Lniversitat
wien

MASTERARBEIT

Titel der Masterarbeit

,Die Auswirkungen eines 6-monatigen Krafttrainings
auf Mutationen bei institutionalisierten
Pensionistinnen”

Verfasserin
Karin Geider, Bakk.rer.nat.

Angestrebter akademischer Grad
Master of Science (MSc)

Wien, August 2013

Studienkennzahl It. Studienblatt: A 066 838
Studienrichtung It. Studienblatt: Ernahrungswissenschaften
Betreuer: Univ.-Prof. Dr. Karl-Heinz Wagner






Danksagung

Ganz besonders mdchte ich mich bei meiner Laborpartnerin Birgit Koller bedanken,
sowie bei unseren Nachfolgerinnen Ariane Cremer und Beatrice Pierson. Dank euch
war die Zeit im Labor nicht nur anstrengend, sondern auch immer sehr lustig.
Gemeinsam haben wir es geschafft, alle anfanglich schwierigen Hirden gut zu

meistern.

Weiters herzlich bedanken méchte ich mich bei unserem Betreuer Mag. Billy Franzke
sowie bei Univ.-Prof. Mag. Dr. Karl-Heinz Wagner. Die Unterstutzung und

Zusammenarbeit wahrend der gesamten Dauer der Masterarbeit war einfach toll.

Ein ganz besonderes ,Danke“ gebihrt meiner Familie, die mir das Studium ermdéglicht,
und mich wahrend der gesamten Studienzeit in allen Bereichen meines Lebens

unterstltzt hat.

Weiters mochte ich mich auch bei all meinen Freunden bedanken, mit denen ich meine

Sorgen, insbesondere beziiglich der Masterarbeit, teilen konnte.

Vielen Dank






Inhaltsverzeichnis

AbbIldUNGSVEIZEICANIS ... e e v
TabellENVEIZEICHNIS ..o \Y,
ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ..ottt \
1 EINIEIUNG . .o 1
2. LIteraturlbDerSICRL ... ..o 3
2.1 Sarkopenie und Proteinbedarf im AILEr ..........oovvviiiiiiii 3
2.2 Mikrokernfrequenz, Alter und Geschlecht..............ooiiiiiii i, 5
2.3 Mikrokerne und Krebserkrankungen...........cccccoovvviiiiiiiiiiiie 7
2.4 Mikronéahrstoffe und chromosomale Veranderungen ..........ccccccvvvvvveveieiiieeiiinennnnn, 9
2.5 Mikrokerne und korperliche AKEIVItAL..............ooovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 12
2.6 Mikrokernaufkommen in Abhangigkeit von anderen Lebensstilfaktoren............. 14
2.7 Auswirkungen von kérperlichem Training im AREr .......ccooeeiiiiiiiiiiii e, 16
3. MATERIAL UND METHODEN ... .ottt 19
3.1 DEIr CBMN-ASSAY ..oeuiiiiiieii ettt et e et e e et e e e et a e aaan 19
3.1.1 Parameter des Cytokinesis-block micronucleus cytome Assay................... 20

1 T2 S 18 o [ =1 T = [ o PR 27
3.3 Rekrutierung der Probanden ..........ooooiiiiiiiii e 27
3.4 INterventioNSPRASE ... ..o 29
TR €] U ]o] o T I = 1111 o PP 30

3.6 Gruppe Training + EM&NIUNG..........oeuiiiiiiiiiiiii e 30



3.7 GedachtnistraiNiNgSOIUPPE ....cc e e et 31

4. CBMN-Assay (in Zusammenarbeit mit Birgit Koller) ..., 32
4.1 Verwendete Materialien & Chemikalien ...........cccccovvviiiiiiie 32
4.2 Probenaufbereitung ... 33
4.3 ZEANIKIIEIIEN. ..cceiiiiiiieeeeeeee e 37

D BT EINISSE ...ttt n e 41
5.1 Ausgangswerte zum ZeitpunKt TL ......coovriiiiiiiieee e 42
5.1.1 Vergleich zwischen den GIUPPEN ......ccciiiiiiiiiiie et e e e e eaaees 42

5.1.2 Anzahl der BNCs mit Mikrokernen und Gesamtmikrokernzahl in Abhangigkeit
JES AIBIS e 43

5.1.3 Vergleich Nekrosen, Apoptosen, Buds und Bridges in Abhangigkeit

A8 A S . .. eieea 45
5.2 Ergebnisse der Gruppen Training und Gedachtnistrainingsgruppe.............. ... 48
5.2.1 Gruppe Training. .....oueee et e e 48
5.2.2 GedachtnistrainingSgrUPPe. ... . cueie e 51

5.3 Vergleiche zwischen Training, Training & Ernahrung und Gedachtnis-

LU=V T 00 K0 | 01 0] 01 56
5.3.1 Anzahl der Apoptosen zu T, T2, T3.. .. 56
5.3.2 Anzahl der Nekrosen zu T1, T2, T3, . i e 57
5.3.3 Anzahl der BNCs mMit MIKIOKEIMe. .........couiiiiii i 58
5.3.2 Anzahl der Gesamtmikrokerne zu T1, T2, T3....cceiiiiiiiii e, 59
5.3.2 Anzahl der Buds zU T, T2, T 3. i eeeens 60
5.3.2 Anzahl der Bridges zu T1, T2, T3 e 61
5.4 Vergleich nach AlLErsSgruppeN. ... ..o e 62



5.4.1 AREISQrupPPEe B5-7T4 .. ... 62

B5.4.2 AREISOrUPPE 75-84 .ooriiii i e 64

B5.4.3 AErsgrupPPe >85. ... i 66
6. DiSKUSSION der ErgehNISSe. ... i s 68
7. SChIUSSDELIACNTUNG ... 72
8. ZUSAMMENTASSUNG ... 73
LS ST 0 0 =T Y PP 75
10. LiteraturVerZeiChNIS . .......cooiiiiiiiii e a7



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Zweikernzelle mit Nuclear Bud (eigenes Foto, 2013).........cccccceeeiieeeerreeininnnnnn. 21
Abb. 2: Zweikernzelle mit Nucleoplasmatic Bridge (eigenes Foto, 2013). ................... 22
Abb. 3 : Apoptose (eigenes Foto, 2013)........couuiiiiiiieeiieieice e 22
Abb. 4: Nekrose (eigenes FOoto, 2013).......cccviiiiiiiiiii e e e e e e earaa 23
Abb. 5: Zweikernzelle mit MNi (eigenes Foto, 2013). ........ccceeiiieeiiiiiiiiiec e, 24

Abb. 6: Entstehung von MNi, NBUDs, NPBs, Apoptosen und Nekrosen
[FENECH et al., 2003]....cccciiiiiiiiiiee e 25

Abb. 7 : Vergleich der BNCs mit Mikrokernen und der Gesamtmikrokernzahl zwischen

den GESCNIECRIEIM ... . i neee 42
Abb. 8: Anzahl der BNCs mit Mikrokernen zu T1 in Abh&ngigkeit des Alters............... 43
Abb. 9: Gesamtmikrokernanzahl zu T1 in Abhangigkeit des Alters .............ccccoeeeee. 44
Abb. 10: Anzahl der Nekrosen zu T1 in Abhangigkeit des Alters...........ccccoeeeeeeeee. 45
Abb. 11: Vergleich der Apoptosen zu T1 in Abhangigkeit des Alters ............cccccevvvnnnn. 45
Abb. 12: Vergleich der BNCs mit Mikrokernen, Gruppe Training........ccccoeeeeeevivvvvinnnnn.. 49
Abb. 13 : Vergleich Mikrokerngesamtzahl, Gruppe Training...........cccccceeeeeeeeeeieeivinnnnnn. 50
Abb. 14: Vergleich der BNCs mit Mikrokernen, Gedachtnistrainingsgruppe ................ 54
Abb. 15: Vergleich der Mikrokerngesamtzahl, Gedachtnistrainingsgruppe................... 55
Abb. 16: Gruppenvergleich der Anzahl an ApPoptoSeNn...........ccoevvviiiiiiiiiiiiieeieeeee . 56
Abb. 17: Gruppenvergleich der Anzahl an NeKroSen..........cccceeveeeiiiiiiiiiiiie e, 57
Abb. 18: Gruppenvergleich der BNCs mit MIKrokernen .............ccccoveeeiveiiieieeeeeeeeeinnnnnn. 58
Abb. 19: Gruppenvergleich der Gesamtmikrokerne.............cccooooeeiiiiiiin e, 59
Abb. 20: Gruppenvergleich der Anzahl an Buds............cooooviiiiii, 60
Abb. 21: Gruppenvergleich der Anzahl an Bridges.........ccooovvviiiiiieeee, 61



Tabellenverzeichnis

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

: Zusammensetzung FortiFit [Nutricia, 2013]........cccooviiiiiiiieeeeereceee e, 31
: Ubersicht der Ergebnisse Gruppe Training zu allen Testzeitpunkten...... ....... 46
: Prozentuelle Veranderung zwischen T1 und T3, Gruppe Training .................. 48

: Ubersicht der Ergebnisse Ged&chtnistrainingsgruppe zu allen Testzeitpunkten .

: Prozentuelle Veranderung zwischen T1 und T3, Gedachtnistrainingsgruppe 532
: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3, Altersgruppe 65-74 ............ 63
: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3, Altersgruppe 75-84 ............ 65

: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3, Altersgruppe >85............... 67



AbkUrzungsverzeichnis

BNC Binucleated Cell

BNCs Binucleated Cells

CBMN  Cytokinesis Block Micronucleus cytome Assay
DMSO  Dimethylsulfoxid

DM2 Diabetes mellitus Typ Il

DNA Desoxyribonucleic Acid

G Gramm

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht
ml Milliliter

MN Micronucleus
MNi Micronuclei

NBUD  Nucleoplasmic Bud

NBUDs Nucleoplasmic Buds

NDCI Nuclear Division Cytotoxicity Index
NDI Nuclear Division Index

NPB Nucleoplasmic Bridge

NPBs Nucleoplasmic Bridges

PHA Phytohaemoglutinin

PBL periphere Blutlymphozyten

PBS Phosphat Buffered Saline

RONS  Reactive Oxygen and Nitrogen Species
rpm revolutions per minute

SPPB Short Physical Performance Battery

pl Mikroliter



1. Einleitung

Alte Menschen gehéren zu dem am schnellsten wachsenden Segment der
Bevolkerung. Bis zum Jahr 2050 wird sich die Zahl der 60+ Generation von 11 auf 22
% verdoppelt haben und somit 2 Milliarden betragen [WHO, 2012].

Dem zufolge ist es notig, einen zunehmenden Schwerpunkt auf Gesundheit zu setzen
und neue Mdglichkeiten zu entwickeln, die zur Verbesserung des Wohlbefindens
beitragen. Ein Hauptaugenmerk muss auf die Pravention von Erkrankungen gelegt
werden, sodass die Lebensqualitat moglichst lange erhalten bleibt [LAUMANN et al.,
2009].

Weltweit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs die Hauptursachen fur Mortalitat
und durch Invaliditéat verlorene Lebensjahre.

Um die Bevolkerung maoglichst gesund, mental sowie physisch altern zu lassen, ist es
wichtig, auf die Wirkung von praventiven Maflinahmen, unter anderem Bewegung und

Sport und Erndhrung, aufmerksam zu machen [LAUMANN et al., 2009].

Sarkopenie ist mit zunehmendem Alter ein besonders haufig auftretendes Problem
[MORLEY, 2008].

Kdrperliches Training ist eine effektive MalBhahme, um diesem Muskelschwund
entgegenzuwirken. Da éaltere Personen aus gesundheitlichen Grinden jedoch nicht
immer fahig sind, regelmaRige korperliche Aktivitdt auszuliben, ist Sarkopenie in dieser
Altersgruppe weit verbreitet [HAMMAR und OSTGREN, 2013].

Studien bestatigen, dass die Mikrokernfrequenz im Alter ansteigt [FENECH und
BONASSI, 2011].

Diese Masterarbeit befasst sich mit der Frage, inwiefern sich die Anzahl an
Mikrokernen bei institutionalisierten Pensionisten® nach einem 6-monatigen
Krafttraining veréndert. Dies wird mit Hilfe des Cytokinesis-Block-Micronucleus-cytome
Assays (CBMN-Assay) untersucht. Des Weiteren wird die Anzahl an
nucleoplasmatischen Bricken, nucleoplasmatischen Buds, Apoptosen sowie Nekrosen

bestimmt.

YUm einen angenehmen Lesefluss zu gewéhrleisten, wird in dieser Arbeit durchgehend das generische
Maskulinum verwendet. Dieser schlief3t selbstversténdlich alle weiblichen Formen mit ein.



Dies sind alles Parameter des CBMN-Assay, die auf eine Schadigung der DNA
hinweisen [FENECH, 2007].

Die Masterarbeit entstand im Rahmen der Forschungsplattform Active Ageing der
Universitatt Wien. Diese Studie hat zum Ziel, die Auswirkungen von
Erndhrungsoptimierung sowie Krafttraining auf die Gesundheit, Mobilitat und
Leistungsfahigkeit alterer Menschen in Pensionistenwohnhausern zu untersuchen.

Es handelt sich dabei um eine randomisierte, doppelblinde, kontrollierte
Interventionsstudie.

Die Probanden wurden in 3 Gruppen eingeteilt, Gruppe Training + Ernéhrung, Gruppe
Training und eine Gedachtnistrainingsgruppe.

Mit Hilfe des CBMN-Assay wurden die Effekte auf verschiedene cytogenetische

Parameter, insbesondere Mikrokerne, untersucht.

Die Probenaufbereitung sowie die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit

mit meiner Kollegin Birgit Koller.

In dieser Masterarbeit kann es zu textlichen und inhaltlichen Uberschneidungen mit

anderen Beteiligten der Forschungsplattform Active Ageing kommen.

Ariane Cremer, Bakk.
Bianca Arnold, MSc.
Claudia Traxler, MSc.
Sarah Proprentner, Msc.
Tanja Spitzer, MSc.
Birgit Koller, Bakk.



2. Literaturtbersicht

2.1 Sarkopenie und Proteinbedarf im Alter

Unter dem Begriff Sarkopenie versteht man Muskelschwund und den damit
zusammenhdangenden Kraftverlust, der mit zunehmendem Alter einhergeht.
Sarkopenie ist definiert durch den Abbau an Muskelmasse sowie der Abnahme der
Muskelfunktionen im Rahmen des normalen Alterungsprozesses [FIELDING et al.,
2011].

Muskelschwund ist bei alteren Personen weltweit verbreitet, es wird eine Pravalenz
von 5 bis 13 % bei den 60 bis 70 Jahrigen verzeichnet. Bei den uber 80 Jahrigen
betragt diese schon 11-50 % [MORLEY, 2008].

In Osterreich sind etwa 13 % der 60 bis 70 Jahrigen von Sarkopenie betroffen [OLPM,
2011].

Faktoren, die zu dieser Entwicklung beitragen, sind bei &lteren Personen unter
anderem das Ausmafll an chronischen Entziindungsprozessen, Atrophie der
Motoneuronen, eine unzureichende Eiweil3zufuhr sowie zu wenig korperliche Aktivitat
[HAMMAR und OSTGREN, 2013].

Eine weitere wichtige Rolle bei der Entstehung spielen auch die altersbedingte
Abnahme an Sexual- und Wachstumshormonen sowie die Reduktion der Aktivitat von
IGF-1 im Alter [MIYAKOSHI 2013].

Postmenopausale Frauen sind haufig von Sarkopenie betroffen. Die Studie von
Fielding et al. zeigte eine Pravalenz von 10 bis 52 % bei postmenopausalen Frauen,
die zuséatzlich an Osteoporose leiden [FIELDING et al., 2011].

Die Auswirkungen von Muskelschwund reichen von eingeschrénkter Mobilitdt und stark

limitierter Beweglichkeit bis hin zu haufigen Frakturen und Knochenbrtchen.



