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1) Einleitung

In den letzten Jahren wurden Gallenpigmenten wie Bilirubin, Biliverdin und den
strukturell &hnlichen Tetrapyrrolen immer mehr Aufmerksamkeit geschenkt.
Anfanglich sah man in diesen Molekilen aufgrund ihrer chemischen
Eigenschaften hauptsachlich toxische Abbauprodukte des Ham-Katabolismus.
Heute weil3 man jedoch dass sie vielfaltige positive Eigenschaften hinsichtlich

einer Gesundheitsférderung und der Pravention von Krankheiten aufweisen.

Zahlreiche in vivo als auch in vitro Studien untermauern positive Effekte und
berichten von anti-oxidativen, anti-kanzerogenen, anti-inflammatorischen sowie
vaso-protektiven Eigenschaften (Bulmer et al., 2008b). Diese Beobachtungen
klingen vielversprechend, allerdings sind die grundlegenden Mechanismen
dahinter noch nicht genauer erforscht und gelten als Gegenstand von einigen

laufenden Arbeiten.

Ein weiterer interessanter, noch nicht ausreichend erforschter Aspekt stellt der
Zusammenhang von Gallenpigmenten (hier vor allem des Bilirubins) mit dem

Alterungsprozess dar.

Statistisch gesehen wird die européische Bevolkerung zunehmend éalter, bis
zum Jahr 2050 werden etwa bis zu 30% der Bevolkerung &lter als 65 Jahre sein
(Kohler und Leonhéauser, 2008). In Osterreich entsprach der Anteil der tber
65-Jahrigen im Jahr 2015 18,5 %, die Prognose fur 2030 bzw. 2060 liegt bei 23
bzw. 29 % (Statistik Austria, Stand 2016 [1]). Diese zunehmende ,Alterung® der
Gesellschaft fuhrt zu einem erhohten Auftreten von altersbedingten
Erkrankungen, resultierend in erhdhten finanziellen Belastungen hinsichtlich
Gesundheitsservices und erhohten sozialen Kosten fiur einzelne Personen

sowie der Gesellschaft (Rahman, 2007).

Aus diesem Grund ist das gesunde und aktive Altern das Hauptziel vieler
nationaler und internationaler Programme, die sich mit Krankheitspravention

sowie Gesundheitsforderung im hoheren Alter befassen. Grundsatzlich stellt



das Altern an sich einen Risikofaktor fur chronische Erkrankungen sowie
funktionelle Einschrankungen dar. Bis dato gibt es auch noch keine fundierten
Biomarker, die dabei helfen, den Alterungsprozess in entsprechenden Ausmalf3

zu charakterisieren und individualisieren.

Das liegt weiterfuhrend auch an der Komplexitat dieses Prozesses. Geht man
nun von den vielfaltigen positiven Eigenschaften von Bilirubin aus, kdnnte man
daraus schliel3en, dass eine erhohte Konzentration von Bilirubin im Blut im
fortgeschrittenen Alter im Zusammenhang mit verbesserten korperlichen

Funktionen und mit einer Steigerung Lebensqualitat steht.

2011 wurde die Forschungsplattform Active Ageing [6] ins Leben gerufen, die
die Hypothese ableitete, dass regelmafiige, kdrperliche Aktivitat in Kombination
mit einer adaquaten Erndhrung bei alteren Personen positive Auswirkung auf
die Gesundheit, die kdrperliche Leistungsfahigkeit sowie das Wohlbefinden

haben kann.

Im Zuge dieser Studie wurden die Auswirkungen von Training, mit und ohne
einer spezifischen Ernahrungsintervention, auf verschiedenste Parameter, wie
z.B. die Bilirubinkonzentration im Blut, oxidativer Stressparameter, Parameter

aus dem Fettstoffwechsel oder Enzymaktivitaten erfasst.

Die vorliegende Arbeit stellt ein Teilprojekt der ,Active Ageing“ Studie dar und
befasst sich, anders als die Ubrigen, bereits existierenden Arbeiten,
hauptsachlich mit dem Gallenfarbstoff Bilirubin und dessen Verlauf wahrend der
gesamten Studienzeit. Hierbei wird das Hauptaugenmerk auf den Verlauf der
Bilirubinkonzentration wahrend der funf Hauptzeitpunkte gelegt, die mit Hilfe
von High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analysiert wurde, um
etwaige Zusammenhange mit dem Alterungsprozess sowie mit anderen

physiologischen Parametern zu interpretieren und diskutieren.



2) Literaturiibersicht

Dem Hauptfarbstoff der Galle, dem Bilirubin, wurde lange Zeit nur eine
untergeordnete Rolle hinsichtlich der physiologischen Funktion zugeschrieben,
da es primér als Abbauprodukt des Ham - Katabolismus betrachtet wurde und
bei Akkumulation im Koérper toxische Wirkung haben kann (Bulmer et al.,
2008a; Jiraskova et al., 2012).

Der Metabolit Bilirubin wurde urspringlich als toxisch angesehen, da er
hauptsachlich mit Neugeborenengelbsucht oder mit Leberschaden in
Verbindung gebracht wurde. Die Akkumulation von Bilirubin fihrt in weiterer
Folge zu schwerwiegenden, irreversiblen Gehirnschaden, sowie neurologischen
Dysfunktionen (Asad et al., 2001; Tomaro und Batlle, 2002, Watchko und
Tiribelli, 2013).

Schon frih wurde im Zuge von in vitro Studien dem Blutabbaustoff Bilirubin
anti-oxidative  Eigenschaften nachgesagt, dartber hinaus auch die
Verminderung von oxidativen Vorgangen im Plasma (Stocker et al., 1987,
Neuzil und Stocker, 1994; Frei et al., 1988). Vor allem in den letzten 20 Jahren
nahm die Zahl an Forschungsarbeiten, die die physiologische Relevanz der

Gallenpigmente untersuchen, stark zu (Bulmer et al., 2008b).

Sowohl Biliverdin und das daraus gebildete Bilirubin sind Produkte von
Redoxreaktionen der Biliverdin Reduktase und der Hamoxygenase im Korper

und gelten infolgedessen als potentielle Antioxidantien (Stocker et al., 1987).

Stocker berichtete 2004 von einem verbesserten Schutz von Zellen als auch
von Geweben bei Personen mit einer erhdhten Hamoxygenase Aktivitat
(Stocker, 2004).

