt an Mausen, hat gezeigt, dass geringe korper-
liche Aktivitdt im Zusammenhang mit erhhtem oxidativem Stress steht. Die Miuse
wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Die ,,Sportgruppe® hatten die Mdglichkeit durch ein
zusitzliches Laufrad im Kéfig sich jeder Zeit korperlich zu betitigen. Bei der Kontroll-

gruppe fehlte dieses Laufrad im Kéfig.

Anhand der Studie sieht man auBerdem, dass jene Méuse, welche sich korperlich betati-
gen, eine niedrigere NADPH-Oxidaseaktivitdt besitzen. NADPH-Oxidase ist verant-
wortlich fiir die Bildung der meisten Radikale in den vaskuldren Wianden und steht so-

mit im Zusammenhang mit Arteriosklerose. [Laufs et al., 2005].

Erhohter oxidative Stress im Alter kann DNS-Schiaden und Chromosomenbriiche her-

vorrufen, welche dann durch den CBMN-Assay als Mikrokerne sichtbar werden.

Mikrokerne enthalten Chromosomenfragmente oder ganze Chromosomen, welche wih-
rend der Zellteilung nicht in dem Tochterzellkern mit eingeschlossen wurden. Mikro-
kerne sind also ein Hinweis auf Chromosomenbriiche durch DNA-Schiden, welche
nicht repariert worden sind. Sie kdnnten aber auch ein Hinweis auf Fehlregelungen der
mitotischen Vorginge sein. Diese Fehlregelungen und die DNS-Schéden konnen durch
oxidativen Stress verursacht werden. Andere Griinde kdnnten zum Beispiel Toxine sein,
welche clastogen wirken, genetische Defekte an einem oder mehreren Checkpoints des
Zellzyklusses, Defekte in den DNA Reparaturmechanismen und /oder ein Mangel an
Nahrstoffen, welche als Cofaktoren im DNA Metabolismus mitwirken [Bonassi et al.,

2007].
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Scheinbar fiihrt oxidative Schidigung der mitochondrialen DNS und der mitochondria-
len Enzyme zu altersbedingten degenerativen Erkrankungen [Cadenas und Davies,

2000].

2.3.1 Inflammaging

In diesem Zusammenhang ist der Terminus ,,Inflammaging* (Entziindungsaltern) ent-
standen. Franceschi war der Erste, welcher diese Bezeichnung benutzte. Inflammaging
ist ein wichtiges Charakteristikum des Alterungsprozesses und wird durch durchgehen-

de Antigen-Belastung und Stress verursacht [Franceschi et al., 2000].

Fiir den Organismus schédliche Substanzen werden durch Stoffwechselvorginge so-
wohl vom Korper selbst, als auch durch die auf den Korper wirkende Umwelt produ-

ziert.

Der Korper besitzt mehrere Mechanismen auf verschiedenen Ebenen um schédliche

Substanzen, wie zum Beispiel ROS zu neutralisieren bzw. zu bekdmpfen.

1. Molekulare Ebene: DNS Reparaturmechanismen, Produktion von Heat-
schockproteine und antioxidative Systeme

2. Zelluldre Ebene: Apoptose, Phagozytose von geschidigten Zellen und Erneue-
rung der Zellen durch Vorlduferzellen

3. Systemische Ebene: Immunabwehr, Entziindungsprozesse und neuroendocrine
Mechanismen

4. Ebene des Organismus: Vermeidung von Gefahren

Jeder dieser Mechanismen triigt zum Uberleben und zur Langlebigkeit des Organismus
bei. Dennoch wird die Langlebigkeit eines Organismus von mehr als der Summe dieser

Mechanismen bestimmt [Franceschi et al., 2007].

Inflammaging bezeichnet die erhéhte Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen

im Alter und die damit verbundenen chronischen Erkrankungen. Es ist bekannt, dass
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mit dem Alter die Cortisolkonzentration im Blut steigt. Erhohte Cortisolausschiittung

fordert die katabolen Vorgiange im Korper[Giordano et al., 2005].

Mehrere Krankheiten, wie beispielsweise Diabetes Typ 2, kardiovaskuldre Erkrankun-
gen, Sarkopenie und Osteoporose, haben Entziindungsprozesse als Gemeinsamkeit. Es
besteht noch keine Klarheit dartiber, ob diese Erkrankungen die inflammatorischen Pro-
zesse verursachen oder ob die altersbedingten Erkrankungen durch Entziindungsprozes-
se verursacht werden. Ungeachtet dessen, ob die inflammatorischen Prozesse nun Ursa-
che oder Konsequenz von altersbedingten Erkrankungen sind, spielt der oxidative Stress

eine erhebliche Rolle bei niedriggradigen Entziindungsprozessen.

Es gibt 2 Signalwege wie freie Radikale die inflammatorischen Prozesse im Korper ak-
tivieren. Der erste Weg fiihrt liber die Aktivierung des Toll-like-Rezeptors und der
zweite Weg fiihrt iiber die NALP-3-Inflammasom. Die Aktivierung von Toll-like-
Rezeptoren und NALP-3-Inflammasom fiithren zu einer Erhohung von Zytokinen im
Korper [Gill et al., 2010]. Bei dlteren Menschen wurde ein Erhohung an Zytokinen im
Korper festgestellt wie zum Beispiel IL-6 und TNF-a [Donato et al., 2008, Visser et al.,
2002]. Dadurch werden die Makrophagen, Granulozyten und dendritischen Zellen im
Korper aktiviert. Dies wiederum fithrt zu einer weiteren Radikalbildung, welche die
Entziindungsprozesse weiterhin aktivieren [Cannizzo et al., 2011, Gill et al., 2010]. Aus
diesem Grund wird oft Inflammaging als Faktor fiir altersbedingte Erkrankungen ge-

nannt [Cevenini et al., 2013].

2.4 Mikrokernvorkommen und Chromosomenschiden

Geregelte DNS-Replikation und Reparatur ist wichtig fiir die Gesundheit eines Men-
schen. Sind die Replikation und/oder Reparaturmechanismen gestort, kann es zu Ge-
nominstabilitdit kommen [Bentley et al., 2002]. Dies wiederum kann zur Entstehung von
Krankheiten wie Krebs fiihren. Das Mikrokernvorkommen hat sich als guter Biomarker
fiir Krebsrisiko erwiesen. Eine Erhohung der Anzahl an Mikrokernen kann auf die Ent-

wicklung von Krebs hinweisen [Fenech et al., 1999].

Mikrokerne sind zusitzliche Zellkerne, welche sich im Zytoplasma, durch Mitose ent-

standene Tochterzellen, befinden [Huang et al., 2009, Utani et al., 2010]. Mikrokerne
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entstehen durch Chromosomenbriiche oder ganzen Chromosomen, welche wihrend der
Zellteilung nicht in den Tochterzellkern mit eingeschlossen wurden. [Fenech et al.,

1999] (Siche Abbildung 2).

o 0.0 @
@)

Abbildung 2: Entstehung von Mikrokernen wihrend der Zellteilung [Fenech et al., 1999]

Mikrokerne sind also ein Indiz fiir Chromosomenbriiche und einen Verlust an Chromo-

somen [Fenech et al., 1999].

Es haben sich schon einige Studien mit dem genauen Mechanismus der Mikrokernent-
stehung beschéftigt. Da die MN-Entwicklung ein dynamischer und sehr komplexer Pro-
zess ist, gibt es noch immer offene Fragen. Einige Studien zeigen, dass sich die Nuclear
Buds (NBuds) in der Interphase zu Mikrokernen weiterentwickeln. In diesem Fall wé-
ren also die Mikrokerne und die NBuds ein Indikator fiir Genomstabilitdt [Utani et al.,

2010]. NBuds sind kleine Ausstiilpungen des Zellkerns [Fenech, 2007].

Weitere Kriterien werden im Laufe dieser Masterarbeit beschrieben (siehe Kapitel

3.2.5).

Es wurde beobachtet, dass Zellen, welche MN besitzen, oftmals im Verlauf des Zellzyk-
lus anormale Mitosen durchlaufen. Daraus entwickeln sich Tochterzellen die Storungen

aufweisen konnen, etwa anormal kleine Zellkerne und geschiadigte DNS.

Zellen, welche NBuds besitzen und keine MN, entwickeln nach der Mitose Tochterzel-
len die weniger hiufig oben genannte Schidden zeigen. Utani et al. konnten zudem be-
weisen, dass Zellen mit MN ein hoheres Risiko fiir Apoptosen aufweisen, als Zellen

ohne MN.
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Fiir dieses Phdnomen gibt es 2 Hypothesen:

e Zellen mit MN haben starken DNS-Schédden, was zur Einleitung des program-
mierten Zelltods, der Apoptose, fiithren kann.
e Durch MN funktioniert die Genexpression nicht einwandfrei, was schliefSlich

zur Apoptose fiihrt [Utani et al., 2010].

Neben Mikrokernen stehen die Nuclear Buds (NBuds) und Nucleoplasmic Bridges
(NPBS) ebenfalls in Verbindung mit genomischer Instabilitit und Krebsentstehung.
NBuds sind morphologisch gesehen den Mikrokernen, bis auf die Tatsache dass NBuds
noch mit dem Zellkern durch einen diinnen nucleoplasmischen Strang verbunden sind,

sehr dhnlich [Utani et al., 2010, Fenech, 2007].

2.4.1 Cytokinesis-Block micronucleus Cytome Assay (CBMN-Assays)

Das CBMN-Assay ist die bevorzugte Methode zur Untersuchung von Chromosomen-
briichen in Zellen von Menschen oder Sdugetieren. Durch diese Methode kénnen meh-

rere Parameter erhoben werden:

¢ Genotoxische Parameter ( MN, NBud und NPB in den Zweikernzellen)
e (ytotoxische Parameter (Anteil an Apoptosen und Nekrosen)
e C(Cytostatsiche Parameter (Anteil an Mehrkernzellen, Zweikernzellen und Ein-

kernzellen)

Nachdem die Zellen einmal zur Teilung angeregt worden sind, wird die Zellteilung
durch Cytochalasin B gestoppt. Die Zellen besitzen zu diesem Zeitpunkt zwei Kerne.
Die Zweikernzellen miissen sich einmal geteilt haben, da es nur so moglich die genoto-
xischen Parameter zu erkennen [Fenech, 2007, Fenech, 2000, Fenech und Crott, 2002,
Fenech und Morley, 1985]. Das CBMN-Assay dient zudem als ein Biomarker fiir
chromosomale Schidden und als erster Hinweis auf eine mogliche Krebsentstehung.

[Pampalona et al., 2010].
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In den vergangen Jahren hat sich das CBMN-Assay als eine der fiihrenden
Methoden zur Messung von Chromosomenverlust, Chromosomenbriiche, Nekrose,

Apoptose und Zellwachstumsstopp etabliert [Fenech und Morley, 1986].
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Abbildung 3: Parameter des CBMN-Assays [Fenech und Crott, 2002]
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Der CBMN Assay wird auch benutzt um die NPBs und die NBuds zu messen.

NBuds sind Biomarker fiir Genamplifikationen, Bridges fiir die Formveridnderung von
Chromosomen entstanden durch die Verschmelzung von Telomeren aber auch durch
falsche DNS Reparatur [Fenech, 2007]. Telomere sind die repetitiven Nucleotidsequenz
am Ende eines Chromosoms welche die Chromosome vor Schidden und Verschmelzung

untereiender schiitzen sollen [Halliwell und Gutteridge, 2007].

NPBs entstehen in der Anaphase der Mitose. Durch das Auseinanderziehen der Chro-
mosomenpaare mit 2 Zentromeren wéhrend der Zellteilung kommt es zur Entstehung
von sogenannten ,,Bridges=Briicken* welche die Tochterzellkerne miteinander verbin-
den. NPBs konnen in der spiten Anaphase brechen und somit konnen Mirkokerne ent-

stehen [Hoffelder et al., 2004, IAEA, 2001].

NBuds sind ein MaB fiir Genamplifikationen und NPBs fiir Chromosomen Reorganisa-
tionen. Es wird behauptet, dass der Zellkern “erkennt” wenn sich zu viel DNS im
Zellkern befinden. Aufgrund dessen konnte die liberschiissige DNS in Form von NBuds
oder Mikrokernen aus dem Zellkern entfernt werden. Die Entstehung von NBuds findet
wihrend der S Phase der Mitose statt. Die NBuds haben eine sehr dhnliche Morphologie
wie Mikrokerne, nur sind die NBuds noch durch nukleoplasmisch Material an den Zell-
kern gebunden. Es ist noch nicht bekannt wie lange NBuds an dem Zellkern verbunden
bleiben und ab welchem Zeitpunkt die NBuds zu Mikrokernen werden [Shimizu et al.,

1998].
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2.4.2 Alter und Geschlecht
2.4.2.1 Alter

Fenech und Morley haben als Erste in den 1980er Jahre einen Zusammenhang zwischen
Mikrokernvorkommen, Alter und Geschlecht erkannt. Sie konnten beweisen, dass die
MN-Anzahl in Lymphozyten mit dem Alter positiv korreliert [Fenech und Morley,

1986]. Dieses Phinomen hingt mit verschiedenen Faktoren zusammen.

e Mutationen der Gene, welche einen Effekt auf die DNS-Reparaturmechanismen
haben

e Mutationen jener Gene, welche Einfluss auf den Zellzyklus und die Chromoso-
mensegregation haben

e Strukturverdnderungen der Chromosomen, verursacht durch genotoxische Sub-

stanzen oder ungesundem Lebensstil [Tucker et al., 1996].