Alte Menschen, die an Sarkopenie in Kombination mit Adipositas leiden, sind noch
anfalliger fur Probleme mit Mobilitdt und frih auftretender Invaliditat [HAMMAR und
OSTGREN, 2013].

Korperliches Training wirkt sich positiv auf die Kraft und Muskelmasse bei alteren
Erwachsenen aus, jedoch ist dies aufgrund des gesundheitlichen Zustandes bei &lteren
Menschen nicht immer moéglich [HAMMAR und OSTGREN, 2013].

Auch wenn bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht nachgewiesen wurde, dass éaltere
Menschen, die Nahrungsergénzungsmittel zu sich nehmen, einen erhdhten Anteil an
Muskelmasse haben, so spricht Vieles dafir, dass vor allem Sarkopenie alle
unterernahrten Menschen betrifft [OLPM, 2011].

Die empfohlene durchschnittliche Proteinzufuhr flir Erwachsene Uber = 60 Jahre liegt
bei 0,83 g pro kg KG pro Tag [DGE, 2012].

Altere Menschen, die schon an Sarkopenie leiden, bendétigen jedoch etwa 1,5 g Protein
pro kg KG téaglich, um die Magermasse sowie die Stickstoffbilanz aufrecht erhalten zu
kénnen bzw. Muskelmasse wieder aufzubauen. Der Proteinbedarf zur Bildung von

Muskelprotein steigt noch dazu mit zunehmendem Alter an [OLPM, 2011].

Der genaue Bedarf der Proteinzufuhr zum Erhalt der Muskelmasse und um einer
Sarkopenie vorzubeugen, ist jedoch noch nicht geklart [VOLKERT und SIEBER, 2011].

Da die Erndhrung é&lterer Menschen durch nachlassenden Appetit, langsamerer
Magenentleerung, reduzierten Geschmackswahrnehmungen, Schluckbeschwerden
etc. oft unzureichend ist, kann eine Supplementierung notwendig sein, um dem
Muskelabbau entgegenzuwirken [VOLKERT und SIEBER, 2011].

Vor allem institutionalisierte Senioren erreichen die empfohlenen Proteinreferenzwerte
kaum. Eine deutsche Studie untersuchte die Eiwei3aufnahme bei 127 Bewohnern
eines Pensionistenpflegeheimes.

Die mediane Eiwei3zufuhr betrug 0,9 g pro kg KG taglich bei einer medianen
Gesamtenergie von 1540 kcal. Bei 35 % der Pensionisten lag die tagliche
EiweiRaufnahme unter 0,80 g pro kg KG. 19 % der Pensionisten nahmen weniger als
0,66 g Eiweil3 pro kg KG auf [VOLKERT und SIEBER, 2011].



Der Ernahrungsbericht 2012 zeigte auf, dass in Osterreich die tagliche EiweiRzufuhr
sowohl bei Senioren als auch bei Seniorinnen 0,9 g pro kg Korpergewicht betragt und
somit im Bereich der Empfehlung liegt.

Vergleicht man diese Zahlen mit vorhergehenden Daten, so lasst sich eine stabile
Aufnahme der Eiweil3zufuhr bei den Frauen zwischen 65 und 80 Jahren, sowie eine
nur geringfigig sinkende Aufnahme bei den Mannern dieser Altersgruppe feststellen
[ELMADFA [, 2012].

2.2 Mikrokernfrequenz, Alter und Geschlecht

Alter und Geschlecht sind die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Mikrokernfrequenz
[ISHIKAWA et al., 2003].

Der Alterungsprozess ist durch eine Abnahme von Kérperfunktionen der Organe und
Gewebe charakterisiert. Dies geschieht durch eine vermehrte Instabilitat des Genoms
bezlglich Expression und Struktur [ORTA und GUNEBAKAN, 2011].

Einer der Hauptfaktoren des Alterungsprozesses ist die jahrelange Ansammlung
oxidativer Schaden von Proteinen, Fetten und Nukleinsduren [ORTA und
GUNEBAKAN, 2011].

Studien des Human MicroNucleus (HUMN) Konsortiums bestétigen den Anstieg der
Mikrokernfrequenz mit einem steigenden Alter bei Erwachsenen. Die genauen
Mechanismen, die zu diesem altersbezogenen Anstieg fihren, sind zum jetzigen
Zeitpunkt unbekannt [FENECH et al., 2011].

Ein Grund fur die Zunahme der Anzahl an MNi ist die Ansammlung an genetischen
Schaden wéhrend der Lebensspanne [ISHIKAWA et al., 2003].

Auch Bolognesi et al. beobachtete eine ansteigende Mikrokernfrequenz mit
zunehmendem Alter. Ebenso erhoht sich in Kombination mit anderen Lebensstil-
Faktoren die Anzahl an Chromosomen-Anomalien [BOLOGNESI et al., 1997].



Das vermehrte Auftreten von MNi ist auf ein Zusammenwirken mehrerer Faktoren
zurickzufihren. Zum einen auf die kumulative Wirkung von erworbenen
Genmutationen, die bei DNA-Reparaturmechanismen sowie Chromosomensegregation
beteiligt sind, und zum anderen auf Chromosomen-Abweichungen (bezlglich Anzahl
und Struktur), die durch Einwirkungen von endogenen Genotoxinen, schadlichen
Umwelteinflissen und negativen Lebensstilfaktoren entstehen [FENECH und
BONASSI, 2011].

Studien des HUMN-Konsortiums stellten auch Unterschiede im Mikrokernaufkommen
zwischen Mannern und Frauen fest.

Mannliche Probanden ab einem Alter von 40 Jahren wiesen die hodchste
Mikrokernfrequenz auf [FENECH et al., 2011].

Kinder weisen eine weitaus geringere Anzahl an MNi als Erwachsene auf, es konnte
jedoch kein klarer Unterschied zwischen Jungen und Madchen festgestellt werden
[HOLLAND et al., 2011].

Bei Erwachsenen koénnen spontan auftretende Mikrokerne und Nukleoplasmatische
Buds auch durch einen Regulationsmechanismus entstehen, bei dem ein bestehendes
Ungleichgewicht der DNA von den Zellen eliminiert wird, um den ordnungsgemafiien
Zellzyklus wieder herzustellen.

Die Anzahl an Mikrokernen die aus diesen Regulationsmechanismen entstehen, steigt
mit zunehmendem Alter. Die Altersgruppe der uber 40-jahrigen Erwachsenen zeigt
dabei die hochsten Werte.

Weiters konnen an der Bildung von spontan auftretenden Mikrokernen auch
Umwelteinflisse sowie bestimmte genetische Faktoren beteiligt sein [JONES et al.,
2012].

Auch die Studie von Catalan et al. kam zu dem Ergebnis, dass bei alteren ménnlichen
Erwachsenen eine hohere Mikrokernfrequenz zu beobachten ist als bei den jiingeren.
Weiters konnte auch ein lbermé&fRig hoher Gehalt an Y-Chromosomen in den
Mikrokernen bei &lteren Mannern festgestellt werden. Jingere Probanden wiesen
einen in etwa gleich grol3en Anteil an Y- sowie X-Chromosomen in den Mikrokernen
auf. [CATALAN et al., 1998].



Studien bestétigen, dass Frauen zu einer hoheren Mikrokernfrequenz tendieren. Der
Hauptgrund dafir ist, dass X-Chromosomen haufiger als Y-Chromosomen zu finden
sind. Demnach ist in weiblichen Lymphozyten eine héhere Anzahl an Mikrokernen zu
finden, da Frauen zwei X-Chromosomen besitzen [CATALAN et al., 1998].

Auch die Tatsache, dass das X-Chromosom leichter zugunsten von Mikrokernen
verloren geht, fuhrt zu einer grof3eren Mikrokernfrequenz bei Frauen [FENECH und
BONASSI, 2011].

2.3 Mikrokerne und Krebserkrankungen

Eine erhdhte Krebsinzidenz im Alter wird durch das vermehrte Aufkommen von
Mutationen infolge einer Ansammlung oxidativer Schaden der DNA verursacht [ORTA
und GUNEBAKAN, 2011].

Diese chromosomalen Verdnderungen kommen in benignen, malignen sowie in pra-
neoplastische Stadien vor und umfassen strukturelle und zahlenméBige

Veranderungen.

Weichenthal et al. zeigten eine erhdhte Anzahl an Mikrokernen in peripheren
Blutlymphozyten und Fibroblasten bei Patienten mit familiarem schwarzen Hautkrebs
[WEICHENTHAL et al. 1989].

Bei Patientinnen mit Gebarmutterhalskrebs konnten vermehrt Mikrokerne im
Gebarmutter-Epithelium sowie in peripheren Blutlymphozyten nachgewiesen werden
[LEAL-GARZA et al, 2002].

Varga et al. untersuchten die Mikrokernfrequenz in PBL im Zusammenhang mit
Brustkrebs und stellten eine signifikant erhohte Anzahl an Mikrokernen bei
Brustkrebspatientinnen fest [VARGA et al., 2006].

Auch Patienten, bei denen Leukamie diagnostiziert wurde, wiesen eine erhohte Anzahl
an Mikrokernen auf [HAMURCU et al., 2008].



Eine weitere Studie untersuchte den Zusammenhang zwischen der Mikrokernfrequenz
und dem Krebsrisiko in mehr als 6 700 gesunden Personen aus 10 verschiedenen
Landern. Die Ergebnisse zeigten, dass die Inzidenz, an Krebs zu erkranken, bei
Probanden mit mittlerer bis hoher Mikrokernfrequenz signifikant hoher war [BONASSI
et al., 2011].

Ebenso bestatigten El-Zein et al. den positiven Zusammenhang zwischen einer
erhdhten Mikrokernfrequenz und dem Risiko, an Lungenkrebs zu erkranken.

Bei den Lungenkrebs-Patienten traten auch vermehrt NBUDs und NPBs auf. Weiters
war die Anzahl an Mikrokernen in Einkernzellen erhdht. Diese Zellen sind jene, die
dem Cytochalasin B entgangen sind oder jene, in denen die replizierte DNA nicht von
der Zellteilung betroffen war.

Mikrokerne in Einkernzellen traten des Weiteren auf, wenn es sich um ein sehr friihes
Stadium von induziertem Zelltod (Nekrose oder Apoptose) handelte [EL-ZEIN et al.,
2008].

Auch in der Studie von Bonassi et al. konnte beobachtet werden, dass Lungenkrebs-
Patienten eine vermehrte Anzahl an Mikrokernen und Chromosomenschaden
aufwiesen. Weitere Parameter, NBUDS sowie NPBs waren zuséatzlich erhoht
[BONASSI et al., 2011].

Das Auftreten von Mikrokernen in peripheren Blutlymphozyten ist somit pradiktiv fur
das Krebsrisiko und eine hohe Mikrokernfrequenz wird mit einem frihen Stadium von
Karzinogenese assoziiert.

Weitere Studien sind jedoch nétig, um diese Erkenntnisse fur zukinftige
Krebsvorsorgeprogramme, insbesondere fir Hochrisikoguppen, nutzen zu kénnen
[BONASSI et al., 2011].

Milosevic-Djordejevic et al. untersuchte mittels CBMN-Assay die genetischen Schaden
in peripheren Blutlymphozyten bei neu erkrankten und noch unbehandelten
Krebspatienten. Dabei wurden die Einflussfaktoren Alter, Geschlecht, Rauchstatus und
Krebsart in Bezug auf das Mikrokernvorkommen bericksichtigt.

Die Anzahl der Mikrokerne war in Krebspatienten signifikant hoher als in der

Kontrollgruppe. Zwischen den Geschlechtern konnte kein signifikanter Unterschied



festgestellt werden. Ebenso nicht bezlglich der unterschiedlichen Krebsarten und
zwischen Rauchern bzw. Nicht-Rauchern.

Die Gruppe der unbehandelten Krebspatienten wiesen in den peripheren
Blutlymphozyten eine hohe genetische Instabilitat auf [MILOSEVIC-DJORDJEVIC et
al., 2010].

Die Studie von larmoracovai et al. bestatigte ebenfalls den positiven Zusammenhang
zwischen dem vermehrten Aufkommen von Mikrokernen und Krebserkrankungen.
Unbehandelte Patienten sowie Patienten mit einer angeborenen Krebserkrankung
weisen eine erhdhte Mikrokernfrequenz auf. Es besteht eine starke Assoziation
zwischen Karzinogenitat und genotoxisch wirkenden, krebsauslésenden Substanzen
[IARMARCOVAI et al., 2008].

2.4 Mikronéahrstoffe und chromosomale Veranderungen

Bestehende Chromosomenschéden koénnen durch die Aufnahme bestimmter
Mikronahrstoffe positiv beeinflusst werden [THOMAS et al., 2011].

LAL und AMES zeigten einen starken Zusammenhang von Mikronahrstoffmangeln und
der Entstehung von Krebs. Allem voran ein schlechter Versorgungsstatus an Folsaure,
Eisen, Magnesium, Zink, Biotin, Vitamin B6 sowie Vitamin C flhrt zu einer vermehrten
DNA-Schadigung in  primaren menschlichen Zellkulturen und erhoht die
Mikrokernfrequenz [LAL und AMES, 2011].

Ebenso der Mangel an Zink, ein Co-Faktor mehrerer DNA-Reparaturmechanismen,
kann DNA-Schaden beginstigen und Einzelstrangbriiche hervorrufen. Diese sind aber
reversibel und werden repariert, wenn der Zinkmangel wieder ausgeglichen wird [LAL
und AMES, 2011].

Besonders Folsdure und Vitamin B12 spielen eine wichtige Rolle im DNA-
Metabolismus [FENECH, 2001].



Die Studie von larmarcovai et al. zeigte einen positiven Zusammenhang zwischen der
Aufnahme von Folsaure, Calcium sowie Vitamin E, und einem reduzierten Krebsrisiko
[BONASSI et al., 2007].

Hohe Konzentrationen an Kupfer und Eisen im Serum sowie eine geringe Serum-
Konzentration an Magnesium und Zink fuhrt zu einer erh6hten Krebsmortalitat bei
Mannern im mittleren Alter. Eine geringe Vitamin B6 Aufnahme korreliert positiv mit

einem erhohten Kolorektalkrebs-Risiko.

Sowohl ein Mange als auch ein Uberschuss an diesen Mikronahrstoffen kann Genom-
Schéden verursachen.

Liegt ein Folsauremangel vor, so wird Uracil anstatt von Thymin in die DNA eingebaut,
was neben Punktmutationen auch zu Mikrokernbildung, Chromosomenbriichen, DNA-

Einzel- sowie Doppelstrangbriichen flhrt.

Auch ein Vitamin B12-Mangel verursacht einen falschlichen Einbau von Uracil, da
dadurch die Synthese von Folsdure eingeschrankt wird, welche fur die dTMP
(Desoxynukleotid-Thymidinmonophosphat) - Synthese benétigt wird.

Die Synthese von Methionin (durch die Re-Methylierung von Homocystein und die
Synthese von Adenosylmethionin) erfordert ebenso einen ausreichend hohen
Folséaure- und Vitamin B12-Status. Die Methioninsynthese bestimmt in weiterer Folge
die DNA-Konformation und eine intakte Genexpression [THOMAS et al., 2011].

Fenech et al. zeigten, dass &ltere Manner eine signifikant hohere Mikrokernfrequenz
aufweisen, wenn Folsédure und Vitamin B12 im Serum erniedrigt, und Homocystein
gleichzeitig erhoht ist.

Da auch eine alleinige Erhdhung an Homocystein das Auftreten von Mikrokernen
beglnstigt, kann davon ausgegangen werden, dass vor allem Homocystein
verantwortlich fur auftretende Chromosomenschéaden ist.