Auch Bulmer et al. (2008a) weisen auf die positiven, anti-oxidativen Effekte von
Bilirubin hinsichtlich des Auftretens von kardiovaskularen Erkrankungen bei
Personen mit Gilbert's Syndrome (GS) hin. Bei einer von Bulmer et al.

durchgefuhrten Studie von 2008 kamen sie zu den Ergebnissen, dass Personen



mit Gilbert's Syndrome sowohl einen erhdhten zirkulierenden Anteil an
anti-oxidativen Bestandteilen im Blut als auch eine verbesserte Abwehrfunktion

gegenuber oxidativen Stresseinwirkungen im Serum aufweisen.

Nach mehreren experimentellen als auch klinischen Studien in den letzten
Jahren verdichteten sich zunehmend die Hinweise, dass Bilirubin sowohl
anti-oxidative als auch anti-inflammatorische und anti-kanzerogene Effekte
aufweist und somit positive Wirkung auf die Gesundheit hat (Bulmer et al.,
2008a; Jiraskova et al., 2012).

2.1 Chemische Eigenschaften von Bilirubin

Sowohl das orange Bilirubin als auch das grune Biliverdin sind endogen
gebildete Verbindungen, zahlen zu den Gallenpigmente und sind
tetrapyrrolische, dicarboxylierte S&auren (siehe Abbildung 1) (Wagner et al.,
2015). Sie zéhlen zu der Familie der Porphyrrine, besitzen also
Porphyrrin-Struktur und zeichnen sich durch eine einzigartige, voneinander
abweichende, dreidimensionale raumliche Anordnung, wie sie in Abbildung 2 zu

sehen ist, aus (Bulmer et al., 2008b).

(1) (2)

Abbildung 1: Strukturen von Bilirubin (1) und Biliverdin (2) nach Bulmer et al., 2008b



Charakteristisch ~ fur  freies  Bilirubin sind seine sechs internen
Wasserstoffbindungen (siehe Abbildung 2), die sowohl fir die einzigartige
Struktur sowie die physiologischen Effekte verantwortlich sind. Weiterfiihrend ist
Bilirubin ein apolares, fettlosliches Molekul, dartber hinaus instabil, da die
Doppelbindungen in den Vinyl- und Methen-Gruppen fotosensitiv sind und leicht
oxidiert werden. Diese Tatsache macht es schwierig, mit Bilirubin zu arbeiten,
da es sowohl bei hohem als auch niedrigem ph-Wert, sowie gegentber
Sauerstoff und Licht empfindlich reagiert (Wang et al., 2006; Vitek & Ostrow,
2009).

Die im Menschen hauptséachlich vorkommende, nattrliche Form des Bilirubins
ist das IXa Isomer in 4Z, 15Z Form. Weiters kommt Bilirubin noch in den beiden
Isoformen Illa und Xllla vor, diese sind jedoch im Menschen nicht nachweisbar
(Zelenka et al., 2008; Vitek & Ostrow, 2009).

(a) (b)

Abbildung 2: Moleklstruktur von Bilirubin in planarer (a) und echter (b) Konformation (Vitek und
Ostrow, 2009)

2.2 Metabolismus von Bilirubin

Der Abbau von Ham, bzw. die Bildung von Bilirubin ist ein kontinuierlicher,
mehrstufiger Prozess, der dazu fuhrt, dass taglich etwa 300 mg Bilirubin bei
Erwachsenen generiert und ausgeschieden wird (Bulmer et al., 2008b; Bulmer
et al., 2013, Wagner et al., 2015).



Eine zentrale Rolle bei diesem biochemischen Vorgadngen spielt das Enzym
Hamoxygenase, von dem es zwei Isoformen gibt: HMOX1 und HMOX2. Diese
Enzyme werden im endoplasmatischen Retikulum, in den Mitochondrien, in den
Plasmamembranen und im Zellkern ausgeschittet (Jiraskova et al., 2012;
Bulmer et al., 2013). Die Expression von HMOX 1 wird vorwiegend von Ham
und oxidativen Stimulantien, wie Schwermetalle oder ROS induziert. HMOX 2
ist ein nicht induzierbares Enzym, welches hauptséachlich im Gehirn und in den
Hoden exprimiert wird (Vitek und Ostrow, 2009; Wang et al., 2006).

Die zentrale Quelle des Hams fir die Biosynthese des Bilirubins stellt das
Hamoglobin dar. Dieses wird im Zuge der Degradation von alternden, roten
Blutkérperchen in der Leber, Milz sowie im Knochenmark (retikuloendothelialen
System) freigesetzt. Nicht-erythroide Hamproteine aus der Leber, der Abbau
von unreifen bzw. defekten roten Blutzellen in der Milz sowie exzessive Ham
Produktion im Knochenmark stellen ebenfalls eine Quelle fur die Synthese von
Bilirubin dar, allerdings in einem geringeren Ausmal} (20 - 25%) (Bulmer et al.,
2008b, Wang et al., 2006, Vitek und Ostrow, 2009).

Das zentrale Eisenatom des Hams wird durch das mirkosomale Enzym
Hamoxygenase (HMOX 1/2), genauer gesagt durch die Aufspaltung der alpha-
Methen Bricke, freigesetzt. Dieser Schritt stellt den limitierenden Faktor dar
und resultiert in der Bildung von Protoporphyrrin, welches anschlie3end durch
Oxidation und Ring6ffnung durch NADPH zur Bildung von Biliverdin fuhrt (Vitek
und Ostrow, 2009, Wang et al., 2006).

Biliverdin wird im n&chsten Schritt durch die Biliverdin Reduktase (BLVRA) in
einer NADP/NADPH abhéngigen Reaktion im Zytosol zu dem gelb-farbigen,
unkonjugiertem (freien) Bilirubin reduziert. Diese Reaktion ist durch die
Reduktion der zentralen Methen-Bricke von Biliverdin charakterisiert und ist in
Abbildung 3 dargestellit.
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Abbildung 3: Abbau von H&m zum Bilirubin und seinen isomeren Formen (Vitek und Ostrow, 2009)

BLVRA ist vorwiegend in Geweben lokalisiert, die eine erhdhte HMOX Aktivitat
aufweisen. Bevor sie ihre Reduktase-Aktivitat aufzeigen kann, muss sie jedoch
phosphoryliert werden. Durch eine Autophosphorylation kommt es in weiterer
Folge zu einer erhohten Umsetzung des wasserloslichen BV zum hydrophoben,
anti-oxidativ wirkenden BR (Vitek und Ostrow, 2009).