Zudem hat die Studie von Huang et al. denselben Beweis erbringen konnen. Sie unter-
suchten 208 japanische Metallarbeiter auf ihre MN-Héufigkeit in Lymphozyten. Die
Probanden waren zwischen 20 und 59 Jahre alt. Sie konnten belegen, dass mit steigen-

dem Alter der Mittelwert der MN-Anzahl signifikant ansteigt. [Huang et al., 2009]

Wojda et al. fanden heraus, ganz im Gegensatz zu den oben genannten Aussagen, dass
die MN-Haufigkeit bei der Altersgruppe 60-68 Jahren am hochsten war, sowohl bei den
Frauen als auch bei den Mannern. Die MN-Haufigkeit nahm in der Altersgruppe > 70
Jahre wieder ab. Die Abnahme der MN-Haufigkeit bei der Altersgruppe > 70 Jahre war
nur bei den Frauen signifikant das ruht daher dass in dieser Altersgruppe die Anzahl der
Minner geringer war (Anzahl & = 16; Anzahl 9=57). Die ilteste Probandin war 108
Jahre alt [Wojda et al., 2007].
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2.4.2.2 Geschlecht

Frauen haben im Vergleich zu Minnern eine hohere Anzahl an Mikrokernen, da das X-
Chromosom eine hohere Tendenz dazu hat Mirkokerne zu bilden. Da Ménner im Ver-
gleich zu Frauen nur ein X-Chromosom besitzen, haben sie tendenziell weniger MN

[Tucker et al., 1996, Bukvic et al., 2001]

Wojda et al. haben gezeigt dass die MN Héufigkeit bei Frauen signifikant hoher ist als
bei den Ménnern. Dies galt aber nur fiir die Altersgruppe < 60 Jahre. Waren die Proban-
dInnen jedoch élter als 60 Jahre gab es keinen signifikanten Unterschied in der MN-
Haufigkeit zwischen Ménner und Frauen. [Wojda et al., 2007]

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Wojda, zeigte die Studie von Ishikawa, dass
Mainner eine signifikant hohere MN-Haufigkeit vorweisen. 71 gesunde ProbandInnen,
davon 38 Minner und 33 Frauen, wurden auf MN untersucht. Das Durchschnittsalter
lag hier bei den Ménnern bei 38,8 Jahren und bei den Frauen bei 33.3 Jahren. Ishikawa
et al. haben die Hypothese aufgestellt, dass die Stabilitit des Y-Chromosoms geringer
ist und somit die MN-Anzahl bei Mianner haufiger ist. Man sollte aber beachten dass bei
dieser Studie, in der Ménnergruppe von 38 Probanden 23 Raucher waren und dass in

der Frauengruppe nur 3 Raucherinnen von 33 Probandinnen waren [Ishikawa et al.,

2003a].
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2.4.3 Ernihrung und Sport
2.4.3.1 Ernihrung

Die Wahl und die Menge der Lebensmittel haben einen erheblichen Einfluss auf die
Mikronéhrstoffkonzentrationen welche wiederum einen Einfluss auf Gesundheit und
Langlebigkeit des Menschen haben [Ames et al., 1993]. Durch die Atmungskette ent-
stehen Oxidationsprodukte im Kdrper welche durch korpereigene Systeme (z.B. Enzy-
me) aber auch durch Mikrondhrstoffe, welche selber als Antioxidantien oder als Teil
eines antioxidativem Enzyms agieren, inaktiviert werden. Enzyme und Proteine, wel-
che in der DNS-Synthese und/oder DNS-Reparatur mitwirken, benétigen Mikrondhr-
stoffe als Substrate oder als Cofaktoren [Halliwell und Gutteridge, 2007].

Kazimirova et al. untersuchten den Einfluss einer Vitamin und Mineralstoffsupplemen-
tierung auf die Entstehung von Chromosomen-Anomalitdten und Briichen. Die Proban-
den (ausschlieBlich Minner) erhielten jeden Tag, 3 Monate lang, ein Supplement mit
100mg Vitamin C, 100 mg Vitamin E, 6mg B-Carotin und 50pg Selen [Kazimirova et
al., 2006]. Die Menge an Vitamin E (Empfehlung: 12-15mg Tocopherol-Aquivalent/
Tag) und B-Carotin (Empfehlung: 2-4mg B-Carotin/ Tag) iibersteigen die téglich emp-
fohlene Aufnahme der DACH- Referenzwerte. Es hat sich herausgestellt, obwohl die
Supplementierung teilweise hoher ist als die DACH-Empfehlungen, dass die Mikro-
ndhrstoffsupplementierung einen signifikant (p < 0,05) positiven Effekt auf die Chro-
mosomenbriiche hat. Dieser Effekt war auch bei der Rauchergruppe sichtbar obwohl die
B-Carotin Supplementierung hoher war als empfohlen [Kazimirova et al., 2006,

Elmadfa und Leitzmann, 2004, DGE, 2014].

Fenech et al. untersuchten 190 gesunde Teilnehmer auf Genomschidden anhand der
CBMN-Methode und eines Fragebogens zum Lebensmittelkonsum. Sie wollten heraus-
finden, ob eine Supplementierung iiber 6 Monate mit B-Carotin (18 mg), Vitamin C
(900 mg), Vitamin E (250 mg) und Zink (12mg) die Genomstabilitdt verbessert. Die
Studie zeigte, dass die Supplementierung mit Zink, Vitamin E, B-Carotin und Vitamin C
die MN-Héufigkeit in der Supplementierungsgruppe nach 6 Monaten signifikant gegen-
iiber der Kontrollgruppe reduzierte. Die Studie hat neben den supplementierten Vitami-
nen auch noch die protektiven Eigenschaften von Folsdure, Calcium und Niacin auf die

Genomstabilitit untersucht. Diese Studie zeigte, dass 5 Mikrondhrstoffe, Niacin, Fol-
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sdure, Vitamin E, Retinol und Calcium, eine Schutzfunktion auf die Stabilitit des Ge-

noms haben [Fenech et al., 2005].

Im Vergleich zu den D-A-CH Referenzwerten sind die Menge an Vitaminen und Mine-
ralstoffen, welche den Probanden in der Studie von Fenech et al.[Fenech et al., 2005]

gegeben wurde, sehr hoch [DGE, 2014].

Calcium spielt eine wichtige Rolle bei der Chromosomenverteilung, Zellproliferation,

Apoptosevorgang und der Zelldifferenzierung. [Cho et al., 2004].

Niacin, ein Sammelbegriff fiir Nikotinsdureamide und Nikotinséure, ist ein wichtiger
Baustein von Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) und Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotidphosphat (NADP+) und ein Cofaktor der PolyADPribose-polymerase
(PARP). PARP wird benotigt um beschddigte DNS zu reparieren, fiir den Erhalt der
Telomere, Chromosomenverteilung und fiir den einwandfreien Verlauf der Apoptose.
Zusitzlich ist Niacin ein Cofaktor der SIR2-Histone-Deacetylase, welche Histone dea-
cetyliert und somit die Chromosomen ,,schlie3t und folglich das Risiko eines Chromo-

somenbruchs vermindert [Hasty, 2001, Blander und Guarente, 2004].

B-Carotin zeigte sowohl bei einer niedrigen Aufnahme, als auch bei einer hohen Auf-
nahme negative Effekte auf das Genom. Eine Erkldrung dafiir wire, dass pB-Carotin
durch Radikale oxidiert wird, und somit genotoxische Produkte entstehen. Ist die Auf-
nahme an B-Carotin zu gering, kann nur wenig Retinol gebildet werden. Retinol
unterdriickt die Expression von NFkb (Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells). NFkb ist fiir Entziindungsprozesse verantwortlich und verhindert die

Apoptose. Die MN-Hiufigkeit kann somit erh6ht werden [Carlsen et al., 2004].

Folsduremangel fiihrt zu Hypomethylierung der DNS und zu erhdhter Uracileinlagerun-
gen in die DNS [Crott et al., 2001b]. Erhohte Uracileinlagerungen kénnen zu Strang-
briichen in der DNS fithren und somit in Verbindung mit einer erhohter MN-Héufigkeit
stehen [Kimura et al., 2004].

Dies sind zwei Ereignisse, welche zur MN-Entstehung beitragen. Verschiedene Inter-
ventionsstudien haben herausgefunden, dass >200ug Folsdure pro Tag bendtigt werden,

um die Genomstabilitit zu gewihrleisten [Fenech et al., 1998].
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Eine erhohte Aufnahme von Biotin (>25,50pug/Tag), Pantothensiure (>5,65mg/Tag) und
Riboflavin(>2,42mg/Tag) erhohen wiederum die Héufigkeit von MN [Fenech et al.,
2005]

Folsdure und Vitamin B12 sind wichtig fir den korrekten Ablauf des DNS-
Metabolismus, da diese Vitamine Methylgruppen bereitstellen. Folsdure wird flir die
Synthese von Deoxythymidine Monophosphaten (d{TMP) aus Deoxyuridin Monophos-
phat (dUMP) benotigt (siehe auch Abbildung 3). dTMP spielt eine fithrende Rolle bei
der Methylierung von DNS [Eto und Krumdieck, 1986].

Ein Mangel an Vitamin B12 hat dhnliche Auswirkungen, da Folsdure ohne Vitamin B12
nicht in die Form umgewandelt werden kann, die bendtigt wird um dTMP zu syntheti-

sieren [ Wagner, 1995].

AuBerdem wird Vitamin B12 und Folsdure fiir die Synthese von Methionin aus Homo-
cystein und die Synthese von S-adenosylmethionin (SAM) benétigt [Chiang et al.,
1996].

Eine Studie untersuchte Ménner im Alter zwischen 50 und 70 Jahren und die Haufigkeit
von MN in Bezug auf Folsdurekonzentration im Plasma. Eine erhohte MN-Héufigkeit
zeigte sich bei Mianner mit einer Folsdurekonzentrationen von <6,8nmol/l, B12 von
<150pmol/l und Homocysteinkonzentration von >10 umol/l. Studienteilnehmer, welche
ausreichend mit Vitamin B12 und Folsdure versorgt waren, aber einen Homocystein-
konzentration von iiber 10pumol/l hatten, hatten eine hohere Anzahl von Mikrokernen im
Vergleich zu Probanden mit einem niedrigeren Homocysteinkonzentration [Fenech et

al., 1997].

Des Weiteren konnten Fenech und Crott zeigen, dass durch einen Mangel an Folsdure,
neben den Mikrokernen auch die Anzahl der NBuds und der NPBs erhoht waren. Die
Lymphozyten von 20 ProbandInnen wurden in vitro kultiviert und mit entweder 12,
24,60 oder 120nM Folsédure versetzt. Die optimale Konzentration an Folsdure um die

Genomstabilitit zu minimieren war 60nM [Crott et al., 2001a].
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Abbildung 4: Folsdure Stoffwechsel [Wagner, 1995]

Der Osterreichische Erndhrungsbericht von 2012 bestétigt, dass sowohl bei Kindern und
Erwachsenen, als auch bei Seniorlnnen die Folsdureaufnahme im Vergleich zu den
Empfehlungen der D-A-CH-Referenzwerte zu niedrig ist. Dennoch ist die Folatkon-
zentration im Plasma von Seniorlnnen zufriedenstellend. Des Weiteren liegt die Auf-
nahme von Calcium unter den Empfehlungen. Die Plasmakonzentrationen von -
Carotin bei Seniorlnnen sind zu niedrig. Die Aufnahme von Vitamin D und Zink bei
Seniorlnnen ist kritisch. Weniger kritisch aber dennoch nicht auler Acht zu lassen, ist

die Aufnahme von Vitamin B12 und Eisen [Elmadfa et al., 2012].

Vegetarische Erndhrung kann zu einer teilweise hoheren Mikronédhrstoffaufnahme fiih-
ren, im Vergleich zu Mischkdstler. Die hohe Aufnahme von verschiedenen Mikronéhr-
stoffen, zum Beispiel B-Carotin oder Vitamin C, verbessert den antioxidativen Schutz.
Dennoch kann es zu einer Unterversorgung an Vitamin B12 bei Vegetariern kommen.
B-Vitamine sind auch wichtige Komponenten des DNS Metabolismus (sieche Abbildung
3). AuBlerdem zeigten die Vegetarier in der Studie von Kazimirova et al. einen signifi-
kant hoheren Homocystein Spiegel im Vergleich zu den Mischkdstler [Kazimirova et
al., 2006]. Ein hoher Homocysteinspiegel wurde in der Studie von Andreassi et al. in
Verbindung mit erhdhter MN-Haufigkeit bzw. Chromosomeninstabilitdt gebracht. Auch
dieser Studie konnte es eine negative Korrelation zwischen Vitamin B12 im Plasma und

MN-Haéufigkeit aufzeigen. [ Andreassi et al., 2003].
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Nun stellt sich die Frage, welche Erndahrungsweise im Hinblick auf Mikrokernentste-
hung priaventiver wirkt. Vegetarier haben im Vergleich zu Mischkostler hohere Selen-
konzentrationen im Plasma, aber dieselbe Zinkkonzentration. Andererseits fehlt Vita-
min D in pflanzlichen Lebensmitteln. Bei Vegetariern tritt hdufiger ein Mangel an Ei-
sen, Calcium, Vitamin B12, und Proteinen auf. Ein Mangel an Vitamin B12, B6, C, E,
Folsdure, Niacin, oder Eisen kann zu einem Bruch in einem Strang oder sogar an zwei
DNS-Strangen kommen und somit zum Chromosomenbruch fithren. Die Erndhrungs-
weise die die geringsten DNS-Schéden hervorruft, ist die lacto-vegetarische Erndhrung.
Diese Erndhrungsweise scheint oxidativem Stress am besten entgegenzuwirken
[Kazimirova et al., 2004]. In einer weiteren Studie von Kazimirova et al. wurden 48
gesunde Probanden (Alter zwischen 20 und 62 Jahre) untersucht, 24 waren Vegetarier
und 24 waren Mischkdstler. Die Vegetarier hatten hohere Vitamin C- und B-
Carotinkonzentrationen. Nicht signifikant, aber dennoch hoher war die Vitamin E-

Plasmakonzentration bei den Vegetariern.

Es zeigte sich, dass die MN-Héufigkeit weder bei Vegetarier noch bei Mischkostler
signifikant unterschiedlich war. Die niedrigste, aber nicht signifikante, Anzahl an Mik-

rokernen war bei den Ovo-Lacto-Vegetariern zu erkennen [Kazimirova et al., 2006].

2.4.3.2 Sport

Wie bereits bekannt, hat Sport einen gesundheitsfordernden Effekt. Dennoch, wenn der
Sport fiir die jeweilige Person zu anstrengend und ungewohnt ist, kann es zu erhéhtem
Sauerstofffluss in den Muskeln kommen und somit zu einem erhohten oxidativem
Stress. Allerdings haben Studien gezeigt, dass Menschen aller Altersgruppen, welche
sich sportlich betdtigen, von dem antioxidativen Effekt profitieren kénnen, da sich der

Korper an den regelmifligen Sport angepasst hat.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass das Lebensalter durch regelméfige sportliche Betéti-

gung um durchschnittlich zwei Jahre verldngert werden kann [Paffenbarger et al., 1993].

Fenech und Bonassi haben 6 Studien miteinander verglichen, welche den Einfluss von
Sport auf die Mikrokernentstehung zeigen. Alle 6 Studien weisen unterschiedliche Er-

gebnisse auf, da sowohl die Studiendesigns, die Studienteilnehmer und die Trainingsin-
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tensititen sehr stark variieren. Die Ergebnisse reichen von einer Reduktion der MN-
Anzahl als Antwort auf eine moderate Trainingsintensitit oder sogar als Antwort auf

einen Triathlon, bis hin zu keinem Effekt [Fenech und Bonassi, 2011].