Eine 4-monatige Supplementierung mit taglich 0,7 mg bzw. 2 mg Folsédure ergab
jedoch nur eine sehr geringe Reduktion des Homocysteins von 11 % mit keiner

signifikanten Veradnderung in der Mikrokernfrequenz [FENECH et al., 1997].
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Fenech und Bonassi zeigten in einer Studie, dass Personen mit einer veganen
Erndhrungsweise, die keine Vitamin B12 Supplemente einnahmen, einen Mangel an
diesem Mikronahrstoff aufwiesen. Demnach war auch die Mikrokernfrequenz erhoht
[FENECH und BONASSI, 2011].

Bei Diabetes mellitus Typ Il — Patienten konnte durch eine Folsaure-Supplementierung
einer Verringerung der Mikrokernhaufigkeit erreicht werden [ZUNIGA-GONZALEZ et
al., 2007].

Durch eine ausreichend hohe Vitamin C-Aufnahme kann das Auftreten von Einzel und
Doppelstrangbriichen der DNA, verhindert werden. Vitamin C wirkt antioxidativ und
reduziert die aduRerst reaktiven Hydroxylradikale, welche DNA-Schaden hervorrufen
[THOMAS et al., 2011].

In einer Studie von Fenech und Crott wurde der Einfluss einer Vitamin C-
Supplementation auf Chromosomenschaden, sowie das Auftreten von Nekrosen und
Apoptosen untersucht. In vivo Tests zeigten keine Verringerung dieser Parameter
durch Vitamin C.

In Gegenwart von Hydrogenperoxiden konnte jedoch eine signifikante Reduktion von
Zellteilungen, Apoptosen und Mikrokernen in Zellen beobachtet werden.
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass eine Vitamin C Supplementation unter
normalen physiologischen Konditionen weder eine DNA-Schadigung hervorruft, noch
Zellen gegen Hydrogenperoxid-indizierte Toxizitat schitzt [CROTT und FENECH,
1999].

Die Studie von Schneider et al. untersuchte den Einfluss einer Supplementierung mit
Vitamin C und Vitamin E auf die Mikrokernfrequenz in Lymphozyten. Die Probanden
waren zur Halfte Raucher bzw. Nicht-Raucher und nahmen Ulber einen Zeitraum von
14 Tagen taglich 1000 mg Vitamin C sowie 225 mg Vitamin E zu sich.

Bei beiden Gruppen konnte nach 7 Tagen der Supplementierung eine Verringerung der
Mikrokerne verzeichnet werden. Bei den Rauchern wurde eine noch deutlichere
Abnahme der Mikrokernfrequenz in den peripheren Blutlymphozyten beobachtet. Somit
wirkt eine kurzzeitige erhdhte Aufnahme von Vitamin C und Vitamin E bei Rauchern
einer DNA-Schadigung entgegen [SCHNEIDER et al., 2001].

11



Auch ein Vitamin D Mangel kann die Entstehung verschiedener Krebsarten fordern.
Besonders im Alter ist eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D besonders wichtig,
da dieser Mikron&hrstoff bei mangelhaftem Status mit der Entstehung von Osteoporose
und Knochenbriichen einhergeht, sowie Autoimmun- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
fordert.

Durch die begrenzte Mobilitat lterer Menschen besonders in Wohnorten mit geringerer
Sonneneinstrahlung und einer geringen Aufnahme Uber die Nahrung kommt es oft zu
einem Mangel an Vitamin D [HAMMAR und OSTGREN, 2013].

2.5 Mikrokerne und korperliche Aktivitat

Intensives Training scheint fir Anpassungen in der antioxidativen Abwehr sowie in der
DNA-Reparatur-Gen-Expression verantwortlich zu sein [REICHHOLDT et al., 2009].

Die Auswirkungen von kdrperlichem Training auf DNA-Schadigung sind komplex, da

Studien unterschiedliche Ergebnisse aufweisen.

Erschopfendes Training kann zu einer vermehrten Bildung von freien Radikalen durch
oxidativen Stress fiihren. Dieser Mechanismus ist stark von der Dauer und Intensitat

sowie der Aktivitdt von DNA-Reparaturmechanismen abhéangig [WAGNER et al., 2011].

Nach einem erschopfenden Ausdauertraining ist sowohl eine DNA-Schadigung, als
auch eine systemische Entziindungsreaktion feststellbar.

Jedoch gibt es kaum wissenschaftliche Belege fiir einen direkten Zusammenhang von
korperlicher Aktivitat und Entzindungsreaktionen, DNA- bzw. chromosomaler
Schadigung. Aktuelle Ergebnisse belegen, dass die wichtigsten Faktoren fir diese
Schaden RONS (reactive oxygen and nitrogen species) sind und DNA-Effekte in
Lymphozyten  nicht  verantwortlich  fir  erschépfende  Trainings-indizierte

Entzindungsreaktionen gemacht werden kdnnen.
Die Studie von Neubauer et al. zeigte, dass Entzindungsprozesse keine DNA-

Schaden begunstigen, weder direkt noch auf indirektem Weg Uber eine vermehrte
Bildung von RONS.
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Oxidativen DNA-Schaden kann jedoch mit Hilfe von Trainings-indizierten antioxidativen
Reaktionen entgegen gewirkt werden [NEUBAUER et al., 2008].

Neubauer et al. sowie Reichhold et al. untersuchten die Auswirkungen auf einzelne
Parameter des CBMN-Assays bei Ironman-Triathleten.

42 mannliche Teilnehmer wurden in die statistische Auswertung eingeschlossen.
Wahrend des Rennens (10 h 52 min +/- 1 h) wurde Vitamin C und Vitamin E
aufgenommen.

Ausgewertet wurden die Parameter Mikrokernfrequenz, Anzahl Nekrosen, Apoptosen,
sowie NBUDs und NPBs.

Die Untersuchung ergab eine signifikante Reduktion der Mikrokerne direkt nach dem

Rennen und eine weitere Reduktion 19 Tage spéter.

Betreffend NPBs und NBUDs konnte nach dem Bewerb keine Verringerung beobachtet
werden. Jedoch reduzierte sich die Anzahl an NBUDs signifikant 5 Tage danach.

19 Tage nach dem Rennen normalisierte sich die NBUD-Frequenz wieder und
erreichte den Ausgangswort vor dem Rennen. Die Anzahl an NPBs war immer noch
signifikant geringer als vor dem Ironman-Bewerb [REICHHOLD et al., 2008].

Die Auswertung der Apoptosen und Nekrosen ergab eine Verringerung direkt nach
dem Rennen und eine weitere signifikante Reduktion 19 Tage nach dem Bewerb.
Ebenso wurden nach dem Rennen weniger DNA-Strangbriiche festgestellt als zuvor. 5
Tage danach erreichten diese wieder den Ausgangswert und verringerten sich
schlieB3lich nach 19 Tagen nochmals [NEUBAUER et al., 2008].

Umegaki et al. untersuchten den Einfluss eines 30-minitigen Laufbandtrainings bei
sowohl trainierten als auch untrainierten Personen beziiglich Chromosomenschaden.
Den Testpersonen wurde 30 Minuten vor Trainingsbeginn, gleich nach dem Training
sowie 30 Minuten danach Blut abgenommen, um mit Hilfe des CBMN-Assays die
chromosomalen Verédnderungen in den Lymphozyten zu bestimmen. Die Ergebnisse
zeigten, dass spontan auftretende chromosomale Schaden in Lymphozyten weder bei
den trainierten noch bei den untrainierten Testpersonen bei der letzten Messung

signifikant anstiegen.
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Des Weiteren wurden die Blutproben auch in vitro bestrahlt und in Folge die sekundar
induzierten Chromosomenschéden untersucht.

Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme der chromosomalen Schéden in den
Lymphozyten bei den untrainierten Testpersonen, nicht jedoch bei den trainierten
Probanden.

Die Messung gleich nach Beendigung des Trainings ergab eine Tendenz zu einem
Anstieg in der Gruppe der Untrainierten [UMEGAKI et al., 1998].

Dass erschopfendes Training aber auch Mutationen in den PBL und somit den Anstieg
von Mikrokernen begunstigen kann, zeigten Schiffl et al.

In dieser Studie wurde die Mikrokernfrequenz bei Probanden vor und nach zwei Sprint-
Einheiten bei einer Laktat-Konzentrationen zwischen 9,6 und 12,4 mmol/l untersucht.
Bei allen Probanden erhéhte sich die Mikrokernanzahl signifikant 24 bis 48 Stunden
nach dem Training [SCHIFFL et al., 1997].

Hartmann et al. zeigte in einer Studie, dass gemessene DNA-Effekte in PBL nach
einem Training nicht von oxidierten DNA-Basen stammen und somit in weiterer Folge
nicht in Chromosomenschéaden resultieren [HARTMANN et al., 1998].

2.6 Mikrokernaufkommen in Abhangigkeit von anderen Lebensstilfaktoren

Ein ungesunder Lebensstil beglnstigt das Krebsrisiko, ein vermehrtes Auftreten von
DNA-Schaden sowie die Anfalligkeit der Lymphozyten fir Mutationen. Weiters steigt
dadurch das Risiko fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen [HUANG et al., 2009].

Huang et al. untersuchten den Zusammenhang von ungtinstigen Lebensstileinflissen
und der Mikrokernh&ufigkeit bei japanischen Metallarbeitern. Zu wenig Schlaf (< 6
Stunden t&glich), anstrengende Arbeit (> 9 Stunden taglich), korperliche Inaktivitat
fuhrten zu einer erhdhten Mikrokernfrequenz in Lymphozyten. Bei jenen Probanden,
die zusatzlich starke Raucher waren, konnte eine signifikant hohere Anzahl an
Mikrokernen festgestellt werden.

Andere Faktoren, wie die Alkoholaufnahme oder das Einnehmen eines Frihstlicks,
hatten keinen Effekt auf die Mikrokernfrequenz [HUANG et al., 2009].
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Ein starker Alkoholkonsum ist jedoch ein enormer Risikofaktor fur Krebserkrankungen.
Studien bestétigten den positiven Zusammenhang zwischen Alkoholismus und einem
vermehrten Auftreten von Mikrokernen in peripheren Blutlymphozyten. Meist befinden
sich ganze Chromosomen in den Mikrokernen [HUANG et al., 2009].

Miltyk et al. untersuchten die Auswirkungen eines erhohten Konsums an Isoflavonen
auf die Mikrokernfrequenz bei 20 Patienten mit Prostatakrebs. Am Ende der Studie

konnte keine Veranderung festgestellt werden [MILTYK et al., 2003].

Bislang gibt es noch keine Studien, die Einflisse von bestimmten Makronahrstoffen

oder Lebensmittelgruppen auf die Mikrokernhaufigkeit belegen.

Untersuchungen, die eine vegetarische Erndhrungsweise mit einer nicht-vegetarischen
in Bezug auf die Anzahl an Mikrokernen in Lymphozyten verglichen, kamen ebenso zu
keinen signifikanten Ergebnissen [FENECH und BONASSI, 2011].

Ein weiterer Risikofaktor fur die vermehrte Bildung von Mikrokernen ist eine Diabetes
mellitus Typ ll-Erkrankung.
DM2 wird mit einem erhdhten Ausmald an DNA-Schaden, einer erhéhten Anfalligkeit

fur Mutationen und einer verringerten DNA-Reparatur assoziiert.

Diese Erkrankung resultiert oft aus Ubergewicht in Kombination mit dem metabolischen
Syndrom. Demnach wir letzteres auch mit vermehrten DNA-Schaden assoziiert
[ANDREASSI et al., 2011].

Die Studie von Martinez-Perez et al. untersuchte den Zusammenhang von Diabetes
und der Mikrokernfrequenz. Dabei wurden 15 Erwachsene mittleren Alters mit Diabetes
mellitus Typ Il sowie 10 gesunde Erwachsene auf deren Mikrokernhaufigkeit in
Lymphozyten untersucht. Jene Probanden mit einer Diabetes mellitus Typ II-
Erkrankung, wiesen eine hohere Mikrokernfrequenz auf als die gesunden
Testpersonen. Diese DNA-Schaden gehen mit einer genomischen Instabilitdt und in
weiterer Folge mit einem erhohten Krebsrisiko einher [MARTINEZ-PEREZ et al., 2007].
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2.7 Auswirkungen von kérperlichem Training im Alter

Der Alterungsprozess ist unter anderem gekennzeichnet durch Muskelschwund und
vermehrte Gebrechlichkeit. Um dem entgegenzuwirken, ist korperliches Training

unumganglich.

In den letzten 3 Jahrzehnten wurden die Vorteile von Bewegung im Alter durch
epidemiologische Studien und klinische Untersuchungen bestéatigt [BATT et al., 2013].

Eine hohe korperliche Fitness verringert die Entstehung von chronischen und
kardiovaskularen Erkrankungen und férdert die Aufrechterhaltung eines unabhéngigen

Lebensstils.

Weitere Effekte regelmafdiger korperlicher Aktivitat bei alteren Menschen sind eine
Reduktion von Angst und Depression sowie ein geringeres Risiko fur Verletzungen
durch Stirze.

Daruber hinaus kann Sport auch eine wirksame Behandlung fir viele mit dem Alter
zunehmende chronische Erkrankungen sein, wie z.B. Bluthochdruck, erhohte
Insulinresistenz, dauerhafte Angina pectoris, chronisch-obstruktive

Lungenerkrankungen und Diabetes Typ 2 [BATT et al., 2013].

RegelmaRige korperliche Bewegung im Alter ist ebenso wirksam gegen Osteoporose,
einige Krebsarten sowie mentale Storungen [HAMMAR und OSTGREN, 2013].

Angevaren et al. bestétigten den positiven Einfluss von koérperlichem Training auf
kognitive Fahigkeiten, insbesondere auf motorischen Fahigkeiten, akustische
Aufmerksamkeit und verzdgertes Erinnerungsvermégen. Moderate positive Ergebnisse
konnten bezuglich der visuellen Aufmerksamkeit beobachtet werden [ANGEVAREN et
al., 2008].

Die Inflame-Studie konnte verminderte Entziindungsreaktionen im Korper bei
Personen, die ein 4-monatiges koérperliches Training austibten, nachweisen. Dieser
Effekt stellte sich jedoch nur ein, wenn gleichzeitig auch eine Verringerung des
Kdrpergewichts erzielt wurde [CHURCH et al., 2010].
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Ein entsprechend intensives aerobes Training bei Personen Uber 65 Jahren kann die
aerobe Leistung innerhalb eines Zeitraumes von 3 Monaten so stark verbessern, dass
das biologische Alter des Sauerstoff-Transportsystem um bis zu 20 Jahre verringert
wird.

Aerobes Training wirkt einer frihzeitigen Invaliditdt entgegen, hat jedoch wenig
Einfluss auf die Lebenszeit bei tGiber 80-jahrigen Personen [STEPHARD, 1998].

Eine hohe Verbesserung der Muskelkraft durch effektives Training lasst sich sogar
noch bei 90 Jahre alten Probanden innerhalb von 8 Wochen erzielen, auch wenn hier
die Proteinsynthese langsamer verlauft als bei jingeren Erwachsenen. Durch starkere
Muskeln werden eine Stabilisierung der osteo-arthritischen Gelenke, eine
Verminderung des Risikos von Stirzen und eine Reduktion der Atemnot erreicht
[STEPHARD, 1998].

Aus der SENECA-Studie geht hervor, dass ein gesunder Lebensstil mit regelmafiger
korperlicher Aktivitat im Alter die Mortalitat reduziert.

RegelmaRiges Training nimmt bei alteren Menschen meist jedoch keinen hohen
Stellenwert ein [HAVEMAN-NIES, 2003].

Mindestens genauso wichtig wie korperliche Bewegung zur Senkung der Mortalitat, ist
ein weniger sitzender Lebensstil. Gemeinsam mit gesunder Erndhrung sind dies die
wichtigsten Faktoren fir ein gesundes Alterwerden.