Freies Bilirubin (UCB) ist lipophil und durch diese Eigenschaft im Korper nur
schwer |6slich. Es diffundiert in weiterer Folge ins Blut, wo es an
Plasmaalbumin gebunden wird. Albumin weist eine erhdhte Bindungsaffinitat
gegenuber UCB auf, was wiederum zum Schutz der Zellen gegenuber den
zytotoxischen Eigenschaften von freiem Bilirubin beitragt. Unter normalen
Bedingungen ist der Anteil von freiem Bilirubin jedoch kleiner als 0,1 % (Bulmer
et al., 2008b; Vitek und Ostrow, 2009).

Der Plasmaalbumin-Bilirubin-Komplex wird zur Leber transportiert, wo er in
weiterer Folge dissoziiert. In der Leber kommt es zur aktiven und passiven
Aufnahme in die Hepatozyten. Dort wird das freie Bilirubin an die hepatische
Glutathion-S-Transferase gebunden und zum endoplasmatischen Retikulum
transportiert, wo es schlielich durch die UDP-Glukuronosyltransferase
(UGT1Al1) an Glukuronsaure gebunden wird und wasserlosliche
Glukuronsaurekonjugate entstehen (siehe Abbildung 4). Bei Erwachsenen
handelt es sich hierbei hauptsédchlich um die Bildung von Dikonjugaten



(Stocker, 2004; Bulmer et al., 2008b; Bulmer et al., 2013; Jiraskova et al., 2012;
Wagner et al., 2015).

Biliverdin Bilirubin

NADPH  MADP*

A v/
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Abbildung 4: Bildung von UCB-Konjugaten (Bulmer et al., 2008b)

Die Ausscheidung von Bilirubin verlauft hauptsachlich tber die Leber. Das
Multi-resistent drug protein 2 (MRP2) exportiert die zuvor gebildeten
Bilirubinglukuronide aus den Hepatozyten in den Leberkanal, wo es in weiterer
Folge Uber den Gallengang mit der Gallenflissigkeit ins Duodenum gelangt. Im
Gastrointestinaltrakt werden die Konjugate von der R-Glukuronidase der
Darmbakterien gespalten, wobei ein kleiner Teil des unkonjugierten Bilirubins
und seiner Metabolite durch den enterohepatischen Kreislauf erneut absorbiert
werden. (Bulmer et al., 2008b; Vitek und Ostrow, 2009; Wagner et al., 2015).

Das im Darm zurlckbleibende, freie Bilirubin wird von der intestinalen
Mikroflora  (anaerobe Bakterien) zu farblosen Bilirubin-Metaboliten
(Urobilinogene) reduziert (siehe Abbildung 5). Diese Verbindungen werden
hauptsachlich im Stuhl in Form ihrer orange-gelben Oxidationsprodukte, besser

bekannt als Urobiline und Stercobiline, ausgeschieden. Ein geringer Anteil



dieser Urobiline wird Uber die Niere ausgeschieden (Wang et al., 2006; Bulmer
et al., 2008b).
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Abbildung 5: Metabolismus der Gallenpigmente, modifiziert nach Wagner et al., 2015

Die Wichtigkeit dieses Abbauprozesses Uber die Leber wird verdeutlicht, wenn
man in Betracht zieht, dass eine Behinderung des Gallenabflusses Gelbsucht,
resultierend aus einem erhohten Bilirubinspiegel im Blut, hervorruft (Bulmer et
al., 2013).

Ebenso wirkt eine erhéhte Konzentration von unkonjugiertem Bilirubin, die die
Bindungskapazitat von Plasmaalbumin Ubersteigt und somit die Ausscheidung

uber die Leber erschwert, neurotoxisch (Watchko und Tiribelli, 2013).

Dartber hinaus kénnen auch andere krankheitsbedingte Zustdnde im Korper,
wie z.B. Hepatitis, die Konjugation von Bilirubin sowie dessen Ausscheidung
wesentlich beeintrachtigen und so zu einer erhdhten Konzentration von

gebundenem und freiem Bilirubin im Blut fuhren (Bulmer et al., 2013).

Eine weitere Moglichkeit des Korpers Bilirubin effektiv auszuscheiden stellt ein
Transportmechanismus Uber die Niere dar. Da freies Bilirubin, wie vorher

beschrieben, an Plasmaalbumin gebunden ist, wird nur ein geringer Teil davon



an den Glomeruli filtriert. Dadurch gelangt das Bilirubin von den vaskularen
Kompartimenten in die proximalen Tubuluszellen der Niere, wo es wiederum
von UDP1A1 konjugiert wird und entweder zuriick ins Blut gelangt oder mit dem
Urin ausgeschieden wird. Gebundenes Bilirubin wird an den Glomeruli gefiltert.
Die Niere ist fur die Ausscheidung von freiem und gebundenem Bilirubin, als
auch von oxidierten Bilirubinspezies wie Biopyrrine sehr wichtig (Bulmer et al.,
2013).

Unter normalen Umstanden steht die UCB-Synthese in direktem
Zusammenhang mit dem Abbau von Ham. Dabei kommt es téaglich zur
Synthese von etwa 300 mg UCB. Die Plasmakonzentrationen von Bilirubin liegt
normalerweise bei etwa 0,2 bis 1 mg/dL (3 -17 pmol/L), kann aber durch
gewisse Abnormitaten im Stoffwechsel oder andere Stoffwechselkrankheiten
auch erhoht sein. (Wang et al., 2006; Bulmer et al., 2013; Wagner et al., 2015).

Leicht erhdhte Konzentrationen von UCB im Serum koénnen auch harmlos
verlaufen und bedirfen keiner weiteren, medizinischen Behandlung.
Konzentrationen Uber 1,8 mg/dL (30 pmol/L) kénnen unter Umstanden zu
gesundheitlichen Risiken, vorrangig zu neurologischen Schaden im Gehirn
fuhren. Diese erhohten Bilirubin Spiegel auf3ern sich als gelbliche Verfarbung
der Skleren und der Haut und werden grundsatzlich als Gelbsucht (lkterus)

diagnostiziert (Silbernagl & Despopoulos, 2003, Wagner et al., 2015)

2.3 Gilbert's Syndrome

Beim sogenannten Gilbert's Syndrome handelt es sich um einen autosomal-
rezessiven Zustand, bei dem es primér zu einer erhohten Bilirubinkonzentration
im Blut in Folge einer Mutation des UGT1Al1 Gens, welches fir die UDP
Glukuronosyltransferase kodiert, kommt. Dieses Enzym ist schlussendlich fir
die Bilirubin Glukuronidierung verantwortlich. GS ist ein relativ haufiger Zustand
in der heutigen Gesellschaft, von dem etwa 3 - 17% der Bevolkerung betroffen

sind. Manner scheinen dabei mit 12,4% héaufiger betroffen zu sein als Frauen
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(4,8%). Bei GS spricht man ublicherweise von einem harmlosen Zustand, der
bei Erwachsenen zu einer UCB-Konzentration von Uber 17,1 pymol fuhrt (Bosma
et al., 1995; Bulmer et al., 2008a; Yesioliva et al., 2008).