Die Studie von Reichhold et al. untersucht den Einfluss einer sehr intensiven sportlichen
Belastung, in diesem Fall eines Triathlons, auf die MN-Héufigkeit. Nach dem Iron-
Man-Triathlon kam es zu keinem Anstieg der MN-Anzahl. [Reichhold et al., 2008].
Eine Studie, durchgefiihrt von Pittaluga et al., untersuchten 18 junge Athleten als auch
Hobbysportler auf die MN- und Apoptosenhiufigkeit nach einem kdorperlich anstren-
genden Training. Es zeigte sich, dass die Athleten die hochste MN-Anzahl nach dem
Training hatten. Die Apoptosenhdufigkeit zeigte sowohl bei den Hobbysportlern als
auch bei den Athleten eine leichte Erhohung kurz nach dem Training und eine komplet-

te Wiederherstellung der Apoptosenhéufigkeit [Pittaluga et al., 2006].

Huang et al. untersuchten 208 japanische Metallarbeiter auf den Einfluss des Lebens-
stils auf ihre jeweilige MN-Héufigkeit . Es konnte gezeigt werden dass ein regelméfige
korperliche Betdtigung (= 2 Mal/ Woche) die MN Anzahl signifikant verringert im Ge-
gensatz zu der MN Anzahl der Metallarbeitern welche kaum Sport betrieben. Die Pro-
banden dieser Studie waren um einiges jiinger (Durchschnittsalter 43,7 Jahre) als die

ProbandInnen der ,,Active Ageing* Studie [Huang et al., 2009] (siehe Kapitel 4.1).

Eine weitere Studie wurde an 9 élteren Ménnern (66,6 Jahre + 3,1 Jahre) mit Typ 2 Dia-
betes durchgefiihrt, welche an einem 16-wdchigen Trainingsprogram mit ausschlielich
progressivem Krafttraining teilgenommen haben. Die Studie konnte zeigen dass das
progressive Krafttraining einen signifikant positiven Effekt auf das viszerale Fett und
die Insulinsensitivitit der Probanden hatte. 2 Mal pro Woche mussten die Probanden je
45-60 Minuten das Krafttraining durchfiihren [Ibanez et al., 2005]. Das progressive
Krafttraining wurde auch wéhrend der ,,Active Ageing“-Studie als Trainingsinterventi-
on genutzt (siche Kapitel 3.1.3). Das progressive Krafttraining wird als Training defi-
niert bei welchem der Muskel progressiv den Kraftaufwand erhohen muss [Ibanez et al.,

2005].

Durch die unterschiedlichen Studiendesigns kann bis dato noch keine einheitliche Aus-

sage zum Einfluss von Sport auf die MN-Héaufigkeit getroffen werden.
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2.4.4 Lebensstil

Neben Erndhrung und Sport hat auch der Lebensstil einen erheblichen Einfluss auf die
Mikrokernentstehung. Ein ungesunder Lebensstil, zum Beispiel Alkoholabusus, Rau-
chen, wenig Schlaf und Stress, werden oft mit kardiovaskuldren Erkrankungen und
Krebsentstehung in Verbindung gebracht. Da MN als Biomarker fiir Krebsentstehung
gilt, hat Huang P. et al. eine Studie durchgefiihrt, welche den Einfluss vom Lebensstil
auf die Haufigkeit der MN-Entstehung untersucht hat. Es hat sich herausgestellt, dass
die Qualitit des Lebensstils negativ mit der MN-Haufigkeit korreliert. Unausgewogene
Erndhrung, wenig korperliche Bewegung (< 2 Mal/ Woche), zu wenig Schlaf (<6 Stun-
den/Nacht) und mehr als 9 Stunden Arbeit pro Tag fiihren zu einer signifikant hdheren
Anzahl an MN. In der Rauchergruppe war die MN-Anzahl nur bei den starken Rauchern
signifikant erhoht. Psychischer Stress und Alkohol hatten in dieser Studie keinen signi-

fikanten Einfluss auf die MN-Entstehung [Huang et al., 2009].

Exzessiver Alkoholkonsum ist ein Risikofaktor fiir Krebsentstehung [Ishikawa et al.,
2007]. Einige Studien haben den Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und MN-
Vorkommen in Lymphozyten untersucht und beweisen kdnnen, dass exzessiver Alko-
holkonsum die MN-Anzahl erhoht [Kim et al., 2005, Ishikawa et al., 2007, Maffei et
al., 2000]. Alkohol wird mithilfe der Alkoholdehydrogenase (ALDH1B) zu Acetalde-
hyd metabolisiert. Acetaldehyd wird durch die ALDH2 in Acetat umgewandelt. Geneti-
sche Polymorphismen der ALDH2 und ALDHIB koénnen die Umwandlung von Alko-
hol in Acetat erheblich verdndern und somit auch einen Einfluss auf die MN-Entstehung
haben [Whitfield, 1994]. Eine inaktive ALDH2 hat gezeigt, dass die MN-Rate bei Al-
koholkonsum deutlich, im Vergleich zu Probanden mit normaler ALDH2-Aktivitit,
erhoht war [Ishikawa et al., 2003b, Whitfield, 1994]. Es wurde gezeigt, dass der Kon-
sum von alkoholfreiem rotem Wein einen positiven Effekt auf die MN-Anzahl hat im
Vergleich zu alkoholhaltigem rotem Wein. Grund dafiir konnte der antioxidativ wirken-

de sekundire Pflanzenstoff Resveratrol sein [Greenrod et al., 2005].
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Die oben genannten Daten aus der Literatur lassen erhoffen dass, die Training und Er-
ndhrungsintervention, die MN-Héufigkeit der ProbandInnen der ,,Active Ageing® Studie
beeinflusst. Das Supplement ,,FortiFit*, welches den ausgewéhlten Wiener Pensionis-
tenwohnheimen zur Verfiigung stand, enthélt alle wichtigen Mikrondhrstoffe die mit
MN-Haufigkeit in Verbindung stehen. Zudem enthilt es die im Bezug auf Sarkopenie,
wichtige Aminosduren wie Leucin. Auch die Trainingseinheiten der ,,Active Ageing*
Studie enthielten wichtige Komponente welche schon in einigen Studien einen positiven
Effekt auf die MN-Entstehung zeigten. Es wurde ein progressives Krafttraining mit Ei-
gengewicht oder mit Hilfe von Therabdndern gewihlt da dieses Training im Bezug auf
die Verbesserung von Sarkopenie und MN-Anzahl am vielversprechendsten war. Der
CBMN-Assay wurde zur Ermittlung der Chromosomenbriiche in der ,,Active Ageing*
Studie gewihlt da sich dieser Assay in den vergangen Jahren als eine der fithrenden
Methoden zur Messung von genotoxischen Parameter, Nekrose und Apoptose etabliert

hat. [Fenech und Crott, 2002]
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3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Diese Arbeit ist im Rahmen der Forschungsplattform ,,Active Ageing* entstanden. Die
durchgefiihrte Studie untersuchte die Auswirkung von einer Kraft- und Erndhrungsin-

tervention auf die korperliche Leistungsfahigkeit von Senioren.

Das regelméBige progressive Krafttraining (Definition: siehe Kapitel 2.6.2) und die Er-
ndhrungssupplementation sollten der Entwicklung von Sarkopenie entgegenwirken und

somit zu gesteigerter Lebensqualitidt und Unabhéngigkeit im Alter fiihren.

Es handelte sich dabei um eine Interventionsstudie welche randomisiert, kontrolliert und

Beobachter-blind war. Die Probanden wurden in 3 Gruppen eingeteilt:

e Trainings- und Erndhrungsintervention
e Trainingsintervention

e Kognitives Training

Diese Arbeit beschreibt nur einen Teil der Studie namlich den CBMN-Assay bzw. des-
sen Auswertung. Dieser bestimmt die Mikrokernfrequenz und wurde im Rahmen der

Studie bei allen ProbandInnen der 3 Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten durch-

gefiihrt:

e TO (Beginn)

e TI (nach 3 Monaten)
e T2 nach (6 Monaten)
e T3 (nach 12 Monaten)

Weitere Untersuchungen fanden zum Zeitpunkt T4 (nach 18 Monaten) statt welche sich

in den Arbeiten von Birgitt Fuchs und Evelyn Bacher wiederfinden wird.
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3.1.1 Probandenrekrutierung

Nachdem die Ethikkommission der Stadt Wien die Studie zugelassen hat wurden Pensi-
onistenwohnhéuser mit Hilfe des ,,Kuratorium Wiener Pensionistenhduser* (KWP) aus-
gewdhlt. In den selektierten Pensionistenhdusern wurden die Probanden ausfiihrlich
iiber den Verlauf der Studie aufgeklért. Seniorlnnen, welche an der Studie teilnehmen
wollten, mussten eine Einverstdndniserklarung unterschreiben. Desweiteren gab es Ein-
und Ausschlusskriterien, welche bei der Wahl der Seniorlnnen beachtet werden muss-

ten.

Insgesamt wurden in 5 verschiedenen Pensionistenwohnhdusern 117 Probanden im Al-
ter von 65 bis 93 Jahren rekrutiert. Gleich am Anfang der Studie schieden nochmals 18
Probanden aus, somit nahmen insgesamt 99 SeniorInnen teil. Da der Frauenanteil in den
ausgewahlten Pensionistenwohnhdusern sehr hoch war, nahmen auch deutlich mehr

Frauen an der Studie teil als Méanner (12 Méanner und 87 Frauen).

Einschlusskriterien:

e Minner und Frauen im Alter von 65+
e Mini-Mental-State > 23; das bedeutet guter geistiger Zustand
e Mindestens vier Punkte bei der Short Physical Performance Battery (SPPB)

e Féhigkeit eine Strecke von 10m ohne Hilfsmittel zuriickzulegen

Ausschlusskriterien:

e Fehlende schriftliche Einverstindniserkldrung zur Testung der korperlichen
Leistungsfahigkeit

e Kardiovaskuldre Erkrankungen

¢ Einnahme von Gerinnungshemmern

e Manifeste Osteoporose

e Diabetische Retinopathie

e FErkrankungen, welche eine medizinische Trainingstherapie kontraindizieren

e RegelmiBige Einnahme von Cortison oder Kortison-haltigen Medikamenten
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e RegelmiBiges Krafttraining (>1x/Woche) in den letzten 6 Monaten vor Ein-
schluss in die Studie

e Probanden der Supplementgruppe: Einnahme <5 Portionen ,,FortiFit“/Woche
iiber den Durchrechnungszeitraum bzw. <5 Portionen ,,FortiFit™ in jeder der bei-
den letzten Wochen vor den Tests ( ,,FortiFit* siche Kapitel 3.1.4)

e Probanden der Trainingsgruppen: Wenn weniger als 70% der moglichen Trai-
ningseinheiten besucht werden bzw. bei weniger als 3 Einheiten in den letzten

beiden Wochen vor den einzelnen Tests besucht wurden

3.1.2 Interventionsphase

In den ersten 6 Monaten wurden die Probanden 2 mal wochentlich gemal3 ihrer Grup-
penzugehorigkeit betreut. In den darauffolgenden 6 Monaten wurden die Probanden nur
noch einmal wdchentlich betreut. Die zweite Trainingseinheit musste von den Proban-
dInnen selbstidndig durchgefiihrt werden. In den letzten 6 Monaten der Studie mussten
die SeniorInnen in der Lage sein ihrem Training selbstindig 2 Mal wdchentlich nachzu-

kommen.

Zu jedem Zeitpunkt TO, T1 ,T2 und T3 fanden morgens im niichterne Zustand Blutab-
nahmen statt, die am selben Morgen gleich im Labor fiir die verschiedenen Untersu-

chungen, zu ihnen zéhlte auch die CBMN-Assay, weiterverarbeitet wurden.

3.1.3 Trainingsintervention

Jede Trainingseinheit begann mit einem 10-miniitigen Aufwirmen, welches aus Balan-
ce- und Mobilisierungsiibungen bestand. Danach folgte ein 30-miniitiges Kraft- und
Stabilisationstraining. Diese Ubungen wurden mit Hilfe von Therabindern und dem
eigenen Korpergewicht durchgefiihrt. War die Intensitét der Therabinder zu leicht oder
zu schwer, konnte eine andere Intensitit des Therabandes ausgewihlt werden. Es wur-
den in jeder Einheit 6 Muskelgruppen mithilfe von 6 bis 8 Ubungen zu jeweils 2 Sitzen

gezielt trainiert. Ein Satz bestand aus 10 bis 12 Wiederholungen bei einer Intensitit von
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60 bis 80 % des One Repetition Maximums (1 RM). Wurden mehr als 15 Wiederholun-
gen geschafft, wurde die Intensitét mit stdrkeren Therabdndern erhoht, ganz nach dem
Konzept des progressiven Trainings (sieche auch Kapitel 2.6.2). Jede Einheit wurde mit

Entspannungs- und Dehnungsiibungen abgeschlossen und dauerte 50 bis 60 Minuten.

Das Training wurde am Anfang zwei Mal pro Woche von Sportwissenschaftlern be-

treut. Das betreute Training wurde 6 Monate lang durchgefiihrt.

Danach wurden weitere 6 Monate lang nur mehr ein Mal pro Woche angeleitet trainiert
und die zweite Trainingseinheit sollte von den Seniorlnnen eigenstiandig absolviert wer-
den. AnschlieBend wurden weitere 6 Monate nur noch eigenstindig trainiert und es

wurde lediglich die Trainingsfrequenz erhoben.

3.1.4 Ernihrungsintervention

Eine der beiden Trainingsgruppen musste zusitzlich zum Training tiglich ein Nah-
rungserginzungsmittel namens ,,FortiFit“ zum Friihstiick zu sich nehmen. Ergénzend
wurde zwei Mal pro Woche jeweils eine Portion ,,FortiFit“ nach der Trainingsstunde

eingenommen.

,FortiFit wird in Pulverform mit Wasser gemischt. Eine Portion besteht aus 6 Messlof-
feln, welche mit 125 ml Wasser vermengt werden. Die Zubereitung erfolgte {iber das

Kiichenpersonal im Heim.

,FortiFit“ enthdlt neben wichtigen Vitaminen und Mineralstoffen auch essentielle Ami-
nosduren (Siehe Tabelle 1 und 2). Hauptaugenmerkt liegt hier auf der Aminoséure Leu-
cin, welche eine wichtige Rolle in der Muskelproteinsynthese spielt. Vitamin D und
diverse essentielle Aminosduren unterstiitzen gemeinsam mit Leucin den Muskelautbau

(siehe Kapitel 2.2).

Des Weiteren enthilt ,,FortiFit*“ wichtige Antioxidantien wie zum Beispiel Vitamin C

und andere Mikronéhrstoffe wie Folsdure oder Magnesium (sieche Tabelle 2).