Dabei ist es von groRBer Wichtigkeit, die Dauer, Frequenz und Intensitat des
korperlichen Trainings individuell anzupassen, um die positiven Effekte gewéhrleisten
zu koénnen und keine Uberbeanspruchung zu riskieren [HAMMAR und OSTGREN,
2013].

Kdrperliches Training wird nicht nur zur Préavention von kardiovaskularen Krankheiten
eingesetzt, sondern zeigt auch eine effektive Wirkung bei der Rehabilitation dieser
Erkrankungen.

Eine trainingsbasierte Rehabilitation reduziert die Mortalitdt und das Risiko eines
weiteren Infarkts.

Ein mdglicher Mechanismus ist die Verringerung von Entzindungsprozessen im

Korper durch die korperliche Aktivitdt bei Patienten mit koronaren Herzkrankheiten.
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Messungen ergaben eine geringere Konzentration an Fibrinogen sowie des C-
reaktiven Proteins.
Auch nach Herztransplantationen profitieren Patienten von korperlichem Training, da
diese die Sauerstoffaufnahme und Muskelstarke positiv beeinflusst [HAMMAR und
OSTGREN, 2013].

Howe et al. untersuchten den Effekt von korperlichem Training bei alteren
Erwachsenen auf Gleichgewicht, Koordination, Muskelstéarke und weitere Funktionen.
Die Studie zeigte, dass unter anderem Koordinationstibungen und Muskelstarkung den
grofiten Effekt hinsichtlich der Verbesserung der Balance haben. Bezlglich anderer
Aktivitaten, wie Rad fahren oder walken, konnte kein positiver Effekt auf die Balance
beobachtet werden. Da hier jedoch wenige Daten vorliegen, sind weitere Studien nétig
[HOWE et al., 2011].

Windle et al. belegten positive Effekte von korperlichem Training auf die geistige
Gesundheit und das mentale Wohlbefinden bei alteren Personen Uber 65 Jahren.
Diese fuhrten zuvor einen sitzendem Lebensstil mit wenig Bewegung. Bei der
Interventionsstudie wurden mindestens zweimal wdchentlich Trainingseinheiten zu je
45 Minuten ausgefuhrt, um Effekte zu erzielen.

Ein weiterer Faktor der zu mehr Wohlbefinden beitrug war eine verbesserte
Schlafqualitat bei einem Grof3teil der Probanden durch das regelméafige Training
[WINDLE et al., 2010].

Auch in hohem Alter wirkt sich Krafttraining positiv auf die Muskelproteinsynthese aus.
Das Muskelwachstum wird gesteigert und die Muskelfunktion kann durch Training
langer erhalten werden als bei einem inaktiven Lebensstil [VOLKERT und SIEBER,
2011].
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Der CBMN-Assay

Der Cytokinesis-block micronucleus cytome Assay ist eine sehr gut geeignhete
Methode, um Mikrokerne in den peripheren Blutlymphozyten (PBL) nachweisen zu
kénnen [EL-ZEIN et al., 2011].

Diese sind eine der besten Biomarker fir DNA-Schaden in vivo [FENECH und
BONASSI, 2011].

Mit Hilfe des CBMN-Assays kdnnen genotoxische, zytostatische sowie zytotoxische
Informationen gewonnen werden [ALSHEHRI M., 2012].

Zu genotoxischen Vorkommnissen zéhlen die Anzahl an Mikrokernen (MNi), Nuclear
Buds (NBUDs) und Nucleoplasmic Bridges (NPBSs).

Zytotoxische Informationen erhalt man durch das Bestimmen des Verhéltnisses von
Apoptosen zu Nekrosen.

Das Verhaltnis von Einkern-, Zwei-, und Mehrkernzellen bzw. der Nuclear Devision
Index (NDI) gibt Hinweis auf zytostatische Parameter [FENECH, 2007].

Das Prinzip basiert dabei auf dem Stopp der Cytokinese durch Cytochalasin B. Da die
Zellteilung dadurch angehalten wird, ist es moglich, MNi, NBUDs und NPBs in

Zweikernzellen zu messen [EL-ZEIN et al., 2008].

Der CBMN-Assay bietet zahlreiche Vorteile, allem voran die Leichtigkeit des Z&ahlens
der Mikrokerne sowie die hohe statistische Power, da fir die Auswertung eine grof3ere
Anzahl von Zellen verwendet wird, als bei einer herkdmmlichen Metaphase-Analyse.
Weiters ist die Methode schnell, kostenglnstig, zuverlassig und einfach anzuwenden
[EL-ZEIN et al., 20086].

Sie eignet sich sehr gut zum Nachweis von DNA- und Chromosomenschaden sowie
Mutationen [ALSHEHRI, 2012].

Genetische Schaden wie MNi, NPBs und NBUDs machen es mdglich, falsch reparierte

DNA-Bruchsticke, dysfunktionale bzw. fehlende Telomere oder auch die defekte

Trennung von Schwesterchromatiden in der Anaphase aufgrund einer Stérung der
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DNA Amplifikation oder DNA-Reparaturmechanismus zu bestimmen [BONASSI et al.,
2011].

3.1.1 Parameter des Cytokinesis-block micronucleus cytome Assay

Nukleoplasmatische Buds (NBUDSs)

NBUDs sind seit den letzten Jahrzenten ein weiterer wichtiger Indikator fir
Chromosomenschaden sowie Genamplifikationen und kénnen mittels CBMN-Assays
bestimmt werden [FENECH, 2007].

Auch durch die Bestimmung der nukleoplasmatischen Buds in Zweikernzellen ist es
mdoglich, das Krebsrisiko einzuschatzen [BONASSI et al., 2011].

NBUDs weisen eine groRe Ahnlichkeit zu Mikrokernen auf. Ihre Morphologie sowie
Aussehen und Farbintensitét sind beinahe gleich [FENECH, 2007].

NBUDS sind mit dem Zellkern entweder durch einen diinnen oder auch breiteren Stil
verbunden. Meist ist diese Verbindungsbriicke etwas dinner als der Bud selbst. Dies
ist abhangig vom jeweiligen Stadium der Knospung.

Das sogenannte ,Budding“ kann ebenso entstehen, wenn eine NPB zwischen zwei
Kernen bricht und die Enden bzw. Reste davon in Richtung der Kerne
zuriickschrumpfen [FENECH et al., 2011].

Beim ,Nuclear Budding“ wird Uberschissige DNA vom Zellkern entfernt. Dieser
Uberschuss bildet sich entweder durch eine Knospe um den Mikrokern aus oder wird
ganzlich aus der Zelle ausgeschlossen, was in der Bildung eines NBUDSs in einer
Vakuole im Zytoplasma resultiert [FENECH, 2006].

Die genaue Dauer des ,Nuclear Buddings® sowie die Extrusion der resultierenden

Mikrokerne der Zelle ist nach wie vor ungewiss [BONASSI et al., 2011].

Bei interstitieller DNA ohne Telomere ist die Frequenz von NBUDs hoher als die der

Mikrokerne.
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Auch ein Mangel an Folsaure beginstigt die Bildung von Nukleoplasmatischen Buds
[FENECH et al., 2011].

Abb. 1: Zweikernzelle mit Nuclear Bud (eigenes Foto, 2013).

Nukleoplasmatische Bricken (NPBs)

Nukleoplasmatische Briucken stellen ein Messinstrument fir eine fehlerhafte DNA-
Reparatur sowie Schaden an Chromosomen dar und konnen in der Anaphase
beobachtet werden [FENECH, 2006].

Durch das Zahlen von NPBs lasst sich das Krebsrisikos besser einschatzen [BONASSI
et al., 2011].

Sie entstehen aus dizentrischen Chromosomen entweder durch fehlerhaft reparierte
Chromosomenbruchstiicke oder aufgrund der Fusion von durch fehlerhafte Telosom-
Proteinstruktur ausgeltste Telomer-Enden [FENECH et al., 2011].

Im Rahmen eines normalen Zellzyklus sind Briicken nicht stabil, sondern wirden
brechen.

Im CBMN-Assay stoppt jedoch das Zellgift Cytochalasin B den Zellzyklus, sodass
NBPs bestehen bleiben und mit Hilfe der Farbung sichtbar gemacht werden [FENECH
et al., 2011].
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Abb. 2: Zweikernzelle mit Nucleoplasmatic Bridge (eigenes Foto, 2013).

Apoptosen

Bei einer Apoptose handelt es sich um den programmierten Zelltod, der dann
hervorgerufen wird, wenn die Kaskade von biochemischen Reaktionen aktiviert wird.

Dabei wird die ganze Zelle inklusive dem Zellkern in einzelne Fragmente, sogenannte
apoptotische Korperchen, gesplittet. Weiters findet eine Spaltung der DNA statt,

wahrend der sich diese in mehrere Teile unterschiedlicher GroRRe teilt.

Der programmierte Zelltod kann in Folge von Alkoholmissbrauch, oxidativem Stress

oder einem (gestorten Eisenmetabolismus auftreten [NANJI und HILLER-
STURMHOFEL, 1997].

N

Abb. 3 : Apoptose (eigenes Foto, 2013).
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Nekrosen

Unter einer Nekrose versteht man den Zelltod, der aufgrund negativer Bedingungen im
Umfeld der Zelle eintritt. Diese kdnnen weitreichend sein, zum Beispiel verminderte
ATP-Levels, erhdhte IL-8 Werte oder auch unginstige Bedingungen aufgrund von
Alkoholmissbrauch.

Eine nekrotische Zelle ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zellwand Lasionen
aufweist und der Zellinhalt austritt.

Weiters gehen die metabolischen Zellfunktionen verloren, sodass die Organellen ihre
Aufgaben nicht mehr erfiillen konnen [NANJI und HILLER-STURMHOFEL, 1997].

Abb. 4: Nekrose (eigenes Foto, 2013).

Mikrokerne (MNi)

Die Bestimmung der Mikrokernfrequenz ist ein aussagekraftiger Marker der
phanotypischen Empfindlichkeit gegeniber Krebs. Studien zu Mutationen bei Patienten
mit Lungenkrebs zeigten hier eine erhdohte Anzahl an Mikrokernen [BONASSI et al.,
2011].

MNi konnen in allen kernhaltigen und teilenden Geweben einer jeden Spezies
entstehen [ALSHERI, 2012].

Sie bilden sich aus azentrischen Chromosom- bzw. Chromatid-Fragmenten aus
[FENECH, 2011].
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Chromosomenbriiche und abnorme Chromosomensegregation sind ein Anzeichen von
maligner Transformation [LAL und AMES, 2011].

Weiters kann auch eine falsche Abtrennung von ganzen Chromosomen zur Bildung
von Mikrokernen flhren.

Dabei haben Chromosomen keine Verbindung mehr zum Spindelapparat und bleiben
so im Plasma in Form von Mikrokernen.

Grunde dafur kénnen entweder eine Hypomethylierung von zentromeren und
perizentromeren Wiederholungssequenzen sein oder auch fehlerhafte Kinetochor-
Proteine, eine fehlerhafte Bildung des Spindelapparats oder Defekte von mitotischen
Kontrollpunkten [FENECH et al., 2011].

Chromosom- und Chromatid-Fragmente entstehen durch falsch reparierte DNA-
Doppelstrangbriiche. Ein kleinerer Teil von Chromosom-Fragmenten bildet sich auch
durch nicht reparierte DNA-Doppelstrangbriche.

Diese resultieren aus falsch bzw. beschadigten Basen, die aus komplementéaren DNA-
Strangen herausgel6st, und nicht ersetzt wurden.

Es bleibt somit eine Liicke enthalten, die in weiterer Folge zu einem Bruch des DNA-
Doppelstrangs fuhrt. Die Zelle ist durch einen genotoxischen Defekt nicht in der Lage,
den DNA-Doppelstrangbruch zu reparieren.

Aus diesen DNA-Schéden resultieren einzelne Fragmente bzw. folgt daraus die
Entwicklung von Mikrokernen [FENECH et al., 2011].

AuBerdem konnen sich auch aus Nukleopasmatischen Briicken Mikrokerne bilden, da
hier chromosomales fragmentiertes Material entsteht [FENECH, 2006].

Abb. 5: Zweikernzelle mit MNi (eigenes Foto, 2013).
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Abb. 6: Entstehung von MNi, NBUDs, NPBs, Apoptosen und Nekrosen [FENECH et
al., 2003].

Mikrokerne entstehen in der Anaphase, wahrend die Zellteilung stattfindet. MNi werden
nur in Zweikernzellen gezéhlt, um unginstige Effekte von Zellteilungsablaufen zu
vermeiden, da bei einer weiteren Zellteilung Mikrokerne verloren gehen kdnnen
[FENECH, 2007].

Nuclear Division Index (NDI)

Der NDI gibt den Proliferationsstatus von lebenden Zellen an und ist somit ein Indikator
fur zytostatische Effekte. Weiters kann damit die mitogenetische Antwort der
Lymphozyten bestimmt werden, die einen wichtigen Biomarker fur die Immunfunktion

darstellt.

Die Bestimmung des NDI erfolgt, indem theoretisch Zellen mit 1-4 Zellkernen gezéhlt
werden und anschlieRend folgende Formel angewendet wird:

NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4) /N.

M1 bis M4 stellt dabei die Anzahl der Zellkerne dar. N beschreibt die Gesamtanzahl

aller lebender Zellen, wobei weder Nekrosen noch Apoptosen miteingerechnet werden.
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Bei der Auswertung der Ergebnisse dieser Masterarbeit wurden alle Zellen mit 3 oder
mehr Kernen als Mehrkernzellen gewertet. Die Variable M4 fallt so weg.

Der niedrigste Wert, den der NDI annehmen kann, ist 1,0. Dies ist der Fall, wenn in den
lebenden Zellen keine Teilung stattfindet und ausschlie3lich Einkernzellen zu finden
sind.

Wenn jedoch mehrere Zellteilungen stattgefunden haben, so erhdht sich der Wert des
NDI [FENECH, 2007].

Nuclear Division Cytotoxicity Index (NDCI)
Der NDCI gibt das Ausmald an zytotoxischen Effekten an und wird mit folgender
Formel berechnet:

NDCI = (Apoptosen + Nekrosen + M1 + 2x M2 +3x M3 + 4x M4) / N

M1, M2, M3 und M4 geben die Zellen mit der verschiedenen Anzahl an Mikrokernen
an. N ist die Gesamtanzahl aller Zellen [EL-ZEIN et al., 2008].
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3.2 Studiendesign

Diese Arbeit ist im Rahmen der Forschungsplattform Active Ageing entstanden. Dabei
handelt es sich um eine Studie zur Untersuchung der Auswirkungen von Krafttraining
und Nahrungsergénzung auf die korperliche Leistungsfahigkeit von Senioren in
Pensionistenwohnh&ausern.

Die Ernédhrungssupplementation und die korperliche Aktivitdt soll dabei die
Auswirkungen der Sarkopenie minimieren. Dies fihrt zu einer gesteigerten
Lebensqualitdit durch mehr Unabhangigkeit, geringere Gebrechlichkeit sowie

Sturzhaufigkeit.

Die Interventionsstudie ist randomisiert, beobachter-blind und kontrolliert. Die
Probanden wurden vor der Teilnahme in 3 Gruppen eingeteilt. Gruppe Training,
Gruppe Training & Ernahrung und Gedachtnistrainingsgruppe.

Das Training wurde 6 Monate lang zweimal wochentlich angeleitet, die nachsten 6
Monate wurde 1x selbststandig und 1x mit geschulten Trainern absolviert und weitere 6
Monate missen die Probanden das Training selbststandig durchfihren.

Bei allen 3 Gruppen wurde mit Hilfe des CBMN-cytome Assays zu 5 verschiedenen
Messpunkten (T1, T2, T3, T4, T5) die Mikrokernfrequenz bestimmt.

Diese Masterarbeit behandelt die Testzeitpunkte T1, T2 und T3.