Bei Uridin-Diphosphat-Glukuronosyltransferasen (UGTs) handelt es sich um
mikrosomale Enzyme, die die Fahigkeit besitzen, exogene sowie endogene
Metabolite durch Glukuronidierung zu entgiften und in weiterer Folge
ausscheidbar zu machen. Zu den erwahnten Metaboliten zahlen unter anderem
Drogen,  Medikamente, @ Hormone, Mutagene aus der Umwelt,
Nahrungsbestandteile, Gallensauren, Bilirubin oder auch Fettsauren
(Mackenzie et al., 2010; Strassburg et al., 2008; Miners et al., 2002).

UGT1A1 ist das einzige Enzym welches in der Lage ist das wasserlosliche
Bilirubin mit Glukuronséure zu konjugieren, um somit eine Ausscheidung zu
ermdglichen. Diese Fahigkeit bzw. dieser Stoffwechselweg kann von keinem
anderen Enzym oder physiologischen System Ubernommen werden (Miners et
al., 2002; Mackenzie et al., 2010).

Die Aktivitat des Enzyms wird von vielen Faktoren beeinflusst, dazu zéhlen vor
allem Medikamente, Hormone oder auch genetische Variationen.
Veréanderungen bezuglich der Expression von UGT1A1 beeinflussen in weiterer
Folge auch den Abbau von Bilirubin und so fuhren Polymorphismen in diesem
Gen zur Entwicklung einer Hyperbilirubindmie (Sugatani, 2013; Vitek und
Ostrow, 2009; Strassburg et al., 2008)

Bei Personen mit GS kommt es in weiterer Folge zu einer genetischen Mutation
im Genpromotor fur die UGT1Al, die fir die Synthese von hepatischer
Uridin-Diphosphat-Glucuronosyltransferase verantwortlich ist. Der
Polymorphismus im Genpromotor dieses Enzyms resultiert schlief3lich in einer
verminderten Aktivitat. In weiterer Folge kommt es durch die verminderte
hepatische Bilirubin Exkretion zur Akkumulation von freiem Bilirubin im Blut
(Bosma et al., 1995; Wagner et al., 2015).

Sich wiederholende Thymidin — Adenin (TA) Polymorphismen in der TATA Box
des UGT1A1 Promotors beeinflussen die Genexpression wesentlich.
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Normalerweise besitzen Individuen die urspringliche Form der TATA Box
(A(TA)6TAA) oder die Variante A(TA)5TAA, die beide eine erhbhte UGT1Al
Transkription aufweist. Allerdings fihrt eine homozygote Einsetzung eines

weiteren TA zu einer verminderten Genexpression (Mackenzie et al., 2010).

Die TATA-Box Variante UGT1A1*28, die sich vor allem durch das Vorkommen
von 7 TA’s auszeichnet, wird bei Kaukasiern hauptverantwortlich fur die
Entstehung des Gilbert's Syndromes gemacht. Dieser Polymorphismus fiihrt zu
einer 70% Reduktion der UGT1Al Expression und ist somit Ursache der

erhohten UCB-Konzentrationen (Strassburg et al., 2008).

Diese harmlose aber ungewdhnliche Variante wird in den letzten Jahren immer
haufiger mit einem verminderten Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen
bei Menschen mit GS in Verbindung gebracht. Der Schutz von Lipiden,
Proteinen und anderen Makromolekilen vor Oxidation durch die erhdhten
Konzentrationen von freiem Bilirubin gehéren zu den am meisten akzeptierten

und anerkannten Mechanismen in dieser Population (Bulmer et al., 2013).

2.4 Physiologische Relevanz von Bilirubin

in den letzten Jahren verdichteten sich zunehmend die Hinweise, dass ein
erhohter Bilirubin Spiegel nicht nur vielfaltige positive Wirkungen auf die
Gesundheitsforderung, sondern auch hinsichtlich der Pravention von
Krankheiten haben kann (Bulmer et al., 2013).

In einer grol3en, von Temme et al. durchgefuhrten Population Studie von 2001
wurde der Zusammenhang des Serumbilirubins mit Gesamtmortalitat, sowie
Mortalitat durch kardiovaskulare Ereignisse und Krebs Uber einen Zeitraum von
10 Jahren bei 5460 Mannern und 4843 Frauen beschrieben. Dabei kamen die
Autoren zu dem Ergebnis, dass Manner mit einem erhdhten Plasmabilirubin
(20,6 mg/dL; 10,3 umol/L) ein geringeres Risiko fir Gesamt- als auch
Krebsmortalitat (RR=0,73 und RR=0,43) im Vergleich zur Gruppe mit niedrigem
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Plasmabilirubin (0,2 mg/dL; 3,4 pmol/L) aufwiesen. Das Risiko fur die
Krebsmortalitat fiel linear mit einer ansteigenden Bilirubinkonzentrationen im
Blut (Temme et al., 2001).

Diese Beziehung wurde auch von der U.S. National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) Studie bestatigt. Hierbei wurde auf ein
reprasentatives Kollektiv von 4303 Teilnehmern tber 60 Jahre zuriickgegriffen,
die bei der NHANES Studie teilgenommen hatten und dber 4,5 Jahre betreut
wurden. Obwohl die Konzentration von 0,7 mg/dL (12 pmol/L) bei den
Teilnehmern nicht Uberschritten wurde kam man zu dem Ergebnis, dass es eine
negative Korrelation zwischen Gesamtmortalitat und einem leicht erhohtem
Plasmabilirubin gibt (Ong et al., 2014).

Wagner et al. zahlen Bilirubin zu einem aufkommenden Biomarker in
Zusammenhang mit Krankheitsresistenzen, dessen Hintergrund in der
biologischen Vielfaltigkeit dieses Tetrapyrrols liegt. Gegensatzlich zu friheren,
gesundheitsschadlichen Anséatzen, spricht man heutzutage von einer Anderung
des Images von Bilirubin und prognostiziert eine gesundheitsférdernde Wirkung
bei Erwachsenen in vielerlei Hinsicht (Wagner et al., 2015).