32



Zusammensetzung von ,,FortiFit*:

Nihrstoffzusammensetzung HFortiFit*“/100 ml 1 Portion ,,Forti-
Fit“=150 ml
Energie 100 kcal 150 kcal
Kohlenhydrate 6,3¢g 94 ¢
Zucker 28¢g 42¢
Fett 2¢g 3g
Eiweil3 13,8 ¢ 20,7 g
Essentielle Aminosauren >6,6 g >10g
Molkeprotein 13,1 ¢ 19,7 g
Leucin 19¢g 285¢g
Ballaststoffe 0,8 g 12¢g
Broteinheiten 0,5 BE 0,8 BE

Tabelle 1:Makronéhrstoffe und Energiegehalt von ,,FortiFit*



Vitamine Mineralstoffe und

Spurenelemente
Vitamin A 150 pg-RE Na 150 mg
Vitamin D; 20 ug Cl 70 mg
Vitamin E 7,5 mg-0-TE K 279 mg
Vitamin K 11 pug Ca 500 mg
Thiamin 225 ug P 250 mg
Riboflavin 250 pg Mg 37 mg
Niacin 2,7 mg-NE Fe 2,4 mg
Pantothensiure 800 ng Zn 2,2 mg
Vitamin Bg 750 ng Cu 270 pg
Folsaure 200 pg Mn 500 pg
Vitamin B, 3ug IF 150 pg
Biotin 6 ug Mo 14 ng
Vitamin C 32 ug Se 15 ng

Cr 7,4 ng

I 20 pug

Tabelle 2: Mikrondhstoffgehalt/Portion ,,FortiFit* (=150 ml)

3.1.5 Kognitives Training

Die Probanden in der kognitiven Gruppe dienten als Kontrollgruppe. Die Teilnehmer
dieser Gruppe wurden genauso betreut, wie die SeniorIlnnen in den anderen zwei Grup-
pen. Die Teilnehmer in der Kontrollgruppe bekamen weder ,,FortiFit*, noch nahmen sie
an dem progressiven Training teil (siehe Kapitel 3.1.4). Sie wurden regelméBig in der
Gruppe betreut und sollten kognitiv Aufgaben 16sen. Es wurden Aufgaben und Spiele
durchgefiihrt welche sich gezielt auf das Gedéchtnis und dessen kognitiven Leistungs-

fahigkeit auswirken.
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3.2 Der CBMN-Assay

3.2.1 Verwendete Materialien

Name Einheit Hersteller
Leucoseptrohrchen 12 ml VWR
Heparinrohrchen 9 ml Vacuette
Falconrohrchen S5 ml VWR
Zentrifugenrohrchen 50 ml u. 15 ml VWR
Mikrozentrifugenréhrchen 1,5 ml Star Lab
Objekttrager, Deckglaser VWR
Countess cell counting Invitrogen

Chamber slides

Tabelle 3: Verwendete Materialien fiir den CBMN-Assay

3.2.2 Verwendete Reagenzien fiir den CBMN-Assay

¢ RPMI 1640 Steril

e Sodium-L-Pyruvat Steril

e Fetal Bovine Serum (FBS)
e L-Glutamin Steril

e Cytochlasin B

e Trypanblau

e Diff-Quick Stining Set

o Diff-Quick II

e Dulbeccos Posphate buffered saline Steril (PBS)

e Phytohaemoglutinin (PHA)
¢ Dimenthylsulfoxid (DMSO)

e Entallan

Das CBMN-Assay ist eine Methode zur Untersuchung der MN-Haufigkeit in Lympho-

zyten. Die MN-Héufigkeit ist ein Parameter von vielen, welche im Rahmen der ,,Active
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Ageing® Studie erhoben wurden. Den ProbandInnen wurden zu diesem Zweck zu fol-

genden Zeitpunkten Blut abgenommen.

e TO Beginn der Studie
e TI1 nach 3 Monaten,
e T2 nach 6 Monaten.
e T3 nach 12Monaten
e T4 nach 18 Monaten

Dieses Kapitel, das Kapitel der Zéhlkriterien als auch das Kapitel der statistischen Da-
tenauswertung wurden gemeinsam mit meiner Kollegin und Laborpartnerin Ariane

Cremer erarbeitet.

3.2.3 Vorbereitung der Reagenzien

Die Reagenzien wurden unter sterilen Bedingungen vorbereitet. Das bedeutet, es wurde

ausschlieBlich im Lamina Flow (sterile Werkbank) gearbeitet.

Alle Behéltnisse und Materialien werden mit 70-prozentigem Alkohol bespriiht, bevor

sie in den Lamina Flow gestellt werden konnen.

500 pul PHA werden aus der Stocklosung in Cryovials iiberfiihrt und eingefroren. PHA
(Pythohemagglutinin) ist ein Mitogen und regt die Zellteilung an [Fenech, 2007].

1750 ul DMSO werden ebenfalls aus der Stockldsung in Cryovials iiberfiihrt.

Besondere Vorsicht war bei der Vorbereitung der Cytocalasin B Losung aus der Stock-
16sung geboten, da Cytochalasin B ein Zellgift ist und die Zellteilung stoppt. Die Actin-
polymerisierung wird gestoppt und somit kann sich das Cytoplamsa nicht teilen
[Ballestrem et al., 1998].

Smg Cytochalasin B wurde unter dem Lamina, mit Mundschutz, 2 Paar iibereinander

angezogenen Handschuhen und Schutzbrille in 8,3 ml DMSO (steril) geldst.
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RPMI ist ein komplexes Wachstumsmedium, welches hauptsichlich fiir die Kultivie-
rung von Lymphozyten und Leukémiezellen benutzt wird. Es besteht aus Phenolrot als
Indikator fiir den PH-Wert, Hydrogencarbonat als Puffersystem, Vitamine, Salze, Glu-
kose und Aminoséduren [Lindl, 2002].

3.2.4 Probenaufbereitung

Alle Schritte bis auf die Zellzahlbestimmung und die Schritte an Tag 3 (siche Seite 40-

41) wurden steril unter dem Lamina vorgenommen.

Tag 1
Medium

Zuerst wurde das Medium hergestellt. Dazu mussten die Reagenzien erwdrmt werden,
bevor sie wie folgt zusammengemischt wurden: 3,3 ml FBS, 30 ml RPMI, 330 pl L-
Glutamin und 330 pl Sodium-L-Pyruvat. Das Medium reichte fiir 14 Proben im Doppel-

ansatz aus.

Isolierung der Lymphozyten aus dem frischen Blut

Eine Stunde bevor man das frische Vollblut erhielt, musste man die Leucoseptrohrchen
aus dem Kiihlschrank nehmen. Man erhielt von jedem Probanden zwei Heparinrohrchen
gefiillt mit Blut, welches mit einer Pasteurpipette in Leucoseptrohrchen iiberfiihrt wurde
(jeweils im Doppelansatz und jeweils 7-8ml Blut in jedes Leucoseptrohrchen). Diese
wurden anschlieBend 15 min bei 16 °C und 2400 rpm (rounds per minute) ohne Bremse
zentrifugiert, um das Plasma von den Lymphozyten und den roten Blutkdrperchen zu

trennen.

Danach wurde auf Eis weitergearbeitet.

Durch die Zentrifugation hatten sich ,,Schichten* gebildet, wobei man ganz vorsichtig
mit einer Pasteurpipette die mittlere ,,wolkenartige Schicht* (Lymphozyten) abgehoben
hat und in ein neues Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt hat (siehe Abb. 5).

37



Lymphozyten

Abbildung 5: Leucoseptrohrchen nach dem Zentrifugieren [Bild gemacht von Laborpartnerin Ariane
Cremer, 2013]

Die Zentrifugenrohrchen wurden dann mit Hilfe einer Glaspipette auf 15 ml mit PBS
aufgefiillt und 5 Mal geschwenkt.

Im Anschluss wurden die Rohrchen bei 4 °C und 1300 rpm mit Bremse fiir 15 min
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren hatte sich am Boden der Rohrchen ein weilles
Pellet gebildet. Dies waren die sedimentierten Lymphozyten. Die Fliissigkeit oberhalb
des Pellets (PBS) wurde abgesaugt.

Die Pellets wurden mit 1 ml frischer PBS aufgeldst und die R6hrchen mit 10 ml PBS
aufgefiillt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt = 10 min, 4°C, 1300rpm. Der
Uberstand wurde wie zuvor abgesaugt und die Pellets wurden noch einmal in 1 ml PBS
aufgelost. Die im Doppelansatz aufbereiteten Proben wurden nun in einem Rdéhrchen
vereint.

Zellzahlbestimmung

Um in jedem Rohrchen eine ungefdhr gleiche Zellzahl zu haben, musste diese zuvor
anhand der Countess bestimmt werden. Dazu wurden 40 pl PBS in ein Mikrozentrifu-
genréhrchen pipettiert und mit 20 pl einer Probe vermischt. Es wurden dann 10 pl die-
ser Mischung mit 10 pl Trypanblau in einem weiteren Mikrozentrifugenréhrchen ver-

mischt und 10 pl aus der nun entstandenen Mischung auf eine Neubauer Zahlkammer
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aufgetragen und in die Countess geschoben. Diese zdhlte automatisch sowohl nicht vita-

le als auch vitale Zellen.
Inkubation

Die vereinte Suspension wurde bei 22 °C, 1300 rpm und bei einer Dauer von 10 Minu-
ten mit Bremse zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und mit 1880 pl

PBS aufgelost.

Nun wurde wieder im Doppelansatz gearbeitet.

In ein Falconr6hrchen wurden anhand einer Formel im Excel die Menge der Zellsupen-
sion und die Menge des Mediums berechnet. Das Endvolumen sollte in jedem Rohr-
chen 750 pl und die Zellkonzentration 1x106/ml betragen.

Danach wurde 15 pl PHA zu jeder Probe hinzugegeben um die mitotische Zellteilung
zu stimulieren. Da nur 3 Proben am Tag in der Zentrifuge Platz hatten, wurde PHA in
einem Abstand von 20 Minuten hinzugegeben. In der Zwischenzeit wurden die anderen
Proben mit Alufolie bedeckt. Ist tiberall PHA hinzugegeben worden, so werden die Pro-

ben bei 37°C und 5% CO?2 fiir genau 44 Stunden inkubiert.

Tag 2 (nach 44 Stunden)

Cytocalasin B und RPMI wurden im Wasserbad erwarmt. 180 pl Cytochalasin B wurde
mit 1620 pl RPMI vermischt. Cytoclasin B ist ein Zellgift, welches die Zellteilung
stoppt. Man sollte hier mit besonderer Vorsicht arbeiten.

Von jedem Falconréhrchen aus dem Inkubator wurden 56,2 ul des Uberstandes entfernt
und mit genau 56,2 ul Cytocalasin B-Gemisch versetzt. Auch dies geschah wieder in
einem 20 miniitigem Abstand. Cytochalasin B stoppte die Zellteilung.

Die Falconrohrchen wurden fiir weitere 28 Stunden bei 37°C und 5% CO?2 inkubiert.

Tag 3 (nach 72 Stunden)

An diesem Tag wurde nicht mehr unter sterilen Bedingungen gearbeitet.
Tag 3 bestand aus dem Auftragen der Zellen auf Objekttrdgern und die Fiarbung der
Zellen. Dafiir wurden die Objekttrager zuerst fiir den Cytospin vorbereitet. Mit einer

Klammer wurden Trichter, Objekttrager und Filterpapier befestigt und diese schon in
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den Cytospin hineingelegt. Danach wurden von der Zellsuspension 200 pl des Uber-
standes entfernt und 46 ul DMSO hinzugefiigt. Erst dann wurde die Zellsuspension vor-
sichtig durch Klopfen vermischt. 120 ul der Zellsuspension wurden in die Trichter hi-
neinpipetiert. Pro Falconréhrchen erhielt man 2 Objekttriger, das bedeutete fiir einen
Probanden erhielt man 4 Objekttrager. Die Zellsupsension wurde durch 5-miniitiges
zentrifugieren im Cytospin auf die Objekttriger aufgetragen. Danach wurden die Ob-
jekttrager 10 Minuten lang getrocknet. Man durfte die Objekttrager auf keinen Fall 1an-
ger trockenen lassen, da sich sonst das Aussehen der Zellen verdndern konnte und das

Ziahlen dadurch im Nachhinein erschwert sein konnte.

Fixierung und Firbung der Zellen

Nach dem Trocknen wurden die Zellen mit Hilfe einer Férbehalterung fiir 10 Minuten
in eine Wanne mit Diff Quick Fix (Ethanol) gelegt. Der néachste Schritt bestand aus der
Farbung der Zellen mit Diff Quick I und Diff Quick II. Die Objekttriager mit der Farbe-
halterung wurden 10-mal in Diff Quick I getaucht und 8-mal in Diff Quick II.

Danach wurden die Objekttriger kurz mit der Zellsuspensionsseite zum Trocknen auf
ein Papier gelegt. Nach ca. einer Minute wurden die Objekttriger umgedreht, mit der
Seite der Zellsuspension nach oben. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager ver-

schlossen. Dazu wurde Entallan aufgetragen und mit Deckgldsern verschlossen.

3.2.5 Zahlkriterien

Die Zéhlkriterien wurden mit Hilfe der Literatur von Fenech et al. und der gemeinsamen
Absprache mit Karin Geider und Birgit Koller, welche TO und T1 im CBMN-Assay

durchgefiihrt haben, bestimmt. Gezahlt wurden:

e FEinkernzellen

e Zweikernzellen (BNCs)
e Mehrkernzellen

o Zweikernzellen mit:

o Mikrokerne
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o Nuclear Buds (NBuds)
o Nucleoplasmic Bridges (Briicken) (NPBs)
e Apoptosen
e Nekrosen
[Fenech et al., 2003]

Ein-, Zwei- und Mehrkernzellen wurden nur gezéhlt, wenn sie eine schone Morphologie
aufweisen. Dies war gegeben, wenn das Zytoplasma einer Zelle die Zellkerne vollstén-

dig umschloss.

Wie bereits erwidhnt wurde die Probe eines Probanden auf 4 Objekttrager aufgeteilt,

wobei man bei jedem Objekttrager bis zu 500 Zweikernzellen zéhlte.
Bis 250 Zweikernzellen wurden folgende Zellen gezahlt:

¢ Einkernzellen

e Mehrkernzellen

e BNCs mit NBuds

e BNCs mit NPB

e BNCs mit MN und Gesamtanzahl an MN in BNC
e Apoptosen

e Nekrosen

Ab 250 Zweikernzellen wurden nur noch folgende Zellen gezéhlt:

e BNCs mit NBuds
e BNCs mit NPB
e BNCs mit MN und Gesamtanzahl an MN in BNC
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Zweikernzellen

Zweikernzellen besitzen, wie sich aus dem Namen schlieen lidsst, 2 Zellkerne. Diese
sollten intakt sein und vom Zytoplasma stammen [Fenech, 2007]. Die Zellkerne sollten
sich nicht iiberlappen, taten sie das doch, so musste die Abgrenzung der zwei Zellen

klar erkennbar sein. Die Zellkerne sollten dieselbe Farbung und Farbintensitét haben.