3.3 Rekrutierung der Probanden

Die Pensionistenwohnh&auser wurden gemeinsam mit den Zustéandigen des Kuratorium
Wiener Pensionistenhauser (KWP) ausgewahlt. Mittels einer Informationsveranstaltung
informierte man die Bewohner ausfiuhrlich Uber den Studienablauf, fix teilnehmende
Probanden wurden anschlieRend nochmals zusatzlich aufgeklart.

Um die Ein- und Ausschlusskriterien, wie z.B. das Vorliegen chronischer oder schwerer
kardiovaskularer Erkrankungen, zu Uberprifen, vereinbarte man Einzeltermine mit

allen Teilnehmern.
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Insgesamt konnten 117 Probanden im Alter von 65 bis 97 Jahren von 5 verschiedenen
Pensionistenwohnhdusern rekrutiert werden. Die Teilnehmer waren grof3tenteils
weiblich, da in den Wohnhausern ein durchschnittlicher Frauenanteil von 90 %
verzeichnet wird.

Fir die Analysen dieser Arbeit standen zum Startzeitpunkt T1 99 Probanden zur
Verfligung.

Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

»  Alter mindestens 65 Jahre
» Ausreichender geistiger Zustand (Mini-Mental-State > 23)
» Distanz von 10 m muss ohne Hilfsmittel zuriickgelegt werden kénnen

» Mindestens 4 Punkte bei der Short Physical Performance Battery (SPPB)

Ausschlusskriterien:

» Chronische Erkrankungen (Kontrainduktion far eine medizinische

Trainingstherapie)
» Schwere kardiovaskulare Erkrankungen
» Manifeste Osteoporose
» Diabetische Retinopathie
» Antikoagulantia
» Medikation mit Antikoagulantia oder Cortison Préparaten

» Regelmaliges Krafttraining (> 2x / Woche) in den letzten 6 Monaten vor

Einschluss
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» Trainingsgruppe: Teilnahme bei weniger als 70 % der mdoglichen
Trainingseinheiten oder bei weniger als 3 Einheiten in den letzten beiden Wochen
jeweils vor den Tests

» Training + Erndhrungsgruppe: Einnahme von weniger als 5 Portionen / Woche
Uber den Durchrechnungszeitraum oder weniger als 5 Portionen in jeweils der

letzten 2 Wochen vor den Tests

Von allen Probenden wurden anthropometrische Daten, wie Grof3e, Gewicht und
Korperkomposition ermittelt, sowie Krafttests zur Uberprifung der koérperlichen

Leistungsfahigkeit durchgefihrt.

Dazu zadhlen unter anderem der Chair-Sit & Reach Test zur Erfassung der
Beweglichkeit, der Single Leg Balance Test zur Erhebung der Gleichgewichtsfahigkeit,
der Chair-Rising Test zur Messung der dynamischen Kraftfahigkeit der Extremitaten,
sowie der 6 min Walking Test zur Erfassung der aeroben Ausdauer.

3.4 Interventionsphase

In der Interventionsphase (6 Monate) wurde sowohl mit dem Krafttraining als auch mit
der Ernahrungsintervention begonnen.

Die Gedachtnistrainingsgruppe anderte ihren momentanen Lebensstil nicht und
absolvierte anstatt des Krafttrainings und der Erndhrungsintervention ein kognitives
Training mit Aufgaben zur Starkung der Feinmotorik. Ziel dabei war hauptséchlich die

positive Einflussnahme auf die Sozialisierung der Probanden.
Alle teilnehmenden Heimbewohner, die alle Ein- bzw. Ausschlusskriterien erfillten,
wurden nach einer Erstuntersuchung in einer der drei Gruppen Training, Training +

Ernahrung oder Gedachtnistrainingsgruppe eingeteilt.

In der Interventionsphase wurden funf Blutabnahmen durchgefuhrt, die erste gleich zu

Beginn und dann nach 3, 6, 12 und 15 Monaten der Interventionsphase.
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3.5 Gruppe Training

Nach der ersten Blutabnahme begann fiur die Probanden der Trainingsgruppe ein
progressives Krafttraining. Die Intensitat wird dabei kontinuierlich dem jeweiligen
Leistungsniveau angepasst.

Speziell geschulte Sportwissenschafter leiteten das zweimal wdchentliche Training
Uber einen Zeitraum von 6 Monaten.

Weitere 6 Monate wurde das Krafttraining einmal pro Woche angeleitet und einmal pro
Woche selbststéndig von den Probanden durchgefiihrt. Danach miissen alle Ubungen
ganzlich alleine durchgefuhrt werden, wobei jedoch regelméaftige Unterstlitzung und

Hilfe angeboten wird.

Eine Trainingseinheit betragt zwischen 50 und 60 Minuten, in der neben Ubungen mit
dem eigenen Korpergewicht und einem Theraband auch Gleichgewichtsiibungen

durchgefihrt wurden.

Wichtig dabei ist ein 10minutiges Aufw&rmen mit Balancetraining, sowie ein 10

mindtiges Abwarmen zur Entspannung.

Im Hauptteil des Krafttrainings wurden die einzelnen Ubungen jeweils zwischen 8 und
12 Mal ausgeubt (2 Satze). Ein Satz besteht aus acht bis 12 Wiederholungen, die
Intensitat dabei betréagt 60-80 % des One Repitition Maximums (RM).

Da es sich um ein progressives Krafttraining handelt, wurde die Intensitat gesteigert,
sobald es den Probanden moglich war, mehr als 12 Wiederholungen bei dem letzten

Satz durchzufihren.

3.6 Gruppe Training + Ernéhrung
Die Gruppe Training + Erndhrung fuhrte nicht nur das korperliche Training durch,

sondern erhielt nebenbei noch zusatzlich das spezielle Nahrungserganzungsmittel
FortiFit.
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FortiFit besteht zu 20,7 % aus Proteinen, die Halfte davon sind essentielle
Aminosauren. Weiters enthalt FortiFit Vitamin D, Calcium, Magnesium, sowie Vitamin
B6 und B12.

Das wasserlosliche Nahrungserganzungsmittel wurde téglich zum Frihstick und
zweimal wdchentlich auch nach dem Training eingenommen.

Durch die spezielle Zusammensetzung und die essentiellen Aminosauren sollen die
Kraft und Funktion der Muskeln optimieren und die Muskelproteinsynthese anregen. In
weiterer Folge wirkt dies dem Auftreten einer Sarkopenie entgegen [WESSNER et al.,
2011].

Zusammensetzung FortiFit:

100 ml enthalten
Energie 100 kcal
Eiweil 13,89
Molkenprotein 13,1¢
Leucin 2g
Essentielle Aminosauren >6,6Q
Kohlenhydrate 6,29
Fett 249
Ballaststoffe 0,8¢g
Broteinheiten 0,5 BE

Tab.1 : Zusammensetzung FortiFit [Nutricia, 2013]

3.7 Gedachtnistrainingsgruppe
Diese Gruppe diente zur Kontrolle, um die Ergebnisse des Trainings bzw. der

Nahrungssupplementation messen zu kdnnen. Die hier zugeteilten Probanden fihrten

zweimal wdchentlich ein kognitives Training durch.
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4. CBMN-Assay (in Zusammenarbeit mit Birgit Koller)

4.1 Verwendete Materialien & Chemikalien

Materialien:

50 ml Zentrifugenréhrchen
15 ml Zentrifugenréhrchen
Spritzen

sterile Filter

elektronische Pipettierhilfe
Pasteurpipetten
Glaspipetten

5 ml Falcon-Réhrchen

12 ml Leucosep-Rohrchen
Countess cell-counting chamber slides
Cups

Objekttrager

V V V V V V V V V V VYV V V

Deckelglaser

Chemikalien:

» RPMI 1640 steril

» L-Glutamin steril

» Fetal Bovine Serum (FBS)

» Dulbeccos Phosphate buffered saline steril (PBS)
» Sodium-L—-Pyruvat steril

» Cytochalasin B

» Phytohaemoglutinin (PHA)

» Dimethylsulfoxid (DMSO)

» Trypanblau

» Diff Qick, Diff Quick I, Diff Quick Il
» Entallan
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4.2 Probenaufbereitung

Die Probenaufbereitung wird auf 3 Tage aufgeteilt.

TAG 1:

Zu Beginn erfolgt die Herstellung des Mediums. Dafir werden die bendtigten
Reagenzien zuerst im Wasserbad erwarmt bzw. aufgetaut und DNA mit einer Pipette
vereint. Die Zusammensetzung des Mediums ist wie folgt: 30 ml RPMI, 3,3 ml FBS,

330 ul Sodium-L-pyruvat sowie 330 pl L-Glutamin.

Lymphozytenisolierung:

Die Lymphozytenisolierung wird im Abzug unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.
Zuerst Uberfihrt man das Vollblut mit Hilfe von sterilen Pasteurpipetten in je ein
Zentrifugenrohrchen. Dabei werden je zwei Proben (jeweils ca. 7 ml) in ein R6hrchen
vermengt.

Danach werden die Proben 15 Minuten lang bei 16 °C und 2400 rpm ohne Bremse

zentrifugiert.

Nun konnen die Lymphozyten abgenommen werden, was wiederum mit
Pasteurpipetten durchgefuhrt wird. Die Lymphozyten werden dabei in Rohrchen
uberfiihrt, die anschlieend bis zur 15 ml Marke mit PBS aufgefillt werden. Durch die
PBS Zugabe werden die Lymphozyten gewaschen und gereinigt.

Ab jetzt wird auf Eis gearbeitet, da die Lymphozyten sehr empfindlich sind und

ansonsten schnell zerstort werden wirden.

Es folgt ein weiterer 15-mindtiger Zentrifugierschritt bei 1300 rpm, 4 °C und ab jetzt

immer mit Bremse.

Danach wird der Uberstand abgesaugt, sodass nur noch das Pellet ubrig bleibt.

Danach 16st man dieses in 1 ml PBS und fullt DNA bis zur 10 ml Marke auf.
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Es wird nochmals 10 Minuten zentrifugiert, bei 1300 rpm und 4 °C. Der Uberstand wird
wiederum abgesaugt.

Danach resuspendiert man die Zellen in 1 ml PBS und I8st das Pellet mit Hilfe von
leichtem klopfen. 2 Probandenréhrchen werden nun nach vorherigem Schwenken mit
Hilfe einer Pipette vereint

Bestimmung der Zellzahl:

20 pl der Zellsuspension wird in je einem Cup mit 40 pyl PBS vermischt. Dabei wird die

Spitze eingetaucht und einmal gesplilt.

Davon werden in einem weiteren Cup 10 ul der verdinnten Zellsuspension mit 10 ul
Trypanblau vermengt. Man befiillt damit die Neubauer-Zahlkammer der Countess und

liest die Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter ab.

Mit Hilfe des Excel-Programms kann die bendtigte Menge der Zellsuspension und des
RPMI berechnet werden.

Die Zellsuspension wird nun nochmals 10 Minuten bei 1300 rpm und 22 °C
zentrifugiert. Danach wird der Uberstand abgesaugt und mit Medium (1880 ml)

aufgefullt.

Inkubation:

Die Falconréhrchen werden im Doppelansatz laut Excel-Berechnung mit der jeweiligen
Menge an Zellsuspension und RPMI beflillt. Danach werden je 15 pl PHA zugegeben,
um die mitotische Zellteilung zu stimulieren.

Da der Platz in der Zentrifuge begrenzt ist, werden nur 3 Proben auf einmal mit PHA
versetzt.

Nach einer 20 minitigen Pause erfolgt die Zugabe bei den nachsten 3 Proben, die in
der Zwischenzeit verschlossen und mit Alufolie abgedeckt im Abzug stehen gelassen

werden.
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Die mit PHA versetzten Falcons werden bei 37°C, 5% CO2 fur genau 44 Stunden
inkubiert.

TAG 2:

Die benttigten Reagenzien Cytochalasin B und RPMI werden im Wasserbad aufgetaut
bzw. erwarmt.

In einem Rohrchen vermengt man 180 pl Cytochalasin B mit 1620 pyl RPMI, sodass
man eine 1:10 Verdunnung des Cytochalasin B erhalt.

Von jedem Falconréhrchen werden mit Hilfe einer Pipette genau 56,2 pl vom
Uberstand entfernt und anschlieBend 56,2 ul der Cytochalasin B / RPMI-Mischung
zugeben. Die Pipettenspitze wird dabei nur im Uberstand gespilt. Durch das
Cytochalasin B wird die Zellteilung gestoppt. Die Falcons werden nochmals fir weitere
28 Stunden bei 37 °C inkubiert.

TAG 3:

Nach insgesamt 72 Stunden Inkubationszeit erfolgt das Auftragen der Zellen auf die
Objekttrager. Dabei wird im Doppelansatz und nicht mehr unter sterilen Bedingungen

gearbeitet.

Zentrifugieren im Cytospin

Zuerst werden die Objekttrager vorbereitet. Dafiir befestigt man Filterpapier und

Trichter in Klammern, die DNA der Reihe nach im Cytospin eingeordnet werden.

Von der Zellsuspension entfernt man 200 pl vom Uberstand und gibt 46 ul DMSO
hinzu, das durch leichtes Klopfen mit der Zellsuspension vermischt wird.

Davon werden 120 pl in die Offnung des Trichters pippetiert. Nach einem 5 miniitigen
Zentrifugieren bei 600 rpm werden die Objekttrager 10 Minuten getrocknet. Diese Zeit
darf nicht tberschritten werden da sonst die Morphologie der Zellen verandert wird,

was das spatere Auszahlen erheblich erschwert.
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Farben der Objekttrager:

Zuerst werden die Wannen zur Farbung vorbereitet, dazu gief3t man Diff-Quick Fix,
Diff-Quick | und Diff-Quick Il in je eine Glaswanne. Bei Diff-Quick Fix handelt es sich

um Ethanol, darum muss dies stets zugedeckt werden.

Die Objektrager werden in die Farbehalterung Ricken an Rucken geschlichtet, dabei
finden bis zu zwdlf Objekttrager Platz.

Man taucht die beflillte Farbehalterung fir 10 Minuten in Diff-Quick Fix, danach 10 Mal
in Diff-Quick | und 8 Mal in Diff-Quick II.

AnschlieRend werden die Objekttrager kurz mit Leitungswasser, dann mit bidestiliertem
Wasser abgespluilt und zum Trocknen 10 bis 15 Minuten auf Papier gelegt.
Die Farbung wird mit Hilfe es Mikroskops kontrolliert, im gegebenen Fall muss

nochmals mit Diff-Quick | und Diff-Quick Il nachgefarbt werden.

Die Objekttrager werden nach einer kurzen Trocknungszeit mit Deckelglasern

verschlossen, um die Lymphozyten haltbar zu machen.

Dazu tropft man Entellan auf den Objekttrager neben den Spot und bedeckt diesen mit
einem Deckglas.
Uber Nacht werden die Objekttrager getrocknet und bis zum spéateren Auszahlen in
Boxen geordnet.
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4.3 Zahlkriterien

Die zZahlkriterien wurden anhand der Literatur von M. Fenech (2007) und in Absprache
mit Klemens Krejci und Heidemarie Peherstorfer bestimmt.

Es werden Ein-, Zwei- und Mehrkernzellen gezéhlt, des weiteren MNi, NBUDs, NPBs
zur Bestimmung der DNA-Schaden sowie Apoptosen und Nekrosen.

Um gezahlt zu werden, missen die Kerne aller Ein-, Zwei- und Mehrkernzellen eine
schone Morphologie aufweisen und vollstandig mit einem intakten Zytoplasma

umschlossen sein.

Ein Proband wurde auf jeweils 4 Objekttrager aufgeteilt, pro Objekttrager wurden 500

Zweikernzellen gezahlt.