Am weitesten verbreitet ist dabei die Annahme, dass Bilirubin ein potentes
Antioxidans  darstellt, welches oxidative Einflisse sowie reaktive
Sauerstoffspezies und freie Radikale im Kérper abfangt. Dartiber hinaus
werden noch anti-mutagene, anti-inflammatorische, anti-kanzerogene und

vaso-protektive Eigenschaften diskutiert (siehe Abbildung 6).

( | Lipidperoxidation ) Schlaganfall,
. kardiovaskulare
( | Entziindungsantwort ) | Risiko Ereignisse, ...
B | I | ru bl n ( | Immunreaktion ) :>
Q Zellmigration und -proliferatic@ /
( | Zellapoptose )

Abbildung 6: Vasoprotektive Effekte von Bilirubin, modifiziert nach Targher, 2014
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Die umfangreiche Datenlage der letzten Jahre lasst darauf schlie3en, dass die
Gesamtheit der positiven Aspekte von leicht erhohten
Serumbilirubinkonzentrationen auf  physiologischer Ebene zu einem
verminderten Auftreten von chronischen Erkrankungen, kardiovaskularen
Ereignissen, sowie der Beeinflussung der Entstehung von Krebs, Typ 2
Diabetes und der Gesamtmoralitat fuhrt (Bulmer et al., 2008a; Horsefall et al.,
2013; Vitek, 2012).

Insofern stellt das Abbauprodukt Bilirubin einen wichtigen Biomarker dar,
welcher aus medizinischer Sichtweise fur die Risikobewertung der Entstehung
und dem Auftreten von chronischen Erkrankungen, auch im Alter,
herangezogen werden konnte, obwohl aus aktuellem Standpunkt die genauen
Mechanismen dahinter noch nicht geklart sind (Wagner et al., 2015).

2.4.1 Anti-oxidative Eigenschaften von Bilirubin

Freie Radikale sind Molekule, die in ihren &auf3eren Orbital ein einzelnes,
ungepaartes Elektron aufweisen. Als Beispiele fur Radikale gelten unter
anderem Wasserstoff (H*), Stickstoffmonoxid (NO*) oder das Hyroxylanion
(*OH). Diese Radikale besitzen unterschiedliche Reaktivitat und verursachen
aufgrund ihrer Instabilitait eine nicht-enzymatische Oxidation von anderen
Biomolekulen, wie zum Beispiel Proteinen, Kohlenhydraten, Lipide und

Nukleinséauren (Cannizzo et al., 2011).

Oxidativer Stress ist das Resultat einer unausgeglichenen Balance zwischen
der Bildung und dem Abbau (Scavenging) von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Dabei kommt es bei alteren Zellen zu einem erhdhten Anteil von ROS
im Vergleich zu jungeren Zellen (Kim und Park, 2012).
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Abbildung 7: Zusammenhang des HMOX/BLRVA mit dem Alterungsprozess, modifiziert nach Kim
und Park, 2012

Der HMOX/BLVRA Mechanismus ist der Hauptweg fir den Abbau des Hams
und daruber hinaus auch fir die Kontrolle des oxidativen Stresses
verantwortlich (siehe Abbildung 7). Es werden 2 Isoformen der BLVRA
unterschieden: die adulte (A) und die fetale Form (B). Die adulte Form wird
dabei vorwiegend exprimiert und wirkt der Entstehung von oxidativen Stress auf
zwei Arten entgegen: auf der einen Seite durch die Metabolisierung von BV zu
BR, andererseits durch die Regulation der HMOX Expression (Sedlak und
Snyder, 2004; Abraham und Kappas, 2008).

Stocker wies 2004 schon auf die anti-oxidativen Eigenschaften der
Gallenpigmente hin. Reaktive Sauerstoff- als auch Stickstoffspezies spielen

eine wichtige Rolle in diversen biologischen Prozessen, wie zum Beispiel der
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Replikation der DNA, der Zellproliferation, der Signalibertragung und auch
anti-mikrobiellen Reaktionen des Immunsystems. Dieselben Verbindungen
kénnen in unserem Kaorper zur Veranderung von DNA, Proteinen und Lipiden
beitragen und so die Entstehung von Krebs, Tumoren, chronischen

Entzindungen und auch den Alterungsprozess begunstigen (Stocker, 2004).

Der Abbau von Ham sowie die daraus resultierende Bilirubinsynthese stellen
wichtige Elemente in Bezug auf die anti-oxidativen Abwehrfunktionen der Zellen
dar, wie in den Abbildungen 7 und 8 dargestellt ist (Bergman et al., 2015).

Regulation von Redoxvorgangen

Verminderte Produktion von ROS

Verminderte Generation von NADPH

Verminderte Leukozyten-Adhdsion

Verminderung von Adhasionsmolekiilen <

Anti-inflammatorische Eigenschaften

Anti-oxidative Eigenschaften

Abbildung 8: Anti-oxidative Eigenschaften von UCB, modifiziert nach Bergmann et al., 2015

Stocker fuhrt dabei weiter die anti-oxidative Wirkung von Bilirubin auf das
ausgedehnte, konjugierte  Doppelbindungssystem und der reaktiven
Wasserstoffatome zuriick, die durch Abspaltung und Anlagerung an ein

entsprechendes Radikal ihre anti-oxidative Aktivitat abrufen (Stocker, 2004).

LOO™ + BILIRUBIN > LOOH-BILIRUBIN*
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Durch exakt diesen radikalabfangenden Mechanismus wird in weiterer Folge
auch der anti-atherogene Effekt von Bilirubin  beschrieben. Die
Molekuleigenschaften von Bilirubin veranlassen es, dass die oxidative
Modifikation von Lipoproteinen nicht voranschreiten kann und verhinderen somit
effektiv die Lipidperoxidation (siehe Abbilung 9) und unter anderem die
Oxidation von LDL-Cholesterin und damit die Entstehung von Arteriosklerose
(Vitek und Schwertner, 2007).
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Abbildung 9: Schutz vor Lipidperoxidation durch UCB nach Stocker, 2004

Ein weiterer wichtiger Aspekt von Bilirubin ist die ahnliche anti-oxidative Aktivitat
wie Ascorbat. Obwohl die meisten Antioxidantien (wie z.B. a-Tocopherol) nur
wirksam gegeniuber 1e-Oxidantien sind, gelten sowohl Bilirubin als auch
Ascorbat als sehr effektive 2e-Oxidantien Radikalfanger. Dazu zé&hlen in
weiterer Folge Singulett Sauerstoff (O;), Hypochlorsaure, Quinone und
Peroxynitrite (Stocker, 2004).