BCN mit Mikrokernen

Die Mikrokerne mussten klar von den anderen Zellkernen abgegrenzt sein. Die Mikro-
kerne durften nicht grosser als 1/3 eines vorhandenen Zellkernes und nicht kleiner als

1/16 davon sein. Die Mikrokerne waren rund und oval und niemals mit den Zellkernen

verbunden [Fenech, 2007]. (Siehe Abbildung 6 Bild a))

BCN mit NBuds

NBuds waren mit dem Zellkern iiber Briicken verbunden und hatten eine ,,knospenihn-
liche* Erscheinung [Fenech, 2007]. Die Briicke war schmaéler als der Durchmesser des
NBuds. Die NBuds konnten sich aber auch in einer Vakuole befinden. Kamen mehrere

NBuds in einer Zelle vor, wurde trotzdem nur eine gezéhlt. (Siehe Abbildung 6 Bild b))

BCN mit NPB

Die Dicke der NPBs war sehr unterschiedlich, sie durften jedoch nicht dicker sein als %
des Zellkerns der BCN [Fenech, 2007]. Wie bei den NBuds, wurde auch hier beim Vor-
kommen mehrerer Bridges nur eine gezéhlt. Sind aber sowohl eine NPB und ein MN in
einer BCN vorhanden gewesen, wurden beide Merkmale gezdhlt. (Siehe Abbildung 6
Bild ¢))
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Mehrkernzellen

Die Mehrkernzellen durften weder NBuds noch NPBs noch MN enthalten. Die Zellker-
ne mussten intakt sein und es mussten mehr als 2 Kerne vorhanden sein deren Grof3e

sich nicht erheblich voneinander unterschieden [Fenech, 2007].

Apoptosen

Die Apoptose ist der programmierte Zelltod einer Zelle. Es gibt eine friithe und eine spé-
te Phase der Apoptose. Sowohl das Zytoplasma als auch die Zellmembran waren bei
beiden Phasen intakt.

Apoptotische Zellen hatten einen dunkelgefarbten und fragmentierten Zellkern. Zudem

war das Zytoplasma im Vergleich zu den lebenden Zellen auch intensiver gefarbt

[Fenech, 2007] (Siehe Abbildung 6 Bild d)).

Nekrosen

Die Nekrose ist eine Art des Zelltodes. Im Gegensatz zur Apoptose waren das Zytop-
lasma und die Zellmembran kaum vorhanden bzw. nicht mehr intakt [Fenech, 2007].
Das sehr helle Zytoplasma musste den Zellkern noch umschlieBen. Sowohl das Zytop-
lasma als auch der Zellkern konnten von mehreren winzigen Vakuolen ,,durchlochert*

sein (Siehe Abbildung 6 Bild e)).
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e)

Abbildung 6: Mutationsarten; a) BNC mit 2 MN, b) BNC mit Bud, ¢) BNC mit Bridge und MN, d)
Apoptose, e) Nekrose [Fotos gemacht von Ariane Cremer, Birgit Koller und Beatrice Pierson]
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3.3 Statistische Datenauswertung

Die Anzahl der verschiedenen Zellen pro Slide wurden mit Hilfe von Microsoft Excel

2007 protokolliert.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 20.0. Die Werte wurden
anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung getestet. Bei diesem Test

waren die Ergebnisse signifikant, also konnte man eine Normalverteilung ausschlieBBen.

Nun wurde der Wilcoxon-Test, ein nicht-parametrischer Test fiir verbundene Stichpro-
ben, angewandt. Ausreiller wurden ausgeschlossen, wobei Extremwerte in den Test mit

eingeschlossen wurden.

Zum Vergleich der Kontrollgruppe mit der Trainings- und Erndhrungsgruppe zu den

verschiedenen Zeitpunkten wurde der Mann-Whitney Test angewendet.

Die Korrelation zwischen den untersuchten Parametern und dem Alter, den einzelnen

Interventionsgruppen als auch dem Geschlecht wurde nach Pearson berechnet.

Es galt ein Signifikanzniveau von p<0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

Die in diesem Kapitel angefiihrten Daten sind Teilergebnisse, da die Untersuchungen an
den Zeitpunkten T2 (Intervention nach 6 Monaten) und T3 (Intervention nach 12 Mona-

ten) stattgefunden haben.

Die Zeitpunkte T2 und T3 wurden mit dem Zeitpunkt TO (Beginn der Studie) vergli-
chen. Die Ergebnisse der Intervention nach 3 Monaten (T1) wurden in den Arbeiten von
Karin Geider, Birgit Koller, Klemens Krejci und Heidemarie Peherstorfer vorgestellt.

Aus diesem Grund ist der Balken zum Zeitpunkt T1 grau geférbt.

Die Ergebnisse der Gruppe ,,Training wurden in der Arbeit meiner Kollegin Ariane

Cremer genauer analysiert.

Am Zeitpunkt TO nahmen 99 Seniorlnnen an der Studie teil. Davon sind 12 (12,1%)
Mainner und 87 Frauen (87,9%).

Die Probanden sind folgendermaf3en in die 3 Interventionsgruppen aufgeteilt worden:

Altersgruppe  Haufigkeit TE Trainingsgruppe Gedachtnisgruppe
65-74 Jahre 12 5 4 3

75-84 Jahre 40 9 18 13

> 85 Jahre 47 16 14 17

Gesamt 99 30 36 33

Tabelle 4: Verteilung der ProbandInnen nach Interventionsgruppe und Alter zum Zeitpunkt TO,
TE=Training und Erndhrungsgruppe

Die Altersgruppe 65-74 Jahre bestand zum Zeitpunkt TO aus 12 Seniorlnnen, die Al-
tersgruppe 75-84 Jahre bestand aus 40 Seniorlnnen und die Altersgruppe >85 Jahre hat-
te mit 47 ProbandInnen die hochste Anzahl.
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4.2 Ergebnisse der Trainings- und Ernidhrungsgruppe

Es wurden insgesamt 30 Seniorlnnen in die Gruppe ,,Training und Erndhrung* zum

Zeitpunkt TO aufgenommen

Haufigkeit Prozent
65-74 Jahre 5 16,7
75-84 Jahre 9 30,0
> 85 Jahre 16 53,3
Gesamt 30 100,0
Tabelle 5: Haufigkeitstabelle der Seniorlnnen (nach Alter) in der Gruppe Training und Erndhrung zum
Zeitpunkt TO
Hiaufigkeit Prozent
Minnlich 4 13,3
Weiblich 26 86,7
Gesamt 30 100,0

Tabelle 6: Haufigkeitstabelle der Seniorlnnen (nach Geschlecht) in der Gruppe Training und Erndhrung

zum Zeitpunkt TO

4.2.1 Mikrokerne

N Mittelwert Standardabweichung

BCNs mit MN TO 28 20,35 8,94

BCNs mit MN T1 26 17,30 8,13

BCNs mit MN T2 22 18,57 12,21
BCNs mit MN T3 16 21,44 17,71
MN total TO 28 27,12 10,31
MN total T1 26 20,91 10,78
MN total T2 22 22,00 14,61
MN total T3 16 24,81 14,33

Tabelle 7: Training und Erndhrungsgruppe : Anzahl der BNCs mit MN und Gesamtanzahl der MN an

den verschiedenen Zeitpunkte TO-T3
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Abbildung 9 zeigt die Tendenz zur Reduktion der MN Anzahl von TO auf T2 wobei sich
die Anzahl der MN von T2 auf T3 wieder erhoht. Jedoch sind die Unterschiede nicht
signifikant. Zwischen den Zeitpunkten TO und T2 (p=0,370) ist kein signifikanter Un-
terschied zu erkennen, genauso wie fiir den Vergleich von TO mit T3 (p=0,820) und T2
mit T3 (p=0,124). Es wurden in allen Diagrammen der Zeitpunkt T1 dargestellt aber
statistisch, in dieser Arbeit, nicht ausgewertet. Der statistische Vergleich zwischen den
Zeitpunkten TO und T1 wurden bereits in den Arbeiten von Karin Geider, Birgit Koller,
Klemens Krejci und Heidemarie Peherstorfer beschrieben. Aus diesem Grund ist der

Balken, von Zeitpunkt T1, in jedem Diagramm grau.
Die Zeitpunkte der Untersuchungen wurden beschrieben als:

e TO: Beginn der Studie
e T1: nach 3 Monaten Intervention
e T2: nach 6 Monaten Intervention

e T3 nach 12 Monaten Intervention
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Abbildung 7: Training und Erndhrungsgruppe: Vergleich der Mittelwerte von BNCs mit MN zu den
Zeitpunkten TO bis T3

Dasselbe Bild zeigt sich bei der Gesamtanzahl der MN. Auch hier gibt es keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen TO und T2 (p=0,217), zwischen TO und T3 (p=0,460)
und zwischen T2 und T3 (p=0,124).
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MNi-Haufigkeit zwischen TO und T3
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Abbildung 8: Vergleich von Mittelwerte der MN total und BNCs mit MN zu den Zeitpunkten TO bis T3
innerhalb der Trainings- und Erndhrungsgruppe
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4.2.2 Nuclear Buds

N Mittelwert Standardabweichung
NBuds TO 29 3,35 2,62
NBuds T1 27 2,59 2,42
NBuds T2 22 2,98 2,35
NBuds T3 16 2,88 0,83

Tabelle 8: Gruppe Training und Erndhrung: Anzahl der NBuds an den Zeitpunkten TO-T3

Die Anzahl der NBuds wurde zwischen TO und T2 geringer. Desweiteren sinkt die An-
zahl der NBuds nochmals von T2 auf T3 (p=0,040). Im Vergleich zu der Verringerung
der Anzahl an NBuds von T2 auf T3 ist die Verringerung von TO auf T2 (p=0,602) und
von TO auf T3 (p=0,318) nicht signifikant.
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Abbildung 9: Anzahl der NBuds in BNCs in der Gruppe Training und Erndhrung zu den Zeitpunkten TO
bis T3
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4.2.3 Nucleoplasmic Bridges

N Mittelwert Standardabweichung
NPB TO 29 0,88 0,89
NPB Tl 27 0,52 0,61
NPB T2 22 0,59 1,16
NPB T3 16 0,31 0,44

Tabelle 9: Gruppe Training und Erndhrung: Anzahl der NPB an den Zeitpunkte TO-T3

Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen TO und T2 (p=0,151) oder T2 und T3
(p=0,564). Dennoch ist die Verringerung der Anzahl der NPB vom Zeitpunkt TO zu T3
(p=0,024) signifikant.
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Abbildung 10: Gruppe Training und Erndhrung: Anzahl der NPBs in BNCs zu den Zeitpunkten TO bis
T3
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4.2.4 Apoptosen

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptose TO 29 0,70 0,37
Apoptose T1 27 0,50 0,34
Apoptose T2 22 0,48 0,23
Apoptose T3 16 0,49 0,29

Tabelle 10: Gruppe Training und Erndhrung: Haufigkeit der Apoptosen in % zu den Zeitpunkten TO bis

T3

Die Verringerung der Apoptosenhédufigkeit vom Zeitpunkt TO auf T2 (p=0,003) und TO

auf T3 (p=0,026) ist signifikant. Die Apoptosenhdufigkeit vom Zeitpunkt T2 auf T3 hat

sich hingegen kaum verindert (p=0,826).
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Abbildung 11

TO bis T3

: Gruppe Training und Erndhrung: Vergleich der Apoptosenhéufigkeit zu den Zeitpunkten
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4.2.5 Nekrosen

N Mittelwert Standardabweichung
Nekrose TO 29 0,66 0,35
Nekrose T1 27 0,62 0,56
Nekrose T2 22 0,41 0,26
Nekrose T3 16 0,27 0,15

Tabelle 11: Gruppe Training und Erndhrung: Nekrosenhdufigkeit in % zu den Zeitpunkten TO bis T3

Die Nekrosenhéufigkeit reduziert sich kontinuierlich von Zeitpunkt TO bis zum Zeit-
punkt T3.

Die Reduktion der Nekrosen ist signifikant zwischen den Zeitpunkten TO und T2
(p=0,001), TO und T3 (p=0,001) und zwischen den Zeitpunkten T2 und T3 (p=0,006).
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Abbildung 12: Gruppe Training und Erndhrung: Vergleich Nekrosenhédufigkeit zu den Zeitpunkten TO
bis T3
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4.3 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 33 ProbandInnen, welche wie folgt in die Altersgrup-

pen eingeteilt waren:

Haufigkeit Prozent
65-74 Jahre 3 9,1
75-84 Jahre 13 394
> 85 Jahre 17 51,5
Weiblich 4 12,1
Minnlich 29 87,9
Gesamt 33 100

Tabelle 12: Haufigkeitstabelle der ProbandInnen der Gedachtnisgruppe zum Zeitpunkt TO

4.3.1 Mikrokerne

N Mittelwert Standardabweichung
BCNs mit MN TO 32 21,53 9,17
BCNs mit MN T1 22 16,26 6,23
BCNs mit MN T2 22 18,56 9,55
BCNs mit MN T3 17 2537 7.82
MN total TO 32 25,52 11,07
MN total T1 22 19,41 7,64
MN total T2 22 23,03 12,63
MN total T3 17 29,67 8,93

Tabelle 13: Gruppe Kontrollgruppe: Anzahl BNCs mit MN und Gesamtanzahl der MN zu den Zeitpunk-
ten TO bis T3

Im Vergleich zeigt sich, dass sich die BNCs mit MN von TO auf T2 nicht signifikant
(p=0,543) verringert haben. Der Mittelwert der BNCs mit MN von TO auf T3 (p=0,034)
hat jedoch signifikant zugenommen (Beschreibung der Zeitpunkte siehe Kapitel 3.2.5
oder 4.2.1)
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Abbildung 13: Kontrollgruppe: Vergleich der Mittelwerte der BNCs mit MN zu den Zeitpunkten TO bis
T3

Die Mittelwerte der Gesamtanzahl der MN zeigen einen dhnlichen Verlauf wie die
BNCs mit MN, jedoch zeigt sich nur ein signifikanter Unterschied zwischen den Zeit-
punkten T2 zu T3 (Abb.16).
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Abbildung 14: Kontrollgruppe: Vergleich der Mittelwerte von BNCs mit MN und Gesamtanzahl der MN
zu den Zeitpunkten TO bis T3
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4.3.2 Nuclear Buds

N Mittelwert Standardabweichung
NBuds TO 32 4,30 4,63
NBuds T1 22 3,53 3,83
NBuds T2 22 3,03 3,08
NBuds T3 17 3,17 2,75

Tabelle 14: Kontrollgruppe: Anzahl der NBuds zu den Zeitpunkten TO bis T3

Das Diagramm zeigt eine kontinuierliche Verringerung der Mittelwerte der NBuds von
TO bis T3. Allerdings sind die Unterschiede nicht signifikant, weder fiir die Mittelwerte
von TO auf T2 (p=0,455) noch von TO auf T3 (p=0,334) oder von T2 auf T3 (p=0,073).
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Abbildung 15: Kontrollgruppe: Vergleich der Mittelwerte von NBuds in BNCs zu den verschiedenen
Zeitpunkten TO bis T3
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4.3.3 Nucleoplasmic Bridges