Folgende Parameter wurden bis 250 Zweikernzellen gezahlt:
» Einkernzellen

» Mehrkernzellen
» Nekrosen

» Apoptosen

Folgende Parameter wurden bis 500 Zweikernzellen gezahlt:
» BNCs mit MNi

» MNiinsgesamt in der BNC

» BNCs mit NBUDs

» BNCs mit NPBs

Laut Literatur von M. Fenech (2007) sind folgende Zahlkriterien fur den CBMN-Assay

zu berticksichtigen:

Zweikernzellen (BNCs):

Zellen mit zwei Zellkernen. Die Kernmembran ist intakt und die Kerne liegen innerhalb
des Cytoplasmas.

Die Zellkerne missen normale Morphologie aufweisen, also etwa die gleich Farbe,
Grol3e und Farbintensitat aufweisen.

Die Kerne durfen sich nicht Uberlappen, sollte dies doch der Fall sein DNA mussen die

zwei Kerne trotzdem klar erkennbar von einander abgegrenzt sein.
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Die cytoplasmatische Membran der Zweikernzellen muss klar von benachbarten Zellen
abgegrenzt und unterscheidbar sein.

Mikrokerne (MNi): Der Durchmesser der Mikrokerne muss mindestens 1/16 und
maximal 1/3 des Durchmessers der Hauptkerne betragen.

Mikrokerne mussen die gleiche Farbintensitat wie auch die Zellkerne aufweisen,
eventuell kann die Farbung etwas stérker ausgepragt sein.

MNi sind innerhalb des Cytoplasmas und nicht mit den Zellkernen verbunden.

Die Grenze der Mikrokerne muss klar erkennbar sein, eine Uberlappung darf nicht
gegeben sein. MNi sind weder verbunden noch verknlpft mit den Zellkernen.
Mikrokerne sind rund oder oval und klar unterscheidbar von gefarbten Partikeln, da sie
keine Lichtbrechung aufweisen.

MNi sind nicht verknlpft oder verbunden mit dem Hauptkern, aber die MNi kénnen den

Hauptkern berlhren.

Buds (NBUDs):

NBUDs sind direkt mit dem Zellkern tber Briicken verbunden. Diese Briicken sind
meist etwas schmaler als der Durchmesser des Bud, konnen aber auch sehr dinn
sein.

Es ist auch mdglich, dass NBUDs direkt benachbart zum Hauptkern innerhalb einer
Vakuole zu finden sind.

Bezlglich der Farbung besitzen Buds die gleiche Intensitat wie auch Mikrokerne.

Briicken (NPBs):

NPBs verbinden die Hauptkerne einer Zweikernzelle miteinander. Eine Briicke kann
unterschiedlich dick sein, in der Regel ist sie jedoch maximal so breit wie etwa ein 1/4
des Durchmessers der Zellkerne einer BNC.

Farblich sind NPBs gleich den Hauptkernen. Kommen innerhalb einer Zelle mehrere

Bricken vor, so wird trotzdem nur eine NPB gezahlt.
Nekrosen:

Nekrosen sind eine Form des Zelltodes und dadurch gekennzeichnet, dass die

Membran des Cytoplasmas nicht mehr intakt ist.
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In der frihen Phase erscheint das Cytoplasma hell und es sind zahlreiche Vakuolen zu
beobachten. Diese Vakuolen finden sich meist im Cytoplasma, kénnen jedoch auch
unter Umstanden im Zellkern vorkommen.

Handelt es sich um Nekrosen in der spateren Phase, so kommt ist ein Verlust des
Cytoplasmas zu beobachten. Die Kernmembran ist aul3erdem beschadigt sowie
Kernstruktur nicht mehr voll intakt.

In beiden Fallen weisen Cytoplasema und Zellkern bei nekrotischen Zellen eine

geringere Farbintensitat auf als bei lebenden Zellen.

Apoptosen:

Apoptosen entstehen im Rahmen des programmierten Zelltodes.

Bei der frihen Phase der Apoptose ist eine Chromatin-Kondensation innerhalb des
Zellkerns zu beobachten. Die Membran von Zellkern als auch von Cytoplasma ist
intakt.

Handelt es sich um Apoptosen in der spateren Phase, so kommt es zu einer
Kernfragmentierung. Sowohl Cytoplasma als auch dessen Membran sind intakt.

Der Zellkern, die Kernfragmente und das Cytoplasma sind intensiver gefarbt und so gut

erkennbar.

Vereinbarte Punkte der Auszahlung (in Absprache mit Klemens Krejci und Heidemarie

Peherstorfer):

Wenn nicht sicher ist, ob es sich um einen NBUD oder aber MN handelt, wird ein MN
gezahilt.

Ein MN muss eine runde oder ovale Form haben. Er wird nur gezahlt wenn die
Farbintensitat gleich der Hauptkerne oder etwas dunkler ist. Hellere Kerne werden

nicht beachtet.

Befindet sich ein Mikrokern genau zwischen zwei Zellkernen einer BNC, so muss

darauf geachtet werden, diesen nicht mit einer NPB zu verwechseln.

Der mittlere Durchmesser einer Zweikernzelle wird von der kurzen Seite der BNC
gemessen.
Sind innerhalb einer BNC mehrere NBUDs vorhanden, so wird dennoch nur einer

gezahlt.
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NBUDs miussen eine deutliche Abschnirung haben, die Verbindung zum Zellkern
muss also etwas dinner als der BUD selbst sein.

Wenn mehrere NPBs in einer Zweikernzelle auftauchen, so wir nur eine NPB gezahlt.
Berlihren sich die Kerne einer BNC und ist die Briicke dadurch nicht eindeutig
erkennbar, so wird diese nicht mitgezahlt.

Bei Apoptosen gilt dass jene mit hellem Cytoplasma nicht als solche gewertet werden.
Handelt es sich um eine friilhe Phase der Apoptose, so muss ein Kern mit hellen
Vakuolen zu erkennen, und es muss eine deutliche beginnende Auflésung vorhanden
sein.

Bezlglich Nekrosen gilt, dass diese nicht gezahlt wird, sollte nur mehr das
Zellkernmaterial zu erkennen sein.

Das Cytoplasma einer Nekrose muss rosa oder hellblau sein, eventuell sind Vakuolen
vorhanden.

Im Zweifelsfall, ob eine Nekrose oder Apoptose vorhanden ist, wird eine Nekrose

gezahlt.
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5. Ergebnisse

Die vorhandenen Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS 19.0

ausgewertet.

Es wurde zwischen drei Messzeitpunkten (T1, T2, T3) unterschieden. Weitere
Unterteilungen sind die Gruppen Training, Training & Ernahrung und
Gedachtnistrainingsgruppe sowie die verschiedenen Alterskategorien und das
Geschlecht.

Zu Beginn wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefuhrt, um die Daten auf
Normalverteilung zu testen.

Es wurden die Mittelwertunterschiede jedes einzelnen Parameters zwischen den
Untersuchungszeitpunkten T1 und T2, T1 und T3 sowie T2 und T3 untersucht, jeweils
in Abhéngigkeit der einzelnen Interventions- sowie Altersgruppen.

AuBerdem wurde die Korrelation zwischen Geschlecht, Gruppe und Alter nach
Pearson berechnet.

Da nicht alle Gruppen normalverteilt waren, wurde der Wilcoxon-Test, ein nicht
parametrischer Test fiir verbundene Stichproben, verwendet. Als Signifikanzniveau

wurde p < 0,05 festgelegt.

Das Hauptaugenmerk bei der Auswertung wurde auf die Anzahl von Mikrokernen
gelegt. Weitere Parameter des CBMN-Assays, wie Apoptosen und Nekrosen, wurden

ebenfalls ermittelt, sowie NDI und NDCI berechnet.

In dieser Masterarbeit werden insbesonders die Veradnderungen in der Trainings-
Gruppe beleuchtet.
Die Daten der Gruppe Training & Erndhrung werden von meiner Kollegin Birgit Koller

genauer behandelt.
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5.1 Ausgangswerte zum Zeitpunkt T1

5.1.1 Vergleich zwischen den Geschlechtern

Zu Beginn der Untersuchungen wiesen die teilnehmenden weiblichen Probandinnen

eine etwas hohere Anzahl an Mikrokernen als die Manner auf, dieser Wert ist jedoch

nicht signifikant.
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Abb. 7 : Vergleich der BNCs mit Mikrokernen sowie der Gesamtmikrokernanzahl
zwischen den Geschlechtern
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5.1.2 Anzahl der BNCs mit Mikrokernen und Gesamtmikrokernzahl in

Abhéangigkeit des Alters

Wie schon Wojda et al. aufzeigten, lasst sich eine leichte Abnahme der
Mikrokernanzahl etwa ab dem 70. Lebensjahr feststellen [WOJDA et al., 2007].

Zur Uberprifung dieser These wurde die Korrelation zwischen der Parametern Alter
und BNCs mit Mikrokernen bzw. Gesamtmikrokerne untersucht.
Jedoch konnte hier weder bei den BNCs mit Mikrokernen (Abb. 8), noch bei der

Gesamtmikrokernanzahl (Abb. 9) ein Zusammenhang festgestellt werden.
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Abb. 8: Anzahl der BNCs mit Mikrokernen zu T1 in Abhangigkeit des Alters
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Abb. 9: Gesamtmikrokernanzahl zu T1 in Abhéngigkeit des Alters

5.1.3 Vergleich der Anzahl an Apoptosen, Nekrosen, Buds und Bridges in
Abhéangigkeit des Alters

Neben der Mikrokernanzahl wurde auch die Korrelation zwischen den Parametern Alter
und Nekrosen (Abb. 10), Apoptosen (Abb. 11), Bridges bzw. Buds untersucht.

Jedoch konnte auch hier nirgends ein Zusammenhang festgestellt werden, darum

wurde nur die nicht signifikante Korrelation zwischen Alter und Apoptosen bzw.

Nekrosen grafisch dargestellt.

44



5,00

4,007

3,004

Nekrosen T1

2,007

1,004

r=-0,094
o p = 0,359

o 0 00 00
o o o o Qoo o

[s]e] 00000

00 00000000 0O

&

I T T
g0 50 100

Alter

Abb. 10: Anzahl der Nekrosen zu T1 in Abhangigkeit des Alters
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Abb. 11: Vergleich der Apoptosen zu T1 in Abhangigkeit des Alters
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5.2 Ergebnisse der verschiedenen Gruppen Training, Training + Ernahrung und
Gedachtnistrainingsgruppe

5.2.1 Gruppe Training

Die Gruppe Training beinhaltete zum Startzeitpunkt T1 35 Probanden. Bis zum
Zeitpunkt T2 (nach 3 Monaten) reduzierte sich die Anzahl auf 23, T3 (hach 6 Monaten)

beinhaltete 17 Probanden.

Alle Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Standardabweichung

Mittelwert

T1 BNCs mit Mikrokernen 23,94 12,31
Mikrokerne gesamt 28,11 15,23
Apoptosen 0,83 0,64
Nekrosen 0,73 0,47
Buds 3,55 2,75
Bridges 1,13 1,14

T2 BNCs mit Mikrokernen 18,26 10,44
Mikrokerne gesamt 21,89 12,61
Apoptosen 0,57 0,28
Nekrosen 0,54 0,37
Buds 3,24 2,33
Bridges 0,53 0,72

T3 BNCs mit Mikrokernen 15,74 9,32
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12,23

Mikrokerne gesamt 19,65

Apoptosen 0,57 0,36
Nekrosen 0,55 0,22
Buds 2,07 1,37
Bridges 0,38 0,38

Tab. 2: Ubersicht der Ergebnisse Gruppe Training zu allen Testzeitpunkten

Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T1 & T2

(Details werden in den spateren Kapiteln dargestellt.)

Sowohl die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, Gesamtmikrokernen, Apoptosen,
Nekrosen, Buds und Bridges haben in der Zeitspanne zwischen T1 und T2
abgenommen, signifikant war diese Abnahme jedoch nur bei den Apoptosen (p=0,08).
Signifikante Reduktionen gab es auch bei den Parametern NDI (p=0,005) sowie NDCI

(p=0,004).

@ Apoptosen (p=0,08), NDI (p=0,005), NDCI (p=0,004)

Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T2 & T3
Zwischen den Testzeitpunkten T2 und T3 haben sich ebenfalls alle gemessenen

Parameter verringert, eine signifikante Reduktion (p=0,028) konnte jedoch nur bei der

Anzahl an Buds beobachtet werden.
ﬂ Buds (p=0,028)
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Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T1 & T3

Vergleicht man T1 mit T3, so ist ersichtlich, dass sich die Anzahl an BNCs mit
Mikrokernen (p=0,001), Gesamtmikrokerne (p=0,003), Apoptosen (p=0,047), Nekrosen
(p=0,025), Buds (p=0,004) und Bridges (p=0,008) signifikant verringert hat.

Signifikant gesunken sind des Weiteren der NDI (p=0,018) und NDCI (p=0,015).

BNCs mit Mikrokerne (p=0,001), Gesamtmikrokerne (p=0,003), Apoptosen
(p=0,047), Nekrosen (p=0,025), Buds (p=0,004), Bridges (p=0,008), NDI
(p=0,018), NDCI (p=0,015)

Abnahmein %
BNCs mit Mikrokerne 34,3
Gesamtmikrokerne 30,1
Apoptosen 31,3
Nekrosen 21,7
Buds 41,8
Bridges 66,4

Tab. 3: Prozentuelle Verédnderung zwischen T1 und T3 in der Gruppe Training
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Vergleich der Anzahl an BNCs mit Mikrokerne zu T1, T2, T3 in den Altersgruppen

Altersgruppe 65-74

Da hier die Probandenzahl zu gering ist, konnten die Daten nicht ausgewertet werden.

Altersgruppe 75-84

In der Altersgruppe 75-84 sinkt die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen sowohl im
Zeitraum zwischen T1 und T3 (p=0,05) sowie zwischen T2 und T3 (p=0,041)
signifikant.

Altersgruppe >85

Bei den >85-Jahrigen verringert sich die Anzahl zwischen T1 und T2, und erhdht sich
wieder geringfugig zwischen den Testzeitpunkten T2 und T3. Die Veranderungen sind
jedoch nicht signifikant.
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Abb. 12 : Vergleich der BNCs mit Mikrokernen in Abh&angigkeit des Alters
(*) = Signifikanz (p < 0,05)
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Vergleich der Gesamtmikrokernzahl zu T1, T2, T3 in den Altersgruppen

Altersgruppe 65-74

Hier konnten wiederum keine Daten aufgrund der zu geringen Probandenzahl
ausgewertet werden.

Altersgruppe 75-84

In der Altersgruppe 75-84 nimmt die Anzahl an Gesamtmikrokernen zwischen T1 und
T3 (p=0,005), sowie zwischen T2 und T3 (p=0,046) signifikant ab.

Altersgruppe >85

In der Gruppe >85 steigt die Anzahl an Gesamtmikrokernen zum Zeitpunkt T3 wieder

etwas an. Ein signifikanter Unterschied ist jedoch nicht gegeben.
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Abb. 13 : Vergleich Mikrokerngesamtzahl in Abh&ngigkeit des Alters
(*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.2.2 Gedachtnistrainingsgruppe

Die Gedachtnistrainingsgruppe beinhaltete zum Startzeitpunkt T1 32 Probanden. Bis
zum Zeitpunkt T2 reduzierte sich die Anzahl auf 22, T3 beinhaltete 16 Probanden.

Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Mittelwert Standardabweichung
T1 BNCs mit Mikrokernen 21,53 9,17
Mikrokerne gesamt 25,52 11,07
Apoptosen 0,68 0,52
Nekrosen 0,57 0,40
Buds 4,30 4,63
Bridges 1,25 1,05
T2 BNCs mit Mikrokernen 16,26 6,23
Mikrokerne gesamt 19,41 7,64
Apoptosen 0,62 0,35
Nekrosen 0,54 0,38
Buds 3,53 3,82
Bridges 0,57 0,63
T3 BNCs mit Mikrokernen 17,33 9,78
Mikrokerne gesamt 21,78 13,26
Apoptosen 0,39 0,20
Nekrosen 0,51 0,29
Buds 1,79 1,20
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Bridges 0,39 0,50

Tab. 4: Ubersicht der Ergebnisse der Gedéachtnistrainingsgruppe zu allen
Testzeitpunkten

Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T1 & T2

Sowohl die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, Gesamtmikrokernen, Apoptosen,
Nekrosen, Buds und Bridges haben in der Zeitspanne zwischen T1 und T2
abgenommen.