Sedlak et al. erweiterten 2009 die Ansichten gegenuber Bilirubin und
deklarierten es als stark wirksames Antioxidans, wobei eine UCB-Konzentration
von 10 nM (entspricht 0,01umol/l) die Zellen vor einer 10 bis 100fach hoheren
Konzentration von H,O, schitzen kann (Sedlak et al., 2009).

Diese enorme anti-oxidative Fahigkeit und Effektivitat des Bilirubins steht im

Verdacht durch die zyklische Konversion von Bilirubin und Biliverdin gesteigert
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zu werden, und zwar durch die Reduktion von BV zu BR durch die BVDRT und
die Oxidation von BR zu BV durch lipophile ROS (Sedlak und Snyder, 2004).

Dieses Phadnomen wurde bei Personen mit Gilbert's Syndrome verstarkt
beobachtet. Bulmer et al. fanden heraus, dass oxidative Stressmarker bei
Personen mit Gilbert's Syndrome vermindert sind. Die Autoren schlie3en dabei
auf einen, durch dieses Syndrom hervorgerufenen, erhgohten Bilirubin Spiegel,
weiter resultierend in einer erhdhten anti-oxidativen Kapazitat (Bulmer et al.,
2008a).

Bilirubin  gilt  weiterfihrend auch als potentieller Inhibitor der
Superoxid-Produktion aus den Mitochondrien mittels Unterdrickung der
mitochondralen NAPDH-Oxidaseaktivitat. Diese Eigenschaft wird vermehrt mit
der Verbesserung der oxidativen Stresssituation in Verbindung gebracht und
betrifft dariiber hinaus viele intrazellulare Stoffwechselmechanismen, die durch
ROS reguliert werden (Datla et al., 2007).

Tabelle 1 zeigt in diesem Zusammenhang weitere maogliche anti-oxidative

Eigenschaften des Bilirubins auf.

Tabelle 1: Anti-oxidative Eigenschaften von UCB nach Wagner et al., 2015

Bilirubin und oxidativer Stress

=>» 1 Totalen anti-oxidativen Kapazitat
= | LDL-C Oxidation
= | Produktion von advanced glycation end-products (AGE’s)

= | Produktion von Superoxiden via NAPDH Oxidase Hemmung

2.4.2 Anti-inflammatorische Eigenschaften von Bilirubin

Entzindungsreaktionen werden immer haufiger als Schlisselprozesse

betrachtet, die eine Vielzahl von Risikofaktoren fir die Entstehung
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arteriosklerotischer Ereignisse mit der Veranderung der Arterien in Verbindung
bringen (Libby et al., 2009).

Da Bilirubin entzindungsférdernde Prozesse auf mehreren Ebenen ihrer
Entstehung beeinflusst, gibt es Hinweise, dass die anti-inflammatorischen
Eigenschaften von Bilirubin zu einem verringerten Auftreten und somit zum

Schutz vor Arteriosklerose fuhren kdnnen (Wagner et al., 2015).

Es wurde in weiterer Folge nachgewiesen, dass Bilirubin die Aktivitat von
zytotoxischen T-Lymphozyten moduliert, verantwortlich fir die Erweiterung von
T-regulatorischen Zellen ist und dariber hinaus die Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin (IL) -1 oder IL-6, verhindert.
Diese Zytokine sind fur die Produktion des C-reaktiven Proteins (CRP) durch
die Leber verantwortlich. Aus diesem Grund erscheint es plausibel, dass
erhohte Serum-Bilirubinkonzentrationen mit verminderten
CRP-Konzentrationen, welche ein pathogener Faktor fur Arteriosklerose
darstellen, assoziiert werden (Haga et al., 1996; Rocuts et al., 2010; Wallner et
al., 2013b).

Deetman et al. untersuchten die anti-oxidativen und anti-inflammatorischen
Eigenschaften von Bilirubin bei Personen mit und ohne metabolischem
Syndrom und versuchten einen Zusammenhang zwischen Serum Amyloid A
(SAA) sowie dem hoch-sensitiven C-reaktivem Peptid (hs-CRP) zu
beschreiben. In ihrer Forschungsarbeit von 2013 fanden sie heraus, dass die
UCB-Konzentrationen bei Personen mit metabolischem Syndrom im Vergleich
zu den Kontrollpersonen erniedrigt waren (MetS UCB=9 pmol/L vs nonMetS
UCB=11 umol/L; p=0,013). Darlber hinaus wiesen die Probanden mit
Metabolischem Syndrom erhdhte Werte von hs-CRP (MetS 1,97 mg/mL vs
nonMetS 1,03 mg/mL; p= 0,001) sowie SAA (MetS 1,76 mg/L vs nonMetS 1,25
mg/L; p= 0,002) auf. Dartber hinaus gab es eine negative Korrelation zwischen
UCB und hs-CRP (r = -0,203, p= 0,008), unabhangig vom Vorhandensein des
metabolischen Syndroms oder Typ 2 Diabetes. Somit kamen die Autoren zu

dem Schluss, dass eine niedrige UCB-Konzentration mit dem vermehrten
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Auftreten von leichtgradigen Entziindungsreaktionen einhergeht (Deetman et
al., 2013)

Wallner et al. kamen 2013 im Zuge ihrer Forschungsarbeiten mit Probanden mit
GS zu den Ergebnisse, dass sie im Vergleich zur angepassten Kontrollgruppe
hinsichtlich der Entzindungsparameter signifikante Unterscheide aufwiesen:
IL-6 Konzentrationen unterschieden sich signifikant zwischen den Gruppen
(GS: 0,75 pg/ml vs Kontrolle: 1,19 pg/mL; p< 0,05) und auch hinsichtlich des
SAA konnte ein Trend beobachtet werden (GS: 3,51 mg/L vs Kontrolle: 4,08
mg/L) (Wallner et al., 2013b).

Bilirubin agiert ebenso als Immunmodulator, der die Entziindungsreaktion in
Anwesenheit von Entziindungsmediatoren erhéht. So kamen Bisht et al. in ihrer
Studie von 2014 zu dem Schluss, dass Bilirubin mit einer erhdhten
Entzindungsreaktion gegeniber Lipopolysaccherriden (LPS), die fir die
Produktion von entzindungsfordernde Zytokine verantwortlich sind, in
Zusammenhang steht. Bilirubin ist dabei positiv mit dem Auftreten des IL-1
Rezeptor Antagonist und der Interferon y Gene Expression der Leukozyten

assoziiert (Bisth et al., 2014).