N Mittelwert Standardabweichung
NPB TO 32 1,25 1,05
NPB Tl 22 0,57 0,63
NPB T2 22 0,64 0,85
NPB T3 17 0,35 0,46

Tabelle 15: Kontrollgruppe: Mittelwert der Anzahl der NPBs zu den Zeitpunkten TO bis T3

Die Anzahl der Nucleoplasmic Bridges haben sich von Anfang der Untersuchung ver-
ringert. Signifikant ist der Unterschied zwischen TO und T3 (p=0,001). Von TO auf T2
(p=0,058) und von T2 auf T3 (p=0,776) kommt es zu einer Reduktion der NPBs. Jedoch
sind die Unterschiede nicht signifikant.
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Abbildung 16: Kontrollgruppe, Vergleich von den Mittelwerten von NPBs in BNCs zu den Zeitpunkten
TO bis T3
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4.3.4 Apoptose

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptose TO 32 0,68 0,52
Apoptose T1 22 0,62 0,35
Apoptose T2 22 0,43 0,23
Apoptose T3 17 0,34 0,24

Tabelle 16: Kontrollgruppe: Haufigkeit der Apoptosen zu den Zeitpunkten TO bis T3

Die Mittelwerte der Apoptosenhédufigkeit reduzierten sich kontinuierlich, wobei der
Unterschied zwischen TO und T2 (p=0,012) und TO und T3 (p=0,002) signifikant ist. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Zeitpunkten T2 und T3 (p=0,576).
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Abbildung 17: Kontrollgruppe: Vergleich der Apoptosenhéufigkeit zu den Zeitpunkten TO bis T3
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4.3.5 Nekrosen

N Mittelwert Standardabweichung
Nekrose TO 32 0,57 0,40
Nekrose T1 22 0,54 0,38
Nekrose T2 22 0,46 0,27
Nekrose T3 17 0,19 0,12

Tabelle 17: Kontrollgruppe: Mittelwert der Nekrosenhdufigkeit zu den Zeitpunkten TO bis T3

Zusitzlich zur Apoptosenhdufigkeit, hat sich auch die Nekrosenhéufigkeit kontinuier-
lich reduziert. Es besteht zwischen TO und T3 (p=0,002) als auch zwischen T2 und T3
(p=0,023) eine statistische Signifikanz, jedoch nicht zwischen T0 und T2 (p=0,375).
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Abbildung 18: Kontrollgruppe: Nekrosenhéufigkeit zu den Zeitpunkten TO bis T3
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4.4 Deskriptive Statistik (65-74 jahrige ohne die Gedichtnisgruppe)

Folgende Statistik beinhaltet sowohl die Trainingsgruppe, als auch die Erndhrungs- und
Trainingsgruppe, aufgeteilt in die verschiedenen Altersgruppen. Ziel ist es herauszufin-
den, ob es signifikante Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Mutationen in den ver-

schiedenen Altersgruppen gibt.

4.4.1 Mikrokerne

N Mittelwert Standardabweichung
BCNs mit MN TO 8 25,25 10,95
BCNsmit MN T1 6 19,10 5,19
BCNs mit MN T2 7 17,40 7,28
BCNs mit MN T3 3 12,50 6,76
MN total TO 8 28,88 11,85
MN total T1 6 20,92 5,53
MN total T2 7 20,41 8,55
MN total T3 3 14,67 7,52

Tabelle 18: BCNs mit MN und Anzahl der MN in der Altersgruppe 65-74 Jahrigen
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Die Mittelwerte der BNCs mit MN und die Mittelwerte der MN total zeigen eine konti-
nuierliche Reduktion von Zeitpunkt TO bis zu Zeitpunkt T3. Allerdings sind die Minde-
rungen zu keinem Zeitpunkt signifikant, was auf die doch sehr geringe Zellzahl in dieser
Gruppe zuriickzufiihren ist. (Beschreibung der Zeitpunkte siche Kapitel 3.2.5 oder
4.2.1)
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Abbildung 19: Altersgruppe 65-74; Vergleich der BNCs mit MN und MN-Gesamt zu den Zeitpunkten
TO-T3
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4.4.2 Nuclear Buds

N Mittelwert Standardabweichung
NBuds TO 8 2,75 1,83
NBuds T1 6 1,25 1,64
NBuds T2 7 4,11 5,66
NBuds T3 3 3,33 0,76

Tabelle 19: Altersgruppe 65-74, Mittelwerte der Anzahl der NBuds zu den Zeitpunkten TO bis T3

Der Abbildung 22 zufolge hat sich die Anzahl der NBuds zuerst verringert, bevor sie in

T2 wieder angestiegen ist. Die Anzahl der Nuclear Buds hat sich dann von T2 auf T3

verringert. Es besteht zwischen den verschiedenen Zeitpunkten keine statistische Signi-

fikanz.
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Abbildung 20: Altersgruppe 65-74, Vergleich der Mittelwerte der NBuds in BNCs zu den Zeitpunkten

TO bis T3

62




4.4.3 Nucleoplasmic Bridges

N Mittelwert Standardabweichung
NPB TO 8 0,81 0,96
NPB T1 6 0,25 0,27
NPB T2 7 0,36 0,48
NPB T3 3 0,17 0,29

Tabelle 20: Altersgruppe 65-74, Mittelwerte der Anzahl der NPB zu den Zeitpunkten TO bis T3

Die Nucleoplasmic Bridges zeigen eine dhnliche Verhaltensweise auf, als die Nuclear

Buds in Abbildung 23. Auch hier liegt keine Signifikanz vor.

NPB in BNCs

2,0

1,8
1,6

1,4

1,2

1,0
0,8 -

0,6 -

0,2 -

Anzahl Bridges pro 1000 BNCs

0,0 -
TO T1 T2 T3

Zeitpunkt

Abbildung 21: Altersgruppe 65-74, Vergleich der Mittelwerte der NPBs in BNCs zu den Zeitpunkten TO
bis T3
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4.4.4 Apoptosen und Nekrosen

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptose TO 8 0,57 0,11
Apoptose T1 6 0,41 0,24
Apoptose T2 7 0,49 0,14
Apoptose T3 3 0,39 0,17
Nekrose TO 8 0,76 0,52
Nekrose T1 6 0,77 0,86
Nekrose T2 7 0,31 0,22
Nekrose T3 3 0,29 0,10

Tabelle 21: Altersgruppe 65-74, Mittelwerte Apoptosen und Nekrosenhdufigkeit zu den Zeitpunkten TO

bis T3

Die Haufigkeit der Apoptosen und Nekrosen verringert sich von TO auf T2 in der Al-

tersgruppe 65-74. Die Werte der Nekrosenhéufigkeit sind bei TO auf T2 signifikant

(p=0,018). Die Haufigkeit der Nekrosen und Apoptosen nimmt von T2 auf T3 ab, wobei

keiner dieser Werte eine statistische Signifikanz aufzeigt.
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Abbildung 22: Altersgruppe 65-74, Vergleich der Apoptosenhédufigkeit zu den Zeitpunkte TO bis T3
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Abbildung 23: Altersgruppe 65-74, Vergleich der Nekrosenhaufigkeit zu den Zeitpunkte TO bis T3
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4.5 Altersgruppe 75-84

Folgende Tabellen und Diagramme vergleichen die genotoxischen Parameter (Erkla-
rung siche Kapitel 2.4.1) des CBMN-Assay zu den verschiedenen Zeitpunkten TO bis
T3 innerhalb der Altersgruppe 75-84.

4.5.1 Mikrokerne

N Mittelwert Standardabweichung
BCNs mit MN TO 26 22,86 12,41
BCNs mit MN T1 21 16,47 6,53
BCNs mit MN T2 21 16,79 8,86
BCNs mit MN T3 11 16,77 8,19
MN total TO 26 27,05 15,26
MN total T1 21 20,25 8,60
MN total T2 21 20,05 10,40
MN total T3 11 20,86 9,49

Tabelle 22: BCNs mit MN und Anzahl der MN in der Altersgruppe 75-84 Jahrigen

Sowohl die Mittelwerte der MN in BNCs als auch die Mittelwerte der Gesamtanzahl an
MN zeigen in Abbildung 26 eine kontinuierliche Reduktion von TO bis hin zum Zeit-
punkt T3. Statistische Signifikanz ist nur bei den Werten vom Zeitpunkt T2 auf T3 ge-
geben (BCNs mit MN T2->T3: p=0,15 und MN total: p=0,15) (Beschreibung der Zeit-
punkte siehe Kapitel 3.2.5 oder 4.2.1).
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Abbildung 24: Altersgruppe 75-84, Vergleich der BNCs mit MN und MN Gesamt zu den Zeitpunkten
TO bis T3
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4.5.2 Nuclear Buds

N Mittelwert Standardabweichung
NBuds TO 26 3,58 2,35
NBuds T1 22 2,89 2,37
NBuds T2 21 2,91 2,53
NBuds T3 12 2,79 0,86

Tabelle 23: Altersgruppe 75-84, Mittelwerte der Anzahl der NBuds zu den Zeitpunkten TO bis T3

Dem Diagramm zufolge scheinen die Mittelwerte der NBuds vom TO auf T3 geringer

geworden zu sein. Allerdings gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen TO und

T2 (p=0, 643), TO und T3 (p=0,135) und zwischen T2 und T3 (p=0,150).
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Abbildung 25: Altersgruppe 75-84 , Vergleich der Mittelwerte der NBuds in BNCs zu den Zeitpunkten

TO bis T3
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4.5.3 Nucleoplasmic Bridges

N Mittelwert Standardabweichung
NPB TO 26 1,08 0,88
NPB Tl 22 0,45 0,63
NPB T2 21 0,33 0,60
NPB T3 12 0,29 0,40

Tabelle 24: Altersgruppe 75-84, Mittelwerte der Anzahl der NPBs zu den Zeitpunkten TO bis T3

Auch bei den NPBs kommt es zu einer stetigen Abnahme der Mittelwerte, wobei die
Werte zu den Zeitpunkten TO und T2 (p=0,009) und TO und T3 (p=0,044) statistisch

signifikant sind.
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Abbildung 26: Altersgruppe 75-84,Vergleich der NPBs Mittelwerte zu den Zeitpunkten TO bis T3
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4.5.4 Apoptosen und Nekrosen

N Mittelwert Standardabweichung
Nekrose TO 26 0,67 0,38
Nekrose T1 22 0,66 0,44
Nekrose T2 21 0,46 0,32
Nekrose T3 12 0,22 0,08
Apoptose TO 26 0,82 0,49
Apoptose T1 22 0,59 0,34
Apoptose T2 21 0,55 0,38
Apoptose T3 12 0,37 0,27

Tabelle 25: Altersgruppe 75-84, Mittelwert der Haufigkeiten der Nekrosen und Apoptosen zu den Zeit-
punkten TO bis T3

Die Nekrosen- und Apoptosenhdufigkeit hat vom Zeitpunkt TO bis T3 (Apoptose
p=0,005; Nekrose p=0,002) signifikant abgenommen. Die Unterschiede zwischen TO
und T2 sowie zwischen T2 und T3 sind sowohl bei der Nekrosenhéufigkeit als auch bei

der Apoptosenhdufigkeit signifikant.
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Abbildung 27: Altersgruppe 75-84,Vergleich der Mittelwerte der Nekrosenhédufigkeit zu den Zeitpunkten
TO bis T3
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Abbildung 28: Altersgruppe 75-84,Vergleich der Mittelwerte der Apoptosenhdufigkeit zu den Zeitpunk-

ten TO bis T3
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4.6 Altersgruppe =85

Diese Altersgruppe beinhaltet die meisten rekrutierten Seniorlnnen. Auch hier sind so-
wohl die Trainings- und Erndhrungsgruppe als auch die Trainingsgruppe mit einge-

schlossen. Die Gedéachtnisgruppe ist hier nicht beriicksichtigt.

4.6.1 Mikrokerne

N Mittelwert Standardabweichung

BCNs mit MN TO 29 21,08 9,83

BCNs mit MN T1 21 16,68 8,07

BCNs mit MN T2 20 21,83 13,89
BCNs mit MN T3 12 22,02 12,82
MN total TO 29 24,00 12,08
MN total T1 21 20,33 10,99
MN total T2 20 26,38 17,83
MN total T3 13 26,90 15,91

Tabelle 26: BCNs mit MN und Anzahl der MN in der Altersgruppe >85J

Die Anzahl der MN hat sich in der Altersgruppe 85 plus tendenziell gesteigert. Die
Werte weisen dennoch keine statistische Signifikanz auf (Beschreibung der Zeitpunkte
siche Kapitel 3.2.5 oder 4.2.1).
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Abbildung 29: Altersgruppe 75-84, Vergleich der BNCs mit MN und MN Gesamt zu den Zeitpunkten
TO bis T3
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4.6.2 Nuclear Buds

N Mittelwert Standardabweichung
NBuds TO 30 3,55 3,13
NBuds T1 22 3,33 2,43
NBuds T2 20 3,89 3,12
NBuds T3 13 2,59 0,79

Tabelle 27: Mittelwerte der NBuds Anzahl der Altersgruppe >85 J. zu den Zeitpunkten TO bis T3

Der Unterschied der Mittelwerte der NBuds von TO auf T3 ist signifikant (p=0,034).