Eine signifikante Abnahme (p=0,041) konnte jedoch nur bei den Bridges beobachtet

werden.
@ Bridges (p=0,041)

Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T2 & T3

Zwischen T2 und T3 haben sich alle erfassten Parameter verringert, signifikant
reduziert hat sich jedoch nur die Anzahl an Apoptosen (p=0,08) und Buds (p=0,05).

@ Apoptosen (p=0,08), Buds (p=0,05)

Vergleich zwischen den Testzeitpunkten T1 & T3

Vergleicht man T1 mit T3, so gab es eine Verringerung der Anzahl an BNCs mit
Mikrokernen, Gesamtmikrokernen, Apoptosen, Nekrosen, Buds und Bridges. Eine
signifikante Reduktion ist bei der Zahl an Bridges (p=0,005), Buds (p=0,044) sowie

Apoptosen (p=0,003) ersichtlich.

@ Apoptosen (p=0,003), Buds (p=0,044), Bridges (p=0,005)
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Abnahme in %

BNCs mit Mikrokerne 19,5
Gesamtmikrokerne 14,7
Apoptosen 441
Nekrosen 10,5
Buds 58,3
Bridges 68,8

Tab. 5: Prozentuelle Veranderung zwischen T1 und T3 in der Gedachtnistrainings-

gruppe
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Vergleich der Anzahl an BNCs mit Mikrokernen zu den Testzeitpunkten T1, T2, T3

in den Altersgruppen

Altersgruppe 65-74

Hier gibt es zu wenig Probenden, sodass eine Auswertung der Daten nicht mdglich ist.

Altersgruppe 75-84

In der Altersgruppe 75-84 sinkt die Zahl der BNCs mit Mikrokernen zwischen T1 und
T2, jedoch steigt diese bis zum Testzeitpunkt T3 wieder an. Keine der Veranderungen
ist jedoch signifkant.

Altersgruppe >85

In der Altersgruppe >85 reduziert sich die Anzahl signifikant zwischen T1 und T2
(p=0,045).
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Abb. 14: Vergleich der BNCs mit Mikrokernen in Abhangigkeit des Alters
(*) = Signifikanz (p < 0,05)
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Vergleich der Anzahl der Gesamtmikrokernzahl zu den Testzeitpunkten T1, T2,

T3 in den Altersgruppen

Altersgruppe 65-74

Die Probandenzahl ist zu gering, um die Daten auswerten zu kénnen.

Altersgruppe 75-84

Auch die Gesamtanzahl an Mikrokernen nimmt in der mittleren Altersgruppe 75-84
zwischen T1 und T2 ab, und steigt zu T3 wieder an.

Altersgruppe >85

Ein ahnliches Bild liefert die Alterskategorie >85. Auch hier steigt die Mikrokernanzahl

zu T3 wieder leicht an.

Hier ist keine der Veranderungen signifikant.
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Abb. 15: Vergleich der Mikrokerngesamtzahl in Abhéangigkeit des Alters
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5.3 Vergleiche zwischen  Training, Training &  Erndhrung und

Gedachtnistrainingsgruppe
Fir diese Vergleiche wurden auch die Daten der Gruppe Training & Ern&hrung
herangezogen.

5.3.1 Anzahl der Apoptosen zu T1, T2, T3

Vergleicht man die Gruppen Training, Training & Erndhrung und die
Gedachtnistrainingsgruppe beziglich der Apoptosen, so lasst sich Uberall eine

Abnahme der Anzahl erkennen.

Gruppe Training: Die Abnahme der Apoptosen im Zeitraum zwischen T1 und T3 ist
signifikant (p=0,047).

Gruppe Training + Erndhrung: Eine Signifikanz zeigt sich sowohl im Vergleich
zwischen T1 und T2 (p=0,022) sowie T1 und T3 (p=0,022).

Gedéachtnistrainingsgruppe: Die Abnahme der Anzahl an Apoptosen ist zwischen T1
und T3 sowie zwischen T2 und T3 signifikant.
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Abb. 16: Gruppenvergleich der Anzahl an Apoptosen (*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.3.2 Anzahl der Nekrosen zu T1, T2, T3

Gruppe Training: Vergleicht man die Anzahl an Nekrosen zu den verschiedenen
Testzeitpunkten T1, T2 und T3, so lasst sich eine Abnahme erkennen, signifikant ist
diese jedoch nur zwischen T1 und T3 (p=0,025).

Gruppe Training + Erndhrung: Die mittlere Anzahl an Nekrosen ist zu den
Testzeitpunkten T1 und T2 beinahe ident. Bis zu T3 reduziert sich die Anzahl, jedoch

nicht signifikant.

Gedachtnistrainingsgruppe: In der Gedachtnistrainingsgruppe ist keine signifikante

Abnahme der Nekrosen ersichtlich.
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Abb. 17: Gruppenvergleich der Anzahl an Nekrosen (*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.3.3 Anzahl der BNCs mit Mikrokernen

Gruppe Training: Die Anzahl der BNCs mit Mikrokernen nimmt von T1 zu T2 bzw. zu
T3 ab. Signifikant ist die Reduktion zwischen den Testzeitpunkten T1 und T3
(p=0,001).

Gruppe Training + Erndhrung: Hier gibt es eine signifikante Abnahme der Anzahl an
BNCs mit Mikrokernen zwischen T1 und T3 (p=0,003) sowie zwischen T2 und T3
(p=0,011).

Gedachtnistrainingsgruppe: Die Zahl der BNCs mit Mikrokernen reduziert sich

ausgehend von T1, jedoch nirgends signifikant.
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Abb. 18: Gruppenvergleich der BNCs mit Mikrokernen (*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.3.4 Anzahl der Gesamtmikrokerne

Gruppe Training: Die Gesamtmikrokerne nehmen von T1 zu T2 bzw. zu T3 ab.
Signifikant ist die Reduktion zwischen den Testzeitpunkten T1 und T3 (p=0,003).

Gruppe Training + Ernahrung: In dieser Gruppe lasst sich eine Signifikanz in der
Reduktion zwischen T1 und T3 (p=0,003) sowie zwischen T2 und T3 (p=0,023)
feststellen.

Gedachtnistrainingsgruppe: Hier gibt es keine signifikante Abnahme beziiglich der

Gesamtanzahl an Mikrokernen.
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Abb. 19: Gruppenvergleich der Gesamtmikrokerne (*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.3.5 Anzahl der Buds

Vergleicht man die Gruppen Training, Training & Erndhrung und die
Gedachtnistrainingsgruppe bezlglich der Buds, so ist Uberall eine Abnahme der

Anzahl an Buds erkennbar.

Gruppe Training: Die Reduktion im Zeitraum zwischen T1 und T3 (p=0,004), sowie
zwischen T2 und T3 (p=0,028) ist signifikant

Gruppe Training + Ernahrung: Ein signifikanter Unterschied zeigt sich im Vergleich
zwischen T1 und T3 (p=0,033).

Gedéachtnistrainingsgruppe: Die Abnahme der Anzahl an Buds ist zwischen T1 und T3
sowie zwischen T2 und T3 signifikant (p=0,05).
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Abb. 20: Gruppenvergleich der Anzahl an Buds (*) = Signifikanz (p < 0,05)

60



5.3.6 Anzahl der Bridges

In allen Gruppen nimmt die Anzahl der Bridges von T1 zu T2 bzw. zu T3 ab.

Gruppe Training: Hier zeigt sich eine signifikante Abnahme der Anzahl an Bridges im
Zeitraum zwischen T1 und T3 (p=0,008).

Gruppe Training + Erndhrung: Eine Signifikanz zeigt sich sowohl im Vergleich

zwischen T1 und T2 (p=0,042) sowie zwischen T1 und T3 (p=0,011).

Gedachtnistrainingsgruppe: Die Anzahl der Bridges reduziert sich in dieser Gruppe
signifikant zwischen T1 und T2 (p=0,041) und zwischen T1 und T3 (p=0,005).

Allerdings zeigt diese Gruppe auch die héchsten Ausgangswerte.
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Abb. 21: Gruppenvergleich der Anzahl an Bridges (*) = Signifikanz (p < 0,05)
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5.4 Vergleich nach Altersgruppen

Bei diesen parametrischen Tests wurde die Gedachtnistrainingsgruppe nicht

bertcksichtigt, um eine Verzerrung der Daten zu vermeiden.

5.4.1 Altersgruppe 65-74

Vergleich zwischen T1 & T2

Zwischen den Testzeitpunkten T1 und T2 haben sich die Parameter BNCs mit
Mikrokernen, Mikrokerne gesamt, Apoptosen, Buds und Bridges verringert. Jedoch ist
die Abnahme nicht signifikant.

Vergleich zwischen T2 & T3

Hier gab es eine Verringerung der Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, der Gesamtzahl

an Mikrokernen, der Nekrosen und Bridges. Die Abnahme war bei keinem der

Parameter signifikant.

Vergleich zwischen T1 & T3

Untersucht man den Zeitraum zwischen T1 und T3, so lasst sich eine Verringerung der

Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, der Mikrokerngesamtzahl, sowie der Anzahl an

Buds, Bridges, Nekrosen und Apoptosen feststellen. Keine der Abnahmen ist jedoch

signifikant.
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Reduktion in %

BNCs mit Mikrokerne 52,9
Gesamtmikrokerne 51,1
Apoptosen 5
Nekrosen 40
Buds 455
Bridges 69,1

Tab. 6: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3 in der Altersgruppe 65-74
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5.4.2 Altersgruppe 75-84

Vergleich zwischen T1 & T2

Sowohl die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, die Mikrokerngesamtzahl, die Anzahl an
Buds und Bridges, als auch die Zahl an Nekrosen und Apoptosen hat sich im Zeitraum
zwischen T1 und T2 verringert. Signifikante Unterschiede gab es bei der Abnahme der
Anzahl an Apoptosen (p=0,035) und Bridges (p=0,012) sowie bei NDI (p=0,014) und
NDCI (p=0,012).

@ Apoptosen (p=0,035), Bridges (p=0,012), NDI (p=0,014), NDCI (p=0,012)

Vergleich zwischen T2 & T3

Vergleicht man die Testzeitpunkte T2 und T3, so erkennt man eine Abnahme der
Parameter BNCs mit Mikrokernen, Mikrokerngesamtzahl, Buds, Bridges und Nekrosen.
Eine Signifikanz lasst sich nur bei der Reduktion der Zahl an BNCs mit Mikrokernen

(p=0,028) sowie der Gesamtmikrokernzahl (p=0,028) feststellen.

@ BNCs mit Mikrokerne (p=0,028), Gesamtmikrokerne (p=0,028)

Vergleich zwischen T1 & T3
Ein ahnliches Ergebnis lasst sich beim Vergleich zwischen T1 und T3 feststellen. Hier
ist die Reduktion der Zahl an Apoptosen (p=0,033), Bridges (p=0,005), Buds (p=0,025),

BNCs mit Mikrokernen (p=0,001) und der Gesamtmikrokernzahl (p=0,001) signifikant.

BNCs mit Mikrokerne (p=0,001), Gesamtmikrokerne (p=0,001), Apoptosen
(p=0,033), Bridges (p=0,005), Buds (p=0,025)
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Abnahme in %

BNCs mit Mikrokerne 41,3
Gesamtmikrokerne 40,8
Apoptosen 23,2
Nekrosen 17,8
Buds 47,2
Bridges 83,3

Tab. 7: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3, Altersgruppe 75-84
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5.4.3 Altersgruppe >85

Vergleich zwischen T1 & T2
In der Gruppe mit den altesten Probanden hat sich zwischen T1 und T2 die Anzahl
aller gemessenen Parameter verringert. Signifikant ist dabei die Abnahme von BNCs
mit Mikrokernen (p=0,014), die Mikrokerngesamtzahl (p=0,036) und die Anzahl an
Nekrosen (p=0,015).
BNCs mit Mikrokerne (p=0,014), Gesamtmikrokerne (p=0,036), Nekrosen
(p=0,015)
Vergleich zwischen T2 & T3
Vergleicht man die Testzeitpunkte T2 und T3, so erkennt man eine Reduktion der
Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, Mikrokerngesamtzahl, Buds, Bridges und
Apoptosen. Jedoch ist keine der Abnahmen signifikant.
Vergleich zwischen T1 & T3
Beim Vergleich zwischen T1 und T3 lasst sich ebenso eine Verringerung aller
gemessenen Parameter feststellen. Die Reduktion der Zahl an Buds (p=0,045), BNCs

mit Mikrokernen (p=0,009) und der Gesamtmikrokernzahl (p=0,023) ist signifikant.

ﬂ BNCs mit Mikrokerne (p=0,009), Gesamtmikrokerne (p=0,023), Buds (p=0,045)
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Reduktion in %

BNCs mit Mikrokerne 24,6
Gesamtmikrokerne 25,4
Apoptosen 39,7
Nekrosen 25,4
Buds 30,1
Bridges 50,9

Tab. 8: Prozentuelle Verbesserung zwischen T1 und T3 in der Altersgruppe >85
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6. Diskussion der Ergebnisse

Diese Masterarbeit beinhaltet lediglich Teilergebnisse der 1Y:-jahrigen Studie der
Forschungsplattform Active Ageing der Universitat Wien. Da noch zwei weitere
Blutabnahmen geplant sind (T4 und T5), werden noch aussagekréftigere Ergebnisse

erwartet.

Zum Startzeitpunkt T1 wiesen die teilnehmenden weiblichen Probandinnen eine etwas

erhdhte Anzahl an Mikrokernen auf, dieser Wert ist jedoch nicht signifikant.

Generell lasst sich bei Frauen im Vergleich zu Mannern eine hohere
Mikrokernfrequenz feststellen. Griinde daflr sind u.a. das haufigere Vorkommen von
X-Chromosomen in Mikrokernen. Auch die Tatsache, dass das X-Chromosom leichter
zugunsten von Mikrokernen verloren geht, erhdht die Anzahl an Mikrokernen bei
Frauen [FENECH und BONASSI, 2011; CATALAN et al., 1998].

Der Anteil der weiblichen Probanden im Vergleich zu den méannlichen ist wesentlich
groler ist (87 Frauen, 12 Manner).

Dass sich mehr Frauen als Ménner in Pensionistenwohnhdusern befinden, hangt mit
dem hoheren prognostizierten Alter zusammen.

Laut Statistik Austria betragt die Anzahl der Personen iiber 65 Jahre in Osterreich
derzeit in etwa 17,9 %, bis zum Jahr 2030 werden 24 % prognostiziert [Statistik Austria
(1), 2013].

Die durchschnittliche Lebenserwartung wird bei Frauen auf 83,4 Jahre und bei
Mannern auf 78,1 Jahre geschétzt [Statistik Austria (2), 2013].

Die teilnehmenden Probanden dieser Studie der Forschungsplattform Active Ageing
liegen sind im Mittel 83,9 Jahre alt und spiegeln damit die ungefahre Verteilung in der

Bevolkerung wieder.

Betrachtet man die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, Gesamtmikrokernanzahl sowie
die Zahl an Nekrosen in den einzelnen Altersgruppen, so lasst sich eine leichte
Abnahme mit zunehmendem Alter erkennen. Es besteht jedoch keine Signifikanz.

Die Anzahl an Bridges und Apoptosen steigt mit zunehmendem Alter an. Die Zunahme

ist jedoch auch nicht signifikant.
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Dieses Ergebnis spiegelt auch die Studie von Wojda et al. wieder. Auch hier sinkt die
Anzahl an Mikrokernen bei den Probanden ab dem 70. Lebensjahr wieder etwas ab
[WOJDA et al., 2007].