Abbildung 10 zeigt in weiterer Folge, wie eine erhthte Konzentration von UCB
durch vielfaltige Wirkungsweisen zu einem verminderten Auftreten von
Thrombosen und kardiovaskularen Ereignissen, unter anderem durch die
Verminderung von pro-inflammatorischen Einflissen, beitragt (Kundur et al.,
2015)
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Abbildung 10: Protektive Faktoren von UCB, modifiziert nach Kundur et al., 2015

2.4.3 Anti-kanzerogene Eigenschaften von Bilirubin

Der Zusammenhang zwischen Bilirubin und dem Auftreten von Krebs ist ein
verhaltnismaRig weitaus unerforschteres Gebiet als die in dieser Arbeit bisher
behandelten Themen. Nichtsdestotrotz wurden in letzter Zeit immer wieder
Erkenntnisse hinsichtlich der positiven Eigenschaften von Bilirubin in Bezug auf
das verminderte Auftreten von kanzerogenen Ereignissen gewonnen (Wagner
et al., 2015).

Eines dieser Erkenntnisse ist der von Temme et al. 2001 erlauterte
Zusammenhang zwischen erhdhten Plasma Bilirubinkonzentrationen und der
erniedrigten Krebssterblichkeitsrate, in der von ihnen getesteten belgischen
Studienpopulation, die zu Beginn dieser Arbeit schon erwahnt wurde (Temme et
al, 2001).
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Zucker, Horn und Sherman fihrten 2004 im Zuge der dritten NHANES Studie
die Erkenntnisse Uber Bilirubin innerhalb der amerikanischen Bevélkerung
weiter fort und kamen zu den Ergebnissen, dass Bilirubin negativ mit dem
Auftreten von Kolonrektalkrebs (CRC) assoziiert wird. Die Autoren vermerkten
dabei, dass jede Erhohung der Serum UCB-Konzentration um 1 mg/dL das
Risiko an KRK zu erkranken signifikant verminderte (OR = 0,257) (Zucker et al.,
2004).

Jiraskova et al. untersuchten in weiterer Folge den Effekt der
Promotor-Variationen der HMOX1 sowie der UGT1Al Gene und der
UCB-Konzentration hinsichtlich des Risikos fir Kolonrektalkrebs. Dabei kamen
sie zu den Resultaten, dass bei Personen mit CRC eine erniedrigte
UCB-Konzentration im Serum im Vergleich zu den Kontrollpersonen vorlag. Die
Autoren fassten den Schluss, dass jede Verminderung der UCB-Konzentration
um 1 pumol/L bei beiden Geschlechtern mit einem um 7% erhdhten Risiko an

KRK zu erkranken einhergeht (Jiraskova et al., 2012).

Zhang et al. erforschten 2013 den Zusammenhang zwischen Rauchen und
UCB-Konzentrationen. Im Zuge ihrer Auswertungen kamen die Autoren zu dem
Schluss, dass die UCB-Werte als das starkste Anzeichen fir das Auftreten von
Lungenkrebs und die daraus resultierende Sterblichkeit fungieren (Zhang et al.,
2013).

O’Mally et al. haben in diesem Zusammenhang eine Studie mit Rauchern und
abstinenten Rauchern Uber einen Zeitraum von 6 Wochen in Hinblick auf die
UCB-Konzentration durchgefiihrt. Sie kamen zu dem Schluss, dass Personen,
die Uber diesen 6-wdchigen Zeitraum kontinuierlich abstinent waren, eine
signifikante Erhohung der UCB- als auch Gesamtbilirubinkonzentration im
Vergleich zu ihren rauchenden Pendants aufwiesen (Raucher: 0,02 mg/dL vs.
Nicht-Raucher: 0,06 mg/dL; p= 0,015). Somit beschrieben die Autoren einen
Zusammenhang zwischen einer Lebensstilmodifikation im Sinne einer
Rauchabstinenz und einer Erhohung der UCB-Werte und somit auch mit einer
verminderten Krebsinzidenz bzw. Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse (O’Mally
et al., 2014).
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Weiterfuhrend kamen Wen et al. 2015 im Zuge ihrer prospektiven
Kohorten-Studie zu dem Schluss, dass eine verminderte Serum
UCB-Konzentration mit einem hoheren Risiko fir das Auftreten von
Lungenkrebs und dadurch verursachte Sterblichkeit bei mannlichen Rauchern
assoziiert ist. Sie fuhrten ihre Ergebnisse dahingehend aus, dass Raucher mit
einem erniedrigten Bilirubinspiegel (< 0,75 mg/dL) ein bis zu 66% hoheres
Risiko fur Lungenkrebs und damit verbundene Sterblichkeit aufwiesen als
Raucher mit einem erhohten UCB-Spiegel (> 1 mg/dL). Die Autoren
kolportierten fur die Verminderung der UCB-Konzentration um 0,1 mg/dL ein um
5 - 6% erhohtes Risiko fur das Auftreten von Lungenkrebs (Wen et al., 2015).

Die genauen Mechanismen, die in weiterer Folge fir die anti-kanzerognen
Effekte verantwortlich sind, sind bis dato noch nicht genauer geklart und
bedirfen noch weiteren Handlungsbedarf. Allerdings konnte das erhohte
anti-oxidative sowie anti-inflammatorische Potential von leicht erhdhten
Bilirubinkonzentrationen im direkten Zusammenhang mit den

anti-kanzerogenen Effekten und somit der erniedrigten Krebsinzidenz stehen.

2.4.4 Alterungsprozess

Unter dem Begriff ,Altern” findet man in der Literatur viele und vor allem
unterschiedliche Definitionen. Vom soziologischen Standpunkt aus sieht man
JAltern® als den Ubergang vom Berufsleben in den Ruhestand, wobei aus
medizinischer Sicht verschiedene Alterserscheinungen definiert werden.
Grundsatzlich gehort an dieser Stelle erwahnt, dass die Gruppe der &lteren
Bevdlkerung aufgrund diverser Unterschiede bezuglich Lebens- und
Gesundheitssituation, aber auch durch physische und psychische
Leistungsfahigkeit sehr heterogen sind (BMGF, 2013; [7]).

Dartber hinaus ist der Alterungsprozess individuell sehr unterschiedlich, hangt

von unterschiedlichen Lebensphasen ab und findet auf verschiedenen Ebenen,
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wie zum Beispiel auf physiologischer, kognitiver oder sozialer Ebene statt
(Schwager, 2012).