In Abbildung 32 ist zu erkennen, dass es zuerst zu einer Abnahme der Anzahl an NBuds

kommt, bevor die Anzahl dann zum Untersuchungszeitpunkt T2 wieder steigt. Nach T2

kommt es zu einer nicht signifikanten Reduktion der NBuds.
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Abbildung 30: Altersgruppe > 85,Vergleich der Mittelwerte der Anzahl der NBuds in BNCs zu den Zeit-

punkten TO bis T3
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4.6.3 Nucleoplasmic Bridges

N Mittelwert Standardabweichung
NPB TO 30 1,02 1,19
NPB Tl 22 0,67 0,73
NPB T2 20 0,83 1,10
NPB T3 13 0,23 0,39

Tabelle 28: Mittelwerte der NPBs Anzahl der Altersgruppe >85 J zu den Zeitpunkten TO bis T3

Die Anzahl der Nucleoplasmic Bridges hat sich von den Zeitpunkten TO bis zum Zeit-

punkt T3 (p=0,003) signifikant reduziert.
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Abbildung 31: Altersgruppe > 85,Vergleich der Mittelwerte der NPBs Anzahl in BNCs zu den Zeitpunk-

ten TO bis T3
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4.6.4 Apoptosen und Nekrosen

N Mittelwert Standardabweichung
Apoptose TO 30 0,78 0,63
Apoptose T1 22 0,50 0,30
Apoptose T2 20 0,45 0,20
Apoptose T3 13 0,46 0,25
Nekrose TO 30 0,71 0,44
Nekrose T1 22 0,47 0,37
Nekrose T2 20 0,44 0,18
Nekrose T3 13 0,31 0,17

Tabelle 29: Mittelwerte der Nekrosen und Apoptosenhédufigkeit der Altersgruppe> 85 zu den Zeitpunkten

TO bis T3

Die Apoptosen- und Nekrosenhdufigkeit zeigen eine tendenzielle Abnahme vom Zeit-

punkt TO bis zum Zeitpunkt T3. Der Unterschied der Mittelwerte der Apoptosenhdufig-

keit von den Zeitpunkten TO zu T2 ist signifikant (p=0,035). Die Nekrosenhdufigkeit
von den Zeitpunkten TO auf T2 (p=0,005), von TO auf T3 (p=0,003) und von T2 auf T3
(p=0,005) haben sich signifikant reduziert.
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Abbildung 32: Altersgruppe >85,Vergleich der Mittelwerte der Apoptosenhéufigkeit zu den Zeitpunkte

TO bis T3
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Abbildung 33: Altersgruppe > 85,Vergleich der Mittelwerte der Nekrosenhdufigkeit zu den Zeitpunkte

TO bis T3
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4.7 Vergleich von Training und Ernihrung mit der Kontrollgruppe:

Im folgenden Kapitel wurden die verschiedenen genotoxischen Parameter zu den ver-

schiedenen Zeitpunkten zwischen der Kontrollgruppe (KG) und der Trainings- und Er-

ndhrungsgruppe (TE) untersucht.

4.7.1 Mikrokerne

Vergleicht man die Anzahl der Mikrokerne in den BNCs in der Kontrollgruppe und in

der Trainingsgruppe zu den verschiedenen Zeitpunkten kann man einen dhnlichen Ver-

lauf der MN-Anzahl in den 2 Gruppen erkennen. Obwohl ein Unterschied zwischen den

verschiedenen Zeitpunkten in den 2 Gruppen ersichtlich ist gibt es keinen signifikanten

Unterschied (Beschreibung der Zeitpunkte siche Kapitel 3.2.5 oder 4.2.1).
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Abbildung 34: Vergleich der Training- und Erndhrungsgruppe (TE) mit der Kontrollgruppe (KG) im
Hinblick auf die Mittelwerte der Anzahl der BNCs mit MN zu den Zeitpunkten TO bis T3.
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In der Abbildung 37 ist ersichtlich dass der Verlauf der gesamten MN-Anzahl in beiden
Gruppen (TE und KG) dhnlich ist. Auch hier ist der Unterschied der MN-Anzahl zwi-

schen den 2 Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten nicht signifikant.
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Abbildung 35: Vergleich der Training- und Erndhrungsgruppe (TE) mit der Kontrollgruppe (KG) im
Hinblick auf die Mittelwerte der Gesamtanzahl der MN zu den Zeitpunkten TO bis T3.
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4.7.2 Nucleoplasmic Bridges und Nuclear Buds

Der Verlauf der Haufigkeit der NPBs ist in beiden Gruppen dhnlich. Es ist ersichtlich
dass zu Beginn der Studie die NPB Haufigkeit bei der Kontrollgruppe etwas hoher ist
(1,25 £1,05) als bei der TE Gruppe( 0,88 £0,89). Dennoch gibt es zwischen den 2

Gruppen zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied in der NPB Haufigkeit.
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Abbildung 36: Vergleich der TE mit KG im Hinblick auf die Mittelwerte der NPBs Anzahl zu den Zeit-

punkten TO bis T3.
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Der Verlauf der der Haufigkeit der NBuds vom Zeitpunkt TO bis zum Zeitpunkt T3 ist

in beiden Gruppen ungeféhr gleich. Es ist zu erkennen dass der Anfangs- und der End-

wert der KG hoher ist

als im Vergleich zur TE Gruppe. Es gibt jedoch keinen statisti-

schen signifikanten Unterschied zwischen den zwei Gruppen.

NBuds: Vergleich TE mit KG

10

9
2 8
(S}
o 7
g 6
o 5
o 4 T
(7]
b
2 2

1 -

0 i T T T T T T T

Q N QU > Q N N &
/&/\ /\%« /\%/\ /\%« \@/\ &/\ &/\ &/\
¥’ ¥’ ¥’ ¥ Nl gl 7 7
) ) ) N O N ) )
¥ ® ® & ¥ 8 8 &
Zeitpunkt

Abbildung 37: Vergleich der TE mit KG im Hinblick auf die Mittelwerte der NBuds Anzahl zu den

Zeitpunkten TO bis T3.
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4.7.3 Apoptosen und Nekrosen

Auch hier ist der Verlauf der Apoptosenhéufigkeit in beiden Gruppen dhnlich. Die

Apoptosenhdufigkeit bei KG(0,34% +0,24) ist zu dem Zeitpunkt T3 deutlich aber nicht
signifikant niedriger als in der TE(0,49% +0,28%) Gruppe. Obwohl die Unterschiede in

dem Diagramm sichtbar sind, gibt es keinen signifikanten Unterschied in der Apopto-

senhdufigkeit zu den verschiedenen Zeitpunkten in den 2 Gruppen.
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Abbildung 38: Vergleich der TE mit KG im Hinblick auf die Mittelwerte der Apoptosenhdufigkeit zu
den Zeitpunkten TO bis T3.
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Die Nekrosenhdufigkeit unterscheidet sich zu keinem Zeitpunkt in den beiden Gruppen

signifikant voneinander.

Nekrosen: Vergleich TE mit KG

=
>

2 e
o N

0,8

o
H
|

o
N
I

Nekrosenhaufigkeit in %
o
(o)}

o
=)

-
"=
N S S

< < v <
Q§<</ °§<<, (\,50 °,>‘</ 0%0 (\%0 Q\/&)
& & & & & & & S
R & & e R R
$® $® sz, $® %Q' $®

Zeitpunkt

@)
S S

Abbildung 39: Vergleich der TE mit KG im Hinblick auf die Mittelwerte der Nekrosenhdufigkeit zu den
Zeitpunkten TO bis T3.

4.8. Korrelation nach Pearson

Die getestete Korrelation zwischen den genotoxischen Parameter, dem Alter und dem
Geschlecht hat kaum einen Zusammenhang hervorgebracht. Es wurde ein Zusammen-
hang zwischen Apoptosenhdufigkeit zum Zeitpunkt T3 und Alter festgelstellt. Des Wei-
teren wurde auch ein Zusammenhang zwischen der Nekrosenhdufigkeit zum Zeitpunkt
T3 und dem Alter. Beide sowohl die Apoptosenhéufigkeit (Korrelationskoeffi-
zient=0,684) als auch die Nekrosenhdufigkeit (Korrelationskoeffizient=0,752) korrelie-
ren positive mit dem Alter. Es wurde jedoch auf eine Abbildung der Korrelation zwi-
schen Alter und Apoptosen- und Nekrosenhédufigkeit verzichtet, da sie nicht durgehend

zu jedem Untersuchungszeitpunkt auftritt.
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5. Diskussion

Es ist zu erwihnen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit nur Teilergebnisse einer Studie
sind, welche der Forschungsplattform ,,Active Ageing* angehdrt. Zudem wurden die
Daten des Zeitpunktes T1 statistisch in dieser Arbeit nicht ausgewertet da dieser Zeit-
punkt in den Arbeiten von Karin Geider, Birgit Koller, Klemens Krejci und Heidemarie
Peherstorfer behandelt wurde. Des Weiteren fehlen die T3 Daten des Pensionisten-
wohnheims ,,Leopoldau® das bedeutet dass ein Drittel der Daten zum Zeitpunkt T3
nicht in dieser Arbeit enthalten sind. Die fehlenden T3 Daten wurden von Birgit Fuchs

und Evelyn Bacher behandelt.
Mikrokerne

Angesichts der Ergebnisse der Trainings- und Erndhrungsgruppe konnte man sagen,
dass die MN-Héufigkeit zu den friihen Untersuchungszeitpunkten abnimmt, bevor sie
dann von T2 auf T3 wieder ansteigt. Allerdings sind diese Unterschiede statistisch nicht
signifikant. Es sollte dabei beriicksichtigt werden, dass die ProbandInnen schon ilter
und erheblich mehr ProbandInnen iiber 85 Jahre alt sind. Wojda et al. fanden heraus
dass die MN-Haufigkeit bei der Altersgruppe 60-68 Jahren am hdchsten war, sowohl
bei den Frauen als auch bei den Ménnern. In der Altersgruppe > 70 Jahre nahm die MN-
Haufigkeit wieder ab. Die Abnahme der MN-Haufigkeit bei der Altersgruppe > 70 Jahre
war nur bei den Frauen signifikant, dies ruht daher dass in dieser Altersgruppe die An-
zahl der Minner deutlich geringer war (Anzahl & = 16; Anzahl 9=57). [Wojda et al.,
2007].

In der ,,Active Ageing® Studie ist der Anteil an Frauen ( 87,9%) deutlich hoher im Ver-
gleich zu dem Anteil der Ménner (12,1%) (siehe Kapitel 4.1).

Die Studie von Reichhold et al. konnte zeigen, dass eine korperliche Aktivitédt, auch
wenn sie noch so anstrengend fiir den Korper ist, die MN-Anzahl weder langfristig
noch kurzfristig erh6ht. Man muss hierbei erwéhnen, dass diese Studie an jungen Athle-

ten (31,7+6,1 Jahre) durgefiihrt worden ist [Reichhold et al., 2008].

Dennoch ist es wichtig, dass neben einer korperlichen Betétigung auch eine an-
gemessene Erndhrung oder sogar Supplementierung, auch im hohen Alter, aufrechter-

halten werden sollte. Die Supplementierung mit Leucin neben einer ausgewogenen Er-
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nidhrung kann dazu fiihren, dass die Muskelproteinsynthese aufrechterhalten bleibt bzw.
sogar gesteigert wird. Dies wiederum fiihrt zu einer Verbesserung der Lebensqualitét
von élteren Menschen [Paddon-Jones und Rasmussen, 2009]. Es wurde auch gezeigt,
dass zumindest Folsdure und Vitamin B12, welche auch im ,,FortiFit™“ enthalten sind,
die MN-Entstehung verringern konnen. Weitere 8 Mikrondhrstoffe (Biotin, Niacin, Vi-
tamin E, Calcium, Riboflavin, Pantothensiure, B-Carotin und Retinol) zeigten, dass sie
die MN-Anzahl verringern konnen [Fenech, 2008]. Diese Mikrondhrstoffe sind alle in
,FortiFit* enthalten (siche Tabelle 2, Kapitel 3.1.5).

Unerwarteter Weise ist der Verlauf der MN-Anzahl bei der Kontrollgruppe dhnlich wie
bei der Trainings- und Erndhrungsgruppe. Es gab zwischen der Kontrollgruppe und der
Trainings- und Erndhrungsgruppe zu keinem Zeitpunkt einen statistisch signifikanten
Unterschied. Die MN-Anzahl nimmt, in beiden Gruppen, bis zu T2 ab und steigt zum
Zeitpunkt T3 wieder an. Im Gegensatz zur Trainings- und Erndhrungsgruppe ist der
Unterschied der MN-Anzahl bei der Kontrollgruppe von T2 auf T3 signifikant hoher. In
der Kontrollgruppe sind die Werte zum Zeitpunkt T3 sogar hoher als die Werte zum
Zeitpunkt TO. Dies kann auf das fortschreitende Alter und die eventuellen Erkrankungen
zurlickzufiihren sein. Der Unterschied der Mittelwerte der BCNs mit MN ist von Zeit-
punkt TO auf T3 sogar signifikant. Die Minderung der MN in der Anfangsphase der
Studie, kann auf den Sozialisierungsfaktor zuriickzufiihren sein. Trotzdem ist die MN-
Anzahl nach 12 Monaten in der TE-Gruppe deutlich geringer als in der KG-Gruppe
auch wenn dieser Unterschied nicht statistische signifikant ist. Dieses Ergebnis ist auf
den positiven Einfluss von Sport und Erndhrung auf die MN-Anzahl zuriickzufiihren,
welche in vielen Studien an jiingeren ProbandInnen belegt wurde [Fenech und Bonassi,

2011, Huang et al., 2009, Reichhold et al., 2008].

Betrachtet man nun die Altersgruppen 65-74 Jahre und 75-84 Jahre, kommt es zu einer
kontinuierlichen Verringerung der BCNs mit MN und der Gesamtanzahl der MN. Diese
Gruppen, aufgeteilt nach Alter, enthalten sowohl die Erndhrungs- und Trainingsgruppe,
als auch die Trainingsgruppe. Die Kontrollgruppe wurde nicht mit einbezogen. In der
Altersgruppe 75-84 Jahre sind die Unterschiede von T2 auf T3 sogar signifikant. Hier
kann man erkennen, dass obwohl die Trainings- und Erndhrungsgruppe einen Anstieg
der MN-Anzahl zum Zeitpunkt T3 anzeigt, eine Trainingsintervention im hohen Alter

die MN-Anzahl bzw. die BNCs mit MN verringern kann und das sogar signifikant, wie
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in der Altersgruppe 75-84 Jahre. Ein Grund dafiir, dass die MN-Werte der Altersgruppe
65-74 Jahre nicht signifikant sind, ist wahrscheinlich jener, dass diese Gruppe die ge-

ringste Probandenanzahl hat.

In der Altersgruppe 85 plus unterscheidet sich der Verlauf der Daten durch eine Zu-
nahme der MN-Anzahl zum Zeitpunkt T2, im Vergleich zu den andern zwei Alters-

gruppen. Die Unterschiede zeigen allerdings keine statistische Signifikanz.

Apoptosen und Nekrosen

Die Apoptosen- und Nekrosenhédufigkeit hat sich bei allen Altersgruppen und bei der
Kontrollgruppe und der Trainings- und Erndhrungsgruppe von TO auf T3 reduziert. Lei-
der weisen nicht alle Werte eine statistische Signifikanz auf. Dieses Ereignis kann als
positiv bewertet werden, weil die Anzahl der Apoptosen und Nekrosen im Alter zu-
nehmen. Die Ausschiittung von Zytokinen und anderen Entziindungsfaktoren, kann im
Alter zunehmen und somit oxidativen Stress in den Zellen erhohen. Ist der oxidative
Stress, welcher auf die Zelle einwirkt, zu stark, so kann es zum programmierten Zelltod
kommen bzw. sogar zur Nekrose, da die DNS zu stark beschédigt ist. Die Reparatur der
DNS der betroffenen Zelle ist dann nicht mehr moglich [Finkel und Holbrook, 2000].
Bei der Kontrollgruppe zeigt sich, dass sowohl bei der Nekrosenhéufigkeit als auch bei
der Apoptosenhéufigkeit die Abnahme von TO auf T3 signifikant ist. Diese Ergebnisse

konnten auch auf die Faktoren der Sozialisierung zuriickzufiihren sein.