Andere bisher durchgefiihrte Studien bestéatigen jedoch eine Zunahme der
Mikrokernfrequenz mit steigendem Alter.

So zeigten Ishikawa et al. sowie Bolognesi et al. ein vermehrtes Mikrokernvorkommen
mit zunehmenden Lebensjahren [ISHIKAWA et al.,, 2003, BOLOGNESI et al., 1997].
Holland et al. bestatigten eine verminderte Mikrokernfrequenz bei Kindern [HOLLAND
et al., 2011].

Die Erhdhung der Anzahl an Mikrokernen resultiert aus dem Anstieg an genetischen
Schaden wahrend der Lebensspanne, sowie einer verminderten Reparaturfahigkeit
und oxidativen Schaden von Proteinen, Fetten und Nukleinsduren [ORTA und
GUNEBAKAN, 2011; FENECH et al., 2011].

Weitere Grunde fur das vermehrte Auftreten von MNi im Alter sind auch die kumulative
Wirkung von erworbenen Genmutationen, die bei DNA-Reparaturmechanismen sowie
Chromosomensegregation beteiligt sind, sowie Chromosomen-Abweichungen, die z.B.
durch schéadliche Umwelteinflisse im Laufe der Jahre entstehen [FENECH und
BONASSI, 2011].

In  den  Gruppen Training, Training + Ernahrung sowie in der
Gedéachtnistrainingsgruppe haben sich die Anzahl der BNCs mit Mikrokernen und die
Gesamtmikrokerne vermindert.

Die Reduktion beider Parameter in dem 6-monatigen Zeitraum zwischen T1 und T3 ist
in der Gruppe Training (p=0,001 bzw. p=0,003) und in der Gruppe Training +
Ernéahrung (p=0,003 bzw. p=0,003) signifikant.

In der Gruppe Training hat sich innerhalb der 6 Monate zuséatzlich die Anzahl an
Apoptosen (p=0,047), Nekrosen (p=0,025), Buds (p=0,004) und Bridges (p=0,008)

signifikant verringert.

Auch wenn die Abnahme der Mikrokernfrequenz in der Gruppe Training signifikant ist,

so sind die Auswirkungen von kdrperlichem Training im Bezug auf DNA-Schadigung
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nach wie vor noch nicht geklart, da bisher durchgefiihrte Studien unterschiedliche
Ergebnisse aufweisen [WAGNER et al., 2011].

Korperliches Training scheint fir Anpassungen in der antioxidativen Abwehr sowie in
der DNA-Reparatur-Gen-Expression verantwortlich zu sein [REICHHOLDT et al.,
2009].

Erschopfendes Training kann aber auch zu einer vermehrten Bildung von freien
Radikalen durch oxidativen Stress fiuhren [WAGNER et al., 2011].

Neubauer et al. (2008) stellten eine DNA-Schadigung sowie eine systemische
Entziindungsreaktion nach erschdopfendem Ausdauertraining fest. Jedoch wurde kein
direkter Zusammenhang von korperlicher Aktivitat und Entziindungsreaktionen, DNA-

bzw. chromosomaler Schadigung bewiesen.

Somit muss noch auf das Vorliegen der Daten von den Untersuchungszeitpunkten T4
und T5 gewartet werden, um endgultige Ergebnisse zu erhalten, allerding liegt in der

vorliegenden Studie ein chronisches Training vor.

Auch in der Gruppe Training & Erndhrung konnte eine signifikante Abnahme an
Gesamtmikrokernen (p=0,003) im Zeitraum zwischen T1 und T3 festgestellt werden.
Ebenso weisen Apoptosen (p=0,022), Buds (p=0,033) und Bridges (p=0,011) einen

signifikanten Unterschied auf.

Wie zahlreiche Studien bestédtigen, hat Erndhrung einen grof3en Einfluss auf die
Entstehung von Krebs, und bestehende Chromosomenschaden konnen durch die
Aufnahme bestimmter Mikronahrstoffe reduziert werden [THOMAS et al., 2011].

Insbesonders ein schlechter Versorgungsstatus an Folsaure, Eisen, Magnesium, Zink,
Biotin, Vitamin B6 und Vitamin C beglnstigt eine DNA-Schadigung und kann so in
weiterer Folge die Mikrokernfrequenz erhghen.

Des Weiteren kann ein Mangel an Zink DNA-Einzelstrangbrtiche hervorrufen [LAL und
AMES, 2011].

Da das Nahrungsergéanzungsmittel FortiFit alle wichtigen Mikron&hrstoffe enthalt, ist

anzunehmen, dass dieses in Kombination mit der Durchfihrung von koérperlichem
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Training, einen positiven Effekt auf die Anzahl der Mikrokerne in peripheren
Blutlymphozyten hat und somit das Krebsrisiko vermindern kann.

Dass auch in der Gedachtnistrainingsgruppe unter Beibehaltung des gewohnten
Lebensstils eine Reduktion der Mikrokerne stattgefunden hat (wenn auch nicht
signifikant), kann verschiedene Grinde haben.

Zum einen konnten die gemeinsamen Treffen und die bessere Sozialisierung das
allgemeine korperliche Wohlbefinden verbessert haben. Zum anderen hat auch das
regelmafige kognitive Training, das in der Gedachtnistrainingsgruppe durchgefuhrt
wurde, die geistige Leistungsfahigkeit, und somit scheinbar auch physiologische

Parameter positiv beeinflusst.

Fasst man die Gruppen Training und Training + Erndhrung zusammen, und vergleicht
hier die Altersgruppen untereinander, so lasst sich feststellen, dass in der Gruppe der
65 bis 74-Jahrigen die Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, die Mikrokerngesamtzahl,
sowie die Anzahl an Buds, Bridges, Nekrosen und Apoptosen abgenommen hat.

Jedoch ist diese Reduktion nicht signifikant.

In der Altersgruppe 75-84 ist eine signifikante Verringerung der Anzahl an Apoptosen
(p=0,033), Bridges (p=0,005), Buds (p=0,025), BNCs mit Mikrokernen (p=0,001) und
Gesamtmikrokernen (p=0,001) ersichtlich.

Bei den altesten Probanden tber 85 Jahre ist die Abnahme an Buds (p=0,045), BNCs
mit Mikrokernen (p=0,009) und Gesamtmikrokernen (p=0,023) signifikant.

Aus diesen Daten lasst sich wiederum der positive Einfluss von kdrperlichem Training
mit oder ohne Nahrungsergdnzung im Alter erkennen. Trotz des ansteigenden Alters
verringern sich alle Parameter des CBMN-cytome Assays.

Um die Ergebnisse noch besser interpretieren zu kénnen, missen, wie schon erwéhnt,

die Untersuchungszeitpunkte T4 und T5 abgewartet werden.
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7. Schlussbetrachtung

Bisher gibt es kaum Studien bei institutionalisierten Pensionisten, die den
Zusammenhang zwischen Krafttraining und dem Auftreten von Mikrokernen aufzeigen.
Lediglich Untersuchungen der DNA-Schadigungen im fortgeschrittenen Lebensalter

sind verfugbar.

Wie die Ergebnisse der Forschungsplattform ,Active Ageing“ zeigen, kénnen
korperliche Aktivitat alleine und kombiniert mit Ernahrungsintervention, die
Mikrokernfrequenz und somit das Krebsrisiko senken. Auch die Abnahme weiterer
Parameter des CBMN-cytome Assays, wie Nekrosen, Apoptosen, Buds oder Bridges
lassen auf einen positiven Effekt durch Training alleine und in Kombination mit dem
Nahrungssupplement FortiFit schlieR3en.

DNA-Schadigungen insbesondere bei alteren Personen lassen sich dadurch
tatsachlich verringern.

Untersucht wurde zu 3 verschiedenen Testzeitpunkten T1 (Start), T2 (nach 3 Monaten)
und T3 (nach 6 Monaten).

Die Anzahl an Gesamtmikrokernen hat sich im Zeitraum von 6 Monaten sowohl in der
Gruppe Training als auch in der Gruppe Training + Erndhrung signifikant verringert.
Auch die Gedachtnistrainingsgruppe konnte die Mikrokernfrequenz allein durch

kognitives Training reduzieren, jedoch nicht signifikant.

Der Erfolg der Intervention bestatigt sich auch durch die Verringerung der Apoptosen,
Nekrosen, Buds und Bridges in allen Gruppen. Da diese Parameter ebenso wichtig fir
die Bestimmung des Krebsrisikos sind bzw. scheinen, ist deren Reduktion sehr positiv

zu bewerten.
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8. Zusammenfassung

Alte Menschen gehéren zu dem am schnellsten wachsenden Segment der
Bevolkerung. Bis zum Jahr 2050 wird sich die Zahl der 60+ Generation von 11 auf 22

% verdoppelt haben und somit 2 Milliarden betragen.

Darum ist es wichtig, durch Pravention von Erkrankungen die Lebensqualitdt méglichst
noch lange zu erhalten. Das kann unter anderem. durch kdrperliches Training im Alter
erreicht werden, was auch haufig auftretendem Muskelschwund, sogenannter

Sarkopenie, entgegenwirkt.

In dieser Masterarbeit im Rahmen der Forschungsplattform Active Ageing wird die
Mikrokernfrequenz bei institutionalisierten Pensionisten nach einem 6-monatigen
Krafttraining mit Hilfe des Cytokenesis-Block-Micronucleus-cytome Assays untersucht.
Des Weiteren werden die Anzahl an nucleoplasmatischen  Briicken,
nucleoplasmatischen Buds, Apoptosen sowie Nekrosen bestimmit.

Der CBMN-Assay ist eine sehr gut geeignete Methode, um Mikrokerne in den
peripheren Lymphozyten zuverlassig nachzuweisen und so DNA-Schaden bzw. das

Krebsrisiko bestimmen zu kénnen.

Die Studie der Forschungsplattform Active Ageing beinhaltet insgesamt 99 Probanden,
die man in 3 verschiedene Gruppen einteilte: Gruppe Training, Gruppe Training +
Ernahrung, sowie eine Gedéachtnistrainingsgruppe.

Untersucht wurde zu 3 verschiedenen Testzeitpunkten, T1 (Start), T2 (nach 3 Monaten

Intervention 2x pro Woche) und T3 (nach 6 Monaten Intervention 2x pro Woche).

Die Anzahl an Gesamtmikrokernen hat sich im Zeitraum von 6 Monaten sowohl in der
Gruppe Training (p=0,003) als auch in der Gruppe Training + Ernahrung (p=0,003)
signifikant verringert. Dies entspricht einer Reduktion von 30,1 % in der Gruppe
Training und einer 40,7 %-igen Verringerung in der Gruppe Training + Erndhrung.

Auch in der Gedachtnistrainingsgruppe reduzierte sich die Mikrokernfrequenz allein

durch kognitives Training um 14,7 %, jedoch besteht hier keine signifikante Abnahme.
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In der Gruppe Training hat sich im Zeitraum zwischen T1 und T3 auch die Anzahl an
Apoptosen (p=0,047), Nekrosen (p=0,025), Buds (p=0,004) und Bridges (p=0,008)
signifikant verringert.

Das entspricht einer prozentuellen Veranderung von -31,3 % bei den Apoptosen, -21,7
% bei den Nekrosen, -41,8 % bei den Buds, sowie -66,4 % bei den Bridges.

In der Gruppe Training + Erndhrung ist die Reduktion der Apoptosen (p=0,022), Buds
(p=0,033) und Bridges (p=0,011), signifikant. Die Anzahl der Apoptosen ist dabei im
Mittel um 23,2 %, jene der Buds um 36,8 %, und die der Bridges um 71,6 % gesunken.

Vergleicht man die Altersgruppen untereinander, so lasst sich feststellen, dass in der
Gruppe der 65 bis 74-Jahrigen (Gruppe Training und Gruppe Training + Ernahrung) die
Anzahl an BNCs mit Mikrokernen, die Mikrokerngesamtzahl, sowie die Anzahl an

Buds, Bridges, Nekrosen und Apoptosen (nicht signifikant) abgenommen hat.

In der Altersgruppe 75-84 ist eine signifikante Verringerung der Anzahl an Apoptosen
(p=0,033), Bridges (p=0,005), Buds (p=0,025), BNCs mit Mikrokernen (p=0,001) und
Gesamtmikrokernen (p=0,001) ersichtlich.

Bei den altesten Probanden Uber 85 Jahre l&sst sich eine signifikante Abnahme an
Buds (p=0,045), BNCs mit Mikrokernen (p=0,009) und Gesamtmikrokernen (p=0,023)

feststellen.

Die Studie der Forschungsplattform Active Ageing ist bislang die erste, die genaue
Auswirkungen einer Trainings- und Erndhrungsintervention beziglich DNA-Schadigung
in den verschiedenen Altersgruppen untersucht hat, und zeigt den schiitzenden Effekt

von Kraft- aber auch von Gedéachtnistraining im Lebensalter auf die DNA.
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9. Summary

Elderly people are the fastest growing group of the population. Until 2050, the number
of people over 60 years of age will be doubled from 11 to 22 % and is estimated to rise

to about 2 billion.

Therefore, it is very important to focus on the prevention of diseases to ensure good life
quality as long as possible.
This can be achieved by physical training also in older age, which also counteracts

sarcopenia.

In this master thesis, as a part of the research platform Active Ageing study, the
micronucleus frequency has been studied in institutionalized elderly after a 6-month
lasting physical training using the Cytokenesis-block micronucleus cytome assay.
Furthermore, the number of nucleoplasmatisc bridges, nucleoplasmatics buds,
apoptosis and necrosis was determined.

The CBMN assay is a well accepted method to detect micronuclei in peripheral blood
lymphocytes and to determine DNA damage and cancer risk.

Overall, this study of the Research Platform Active Ageing includes 99 subjects,
randomly divided into 3 different groups: training, training + nutrition and a cognitive
group.

The examinations took place at 3 different time points, T1 (starting point), T2 (after 3
months of intervention 2 times a week) and T3 (after 6 months of intervention 2 times a

week).

In both, the training group (p=0,003) and the training + nutrition group (p=0,003), the
total number of micronuclei has decreased significantly over 6 months.

This represents a reduction of 30,1 % in the training group and 40,7 % in the training +
nutrition group.

As an effect of cognitive training, the micronuclei frequency decreased by 14,7%

through cognitive training, however not signiicantly.
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This gives evidence that strength training with or without additional nutritional
intervention has a positive effect on the formation of MNi.

In the training group, the number of apoptotic (p=0,047) and necrotic (p=0,025) cells,
as well as the frequency of buds (p=0,004) and bridges (p=0,008) decreased
significantly between T1 and T3. This represents a reduction of -31,3 % in apoptotic
cells, -21,7 % in necrotic cells, -41,8 % of nucleoplasmatic buds and -66,4 % of
nucleoplasmatic bridges.

In the training + nutrition group, the reduction of apoptotic cells (p=0,022),
nucleoplasmatic buds (p=0,033) and nucleoplasmatic bridges (p=0,011) was

significant.

Comparing the different age groups, in the group of the 65 to 74 year old subjects, the
number of BNCs with micronuclei, the total number of micronuclei, and the number of
nucleoplasmatic buds, nucleoplasmatic bridges, necrotic and apoptotic cells decreased

but not significantly.

In the group 75-84, a significant reduction in the number of apoptotic cells (p=0,033),
nucleoplasmatic bridges (p=0,005), nucleoplasmatic buds (p=0,025), BNCs with
micronuclei (p=0,001) and total micronuclei (p=0,001) could be observed.

In the oldest subjects over 85 years of age, the total number of micronuclei (p=0,023),
the BNCs with micronuclei (p=0,009) and nucleoplasmatic buds (p=0,045) decreased
significantly.

So far, as one of the first, the Research Platform Active Ageing examined the long term
effects of a training and nutrition intervention regarding DNA damage in highly aged
institutionalised men and women and proved the positive and protective effect of

strength and cognitive training on the DNA.
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