Vergleicht man die Hiufigkeit der Apoptosen und Nekrosen der Kontrollgruppe mit der
Training und Erndhrungsgruppe gibt es auch hier keinen signifikanten Unterschied auch
wenn zum Zeitpunkt T3 die Haufigkeit der Apoptosen und Nekrosen in der Trainings-

und Erndhrungsgruppe geringer ist.
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Nuclear Buds und Nucleoplasmic Bridges

Nuclear Buds und Nucleoplasmic Bridges sind neben den Mikrokernen ein Indikator fiir

chromosomale Schiden [Pampalona et al., 2010].

Die Untersuchungen der Trainings- und Erndhrungsgruppe haben ergeben, dass sich die
Anzahl der NPBs und NBuds vom Zeitpunkt TO bis zum Zeitpunkt T3 verringert haben.
Die Anzahl der NBuds hat sich von TO auf T3 und die Anzahl der NPBs von T2 auf T3
signifikant reduziert. Die Ergebnisse der Kontrollgruppe zeigen, dass sich die Anzahl
der Nucleoplasmic Bridges von Zeitpunkt TO bis Zeitpunkt T3 signifikant reduziert hat.
Auch die Anzahl der NBuds hat sich verringert, allerdings ohne statistische Signifikanz.
Jede Altersgruppe zeigt eine Verringerung der NPBs und NBuds auf, bis auf die Alters-
gruppe 65-74 Jahre, bei welcher die Anzahl der NBuds von TO auf T3 angestiegen ist,
jedoch ohne statistische Signifikanz. In der Studie von Reichhold et al. wurde gezeigt,
dass sich die Anzahl der NBuds und NPBs wéhrend dem Training nicht veridndert hat.
Einzig bei der Athletengruppe zeigte sich nach dem Ironman Triathlon eine Erh6hung
der NBuds und NPBs, welche sich dann nach 19 Tagen wieder verringert hatte. Die
Anzahl der NBuds und NPBs waren 2 Tage vor dem Ironman hoher, verglichen mit der
Anzahl 19 Tagen nach dem Rennen. Nach 19 Tagen war die Anzahl der NBuds und
NPBs gleich dem Ausgangswert [Reichhold et al., 2008]. Man kann also behaupten dass
ein anstrengende korperliche Betétigung die genotoxischen Parameter nicht erhdht an-
ders wie oft vermutet wurde [Schiffl et al., 1997]. Dennoch muss beachtet werden dass
die jungen Probanden regelméaBig fiir den Ironman trainiert hatten. RegelmaBiges Trai-
ning konnte einen adaptiven Effekt haben auf die DNS Reparaturmechanismen
[Reichhold et al., 2008]. Vergleicht man die Anzahl der NBuds und NPBs der Kon-
tollgruppe mit der Training und Erndhrungsgruppe gibt es keinen signifikanten Unter-

schied.

Zusammenfassend kann man sagen, dass obwohl sich die Gesamtanzahl der MN und
die Anzahl der BNCs mit MN nicht signifikant verringert haben, die Intervention bis
jetzt einen positiven Effekt auf die NBuds und die NPBs hatte, und sich auch die
Nekrosen- und Apoptosenhédufigkeit verringert hat.

Allerdings gibt es bis jetzt keine vergleichbare Studie, mit welcher man die Ergebnisse

diskutieren konnte. Die Studie von Huang et al. zeigt, dass korperliche Betétigung,
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mindestens 2 Mal die Woche, und gesunde Erndhrung einen positiven Einfluss auf die
MN-Anzahl haben. Der Einfluss von Training verursacht eine stirkere Verringerung
(p<0,001) der MN-Anzahl als der Einfluss von Erndhrung (p<0,005). Es gab allerdings
in dieser Studie keine Sport- oder Erndhrungsintervention, sondern die Art der Erndh-
rung und die Anzahl an Sportstunden wurden von jedem Probanden selbst eingeschétzt.
Zudem waren die Probanden dieser Studie wesentlich jiinger als die SeniorInnen aus der

»Active Ageing® Studie [Huang et al., 2009].

Es gibt einige Studien die berichten, dass die MN-H&ufigkeit mit dem Alter ansteigt
[Wojda et al., 2007, Huang et al., 2009]. Wojda et al. konnte zeigen dass die MN-
Haufigkeit in dem Alter von 20 bis 68 Jahren tendenziell stieg und dass diese Haufig-
keit bis zu einem Alter von 110 Jahren sich wieder verringert. Diese negative Korrelati-
on der MN-Héufigkeit ab einem Alter von 69 Jahren wurde nur bei den Frauen festge-
stellt weil die Anzahl der Méanner im Gegensatz zu der Anzahl der Frauen deutlich ge-
ringer war (Anzahl der Frauen >69 Jahren=57; Anzahl der Ménner >69 Jahre=16)
[Wojda et al., 2007].Auch die Ergebnisse von T1 der ,,Active Ageing™ Studie zeigen auf
eine nicht ansteigende MN-Haufigkeit im Alter hin.

Wie in der Studie von Wojda et al. waren deutlich mehr Frauen als Ménner in der ,,Ac-
tive Ageing* Studie untersucht worden. Es ist wissenschaftlich belegt, dass Frauen eine

hohere MN-Haufigkeit aufweisen als Manner [Wojda et al., 2007, Bukvic et al., 2001].

Die Faktoren Alter und Geschlecht konnte mithin ein Grund sein, weshalb die Verringe-
rung der MN-Anzahl nicht in jeder Altersgruppe und nicht zu jedem Untersuchungs-
zeitpunkt signifikant ist. Zudem beeinflusst die grof3e Streuung des Kollektivs durch die

heterogenen Gesundheitszustdnde die Ergebnisse zusétzlich.
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6. Schlussbetrachtung

Die Resultate dieser Arbeiten zeigen, dass sich nach einer einjdhrigen Trainings- und
Erndhrungsintervention die MN-Haufigkeit aus Lymphozyten von der MN-Haufigkeit

der Kontrollgruppe nicht unterscheidet.

RegelméBige korperliche Betitigung und sogar eine extreme korperliche Belastung zei-
gen keinen negativen Effekt auf die MN-Haufigkeit. 20 Ironman Triathleten welche 3,8
km Schwimmen, 180 km Radfahren und 42 km Laufen bewiltigen mussten, zeigten
keine signifikant erhohte Mutationsrate [Reichhold et al., 2008]. Auch die Studie von
Huang et al. konnte zeigen dass die Probanden welche mindestens 2 Mal pro Woche
Sport betrieben, eine signifikant geringere MN-Anzahl hatten. Dennoch muss man be-
achten dass die Probanden in beiden Studien um einiges jliinger waren als die Proban-

dInnen der ,,Active Ageing* Studie [Huang et al., 2009].

Neben dem Training und der Erndhrung gibt es mehrere Faktoren welche die MN Hau-
figkeit beeinflussen konnen wie zum Beispiel regelmiBiger Alkoholkonsum, Alter, Ge-
schlecht, Sozialisierungsfaktor oder Erkrankungen. Alter spielt eine wesentliche Rolle
bei der Entstehung von MN. Wojda et al. konnte zeigen, dass es zwischen dem Alter
von 20 bis 68 einen signifikanten MN Anstieg gibt. Erst ab einem Alter von 69 Jahren
kommt es zu einer Stagnation bzw einer leichten Reduktion. Zudem war der Anteil der
Frauen (87,9%) in der ,,Active Ageing* Studie erheblich hoher als der Anteil der Mén-
ner (12,1%). Es konnte sein dass ab einem gewissen Alter, trotz Einfluss von Sport und

gesunder Erndhrung, sich die MN-Haufigkeit nicht mehr erheblich dndert.

Welche Faktoren nun die genotoxischen Parameter am meisten beeinflussen ist nicht
eindeutig. In der Kontrollgruppe zeigt sich, unerwarteterweise, eine Verringerung der
MN-Haufigkeit als auch der anderen genotoxischen Parameter. Dies konnte auf die re-
gelméfBige Betreuung und den erhohten Kontakt mit der Gruppe im Zusammenhang
stehen. Ob nun der Sozialisierungsfaktor eine Rolle spielt bei dem Trend der genotoxi-
schen Parameter der Kontrollgruppe und dies der Grund dafiir ist, dass es keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Interventionsgruppe gibt ist

nicht klar aber auch nicht ausschlieB3bar.

88



Die Nekrose- und Apoptosenhédufigkeit waren jene Parameter, welche sich in allen Al-
tersgruppen, in der Kontrollgruppe und in der Trainings- und Erndhrungsinterventions-

gruppe stetig verringert haben.

Auch in den verschiedenen Altersgruppen (Kontrollgruppe ausgeschlossen) kam es zu
keiner kontinuierlich signifikanten Abnahme der MN-Anzahl. In der Altersgruppe 65-
74 Jahre kam es zu keinem signifikanten Unterschied der genotoxischen Parameter zu
den verschiedenen Zeitpunkten weil diese Gruppe die geringste Anzahl an ProbandIn-
nen betrug. Dennoch kommt es bei den Altersgruppen 75-84 und >85 Jahre zu einer
signifikanten Verringerung der NBuds und NPBs welche neben den MN auch zu den
genotoxischen Parametren zéhlen und auch in Verbindung mit genomischer Instabilitit

stehen [Utani et al., 2010].

Aufgrund dessen dass es keine anderen Studien publiziert sind, welche eine Erndh-
rungs- und Trainingsintervention iiber einen ldngeren Zeitraum auf Mutationen und
Chromosomenschidden bei Seniorlnnen untersuchen, kann kein wirklicher Vergleich
gezogen werden. Zudem fehlen noch einige Daten des Untersuchungszeitpunktes T3. Es
ist abzuwarten, welchem Trend die Ergebnisse der Untersuchungszeitpunkte T3 und T4

folgen.

Eine Verldngerung der Studie um mindestens 1 Jahr konnte iiber den weiteren Verlauf
der genotoxischen Parameter, sowohl im Hinblick auf die Interventionsgruppen als auch

auf die Kontrollgruppe, Aufschluss geben.
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7. Zusammenfassung

Der WHO (World Health Organisation) zufolge, wird Anzahl der iiber 60-jdhrigen in
den Jahren zwischen 2000 und 2050 von 600 Millionen auf 2 Milliarden steigen. Um
die Leistungsfahigkeit und die Unabhéngigkeit dlterer Menschen so lang wie moglich
zu gewihrleisten hat sich die Forschungsplattform ,,Active Ageing*“ der Universitit
Wien zur Aufgabe gemacht den Einfluss von Erndhrung und regelmaBigem progressi-

vem Krafttraining auf die Gesundheit von élteren Menschen zu untersuchen.

Ziel dieser Masterarbeit war es, den Effekt einer einjdhrigen Trainings- und Erndhrungs-
intervention auf die Entstehung von Mutationen und Chromosomenschéiden bei institu-
tionalisierten Seniorlnnen zu analysieren. Aus mehreren Pensionistenhdusern der Stadt
Wien, wurden interessierte Pensionistinnen, welche nach bestimmten Kriterien ausge-
wahlt worden sind, randomisiert in 3 Interventionsgruppen eingeteilt, und zwar die
Trainingsgruppe, die Trainings- und Erndhrungsgruppe und die Kognitive Gruppe, wel-
che als Kontrollgruppe diente. Die Erndhrungsintervention bestand aus einer tdglichen
Supplementierung mit ,,FortiFit“, welches priventiv gegen die Entwicklung von Sarko-
penie wirken soll. Das einstiindige progressive Training wurde zwei Mal pro Woche

durchgefiihrt.

Zur Beurteilung der Chromosomenbriiche wurde anhand des CBMN-Assay die Anzahl
der genotoxischen Parameter (MN, NBud und NPB) und die Haufigkeit der Apoptosen
und Nekrosen in den Lymphozyten der ProbandInnen zu den Zeitpunkten TO (Beginn
der Studie), T1 (nach 3 Monaten), T2 (nach 6 Monaten) und T3 (nach 12 Monaten) un-

tersucht.

Es gibt zu keinem Zeitpunkt einen statistischen signifikanten Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der Trainings- und Erndhrungsgruppe. Auch bei der Altersgruppe
65-74 Jahren (Kontrollgruppe ausgeschlossen) gab keinen signifikanten Unterschied der
MN, NBuds und NPBs nach der 1 jdhrigen Intervention. Dennoch darf nicht aufler Acht
gelassen werden, dass sich die Anzahl der NPBS (p=0,001) und die Héaufigkeit der
Nekrosen (p=0,002) und Apoptosen (p=0,002) signifikant nach der einjdhrigen Inter-
vention reduziert haben. Zusammenfassend kann man sagen, dass obwohl sich die Ge-

samtanzahl der MN und die Anzahl der BNCs mit MN nicht signifikant verringert ha-
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ben, die Intervention bis jetzt einen positiven Effekt auf die NBuds und die NPBS hatte,

und sich auch die Nekrosen- und Apoptosenhdufigkeit verringert hat.
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8. Summary

WHO (World Health Organization) expects that the number of people, older than 60
years of age, will rise from 600 Million to 2 billion until the year 2050. To ensure an
improved longevity and independence of elderly people, the research platform “Active
Ageing” of the University of Vienna examines the influence of nutrition and regular

progressive strength training on the health status of institutional, elderly people.

The aim of this master-thesis was to analyse the effect of a one-year training and nutri-
tional intervention on the formation of mutation and chromosomal damage in institu-
tionalized seniors. Seniors from different retirement homes from Vienna, who were in-
terested in the study, had to fulfill defined criteria for inclusion in the research study.
The seniors were randomly divided into 3 groups, the training group, the training and
nutrition group and the cognitive group, which served as control group. The nutritional
intervention consisted of a supplementation with “FortiFit”, which should be preventive

against sarcopenia. The one-hour progressive training took place twice a week.

The genotoxic parameter (MN, NBud and NPB) and the rate of necrosis and apoptosis
in the lymphocytes of the subjects were analyzed at the time points TO (beginning of the
study), T1 (after 3 months), T2 (after 6 months) and T3 (after 12 months) by the

CBMN-Assay which is a common method to analyze chromosomal breakage.

There were no statistically significant differences between the control group and the
training and nutrition group at any point of time. Even in the group of subjects aged
between 65-74 years (control group excluded), there were hardly any significant differ-
ences in the number of MN, NBuds and NPBs after the one-year intervention. The rea-
son can be the small number of the subjects in this group. Nevertheless, the number of
NPBs (p=0,001) and the rate of necrosis (p=0,002) and apoptosis (p=0,002) have been
significantly reduced after the one-year intervention. In conclusion it can be said, that
the intervention has a positive impact on the number of NBuds, NPBS and the rate of
necrosis and apoptosis even if it has no impact on the number of total MN and MN in

BNCs.
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