Slijepceivc definiert den Umstand ,Altern® ebenso als mehrfaktoriellen Prozess,
der die komplexen Wechselwirkungen von biologischen und molekularen

Mechanismen miteinschliel3t (Slijepcevic, 2008).

Nigam et al. beschreiben das Altern als einen unausweichlichen und sehr
komplexen, multikausalen Vorgang, der durch den zunehmenden Abbau von
Organen und Geweben charakterisiert wird. Der Prozess ist grof3tenteils durch
die Genetik determiniert und wird durch eine Vielzahl von Umweltfaktoren, wie
zum Beispiel Ernédhrung, korperliche Betatigung, dem Aussetzen gegeniber
Mikroorganismen, Verunreinigungen aller Art oder Strahlung beeinflusst (Nigam
et al., 2012)

Weiterfuhrend gibt es auch geschlechterspezifische Unterschiede, so nimmt mit
zunehmendem Lebensalter der Frauenanteil in der Bevoélkerung zu. Das hat
jedoch auch zur Folge, dass das Auftreten von Erkrankungen, Gebrechen und
Behinderungen durch das fortgeschrittene Alter erhéht ist. Manner sterben im
Allgemeinen zwar friher, erkranken jedoch nicht so héaufig wie Frauen
(Perrig-Chiello, 2007). Dieses Phanomen fuhren 2008 auch Knight und Nigam
weiter aus und berichten, dass Frauen in Entwicklungslandern Manner 7 bis 10
Jahre Uberleben (Knight und Nigam, 2008).

Der Alterungsprozess an sich stellt ein nattrliches und von vielen Faktoren
abhangiges Phanomen dar, der durch Veranderungen und Schaden innerhalb
molekularer Mechanismen charakterisiert wird. Diese Schaden und
Veranderungen beeintrdchtigen in  weiterer Folge die Zell- und
Gewebsfunktionen (Bratic und Larsson, 2013; Kirkwood, 2005).

Der voranschreitende Alterungsprozess aufdert sich aus der immunologischen
Sichtweise in einer erhdhten Anfalligkeit gegentber Infektionen mit erhdhter
Morbiditat und Mortalitat. Diese Infektionen gelten bei Personen mit
fortgeschrittenem Alter als Resultate von gestorten Stoffwechselvorgangen, wie
der verminderten phagozytaren Kapazitdt, der verminderten Synthese von

24



reaktiven Sauerstoffintermediaten sowie einer beeintrachtigten intrazellularen

Abbaueffizienz der Neutrophilen (Oliveria et al., 2010).

Es gibt eine Vielzahl an Theorien die den Alterungsprozess zu charakterisieren
und zu beschreiben versucht. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt ist die
L2Aufdeckung“ dieses Prozesses noch niemanden vollstandig gelungen.
Betrachtet man in weiterer Folge den Bereich der molekularen Genetik, so
werden veranderte Proteine, somatische Mutationen oder verkurzte Telomere in
Zusammenhang mit dem Altern gebracht. Im Bereich der Biochemie gibt es die

Theorie der freien Radikale und der metabolischen Raten (Oliveria et al., 2010).

Da der Alterungsprozess ein sehr umfangreiches und komplexes Thema
darstellt, wird im Laufe der vorliegenden Arbeit das Phanomen Altern nur in
seinen Grundelementen behandelt bzw. nur sofern aufgearbeitet, dass der
Zusammenhang mit Bilirubin und dessen positiven Eigenschaften im Zuge des

Alterungsprozess besser verstanden werden kdénnen.

Zu den aktuellsten und umfangreichsten Theorien, die gegenwartig behandelt
werden, zahlt unter anderem die der freien Radikale. Diese deutet darauf hin,
dass sich mit zunehmendem Alter auch die Zahl der oxidativen Biomolekile, die
sich mit freien Radikalen verbinden, zunimmt und somit vermehrt ROS bilden.
Die in diesem Prozess gebildeten Molekule akkumulieren tber die gesamte
Lebensdauer und fuhren im hohen Alter zu einem chronischen Zustand von

erhohtem oxidativen Stress (Harman, 2001, Oliveira et al., 2010).
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Abbildung 11: Zusammenhang von freien Radikalen und dem Alterungsprozess; modifiziert nach
Rahman, 2007

Rahman erwahnt in diesem Zusammenhang die Wichtigkeit bezlglich des
Zusammenspiels von freien Radikalen, Antioxidantien und auch deren
Kofaktoren, um Gesundheit im fortgeschrittenen Alter aufrechtzuerhalten
(Abbildung 11). Kommt es zur einer Belastung von freien Radikalen, die die
protektiven Effekte der anti-oxidativ wirksamen System im Korper Ubersteigt,
kann das zu oxidativen Schaden fihren, die Uber den Lebenszyklus
akkumulieren und so den Alterungsprozess und altersbedingte Erkrankungen

vorantreiben (Rahman, 2007).

Wahrend des Alterungsprozesses kommt es zu biochemischen Dysbalancen
zwischen der Bildung und der Abwehr von freien Radikalen, besser bekannt als

oxidativer Stress. Dieser erhdhte Anteil von hochreaktiven und instabilen
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Verbindungen fuhrt in weiterer Folge zu oxidativen Proteinveranderungen, die
sich Uber langeren Zeitraum hinweg vergréf3ern und bis zum zytotoxischen

Zelltod fuhren kénnen (Cannizzo et al., 2011).

Freie Radikale spielen aber nicht nur bei der Schadigung von Zellen eine
wichtige Rolle, sondern nehmen auch eine zentrale Funktion bei intrazellularen

Signal- und Regulationsvorgangen ein (Oliveira et al., 2010).

Ein weiterer wichtiger Aspekt in Zusammenhang mit dem Alterungsprozess
stellt das ,Inflammageing“ (Entzindungsaltern) dar. Bei diesem Phanomen
kommt es zu einem altersbedingten Anstieg von entzindungsférdernden
Peptidbiomarkern (Interleukin-6, Interleukin 1a, Tumor necrosis factor a) sowie
dem CRP (Francesci et al., 2000).

Eine Konzentrationserhéhung der soeben angeflihrten pro-inflammatorischen
Zytokinen im Plasma wird mit einer verminderten Handgriffstarke sowie einer
verminderten Ganggeschwindigkeit bei &lteren Personen assoziiert und
demonstriert den Zusammenhang zwischen Immun- und Funktionsstatus
(Visser et al., 2002).

Zur gegenwartigen Lage steht allerdings noch nicht fest ob der erhéhte
Entzindungsstatus, der im Zuge des Alterns beobachtet wird, fir die
Entwicklung von chronisch-degenerativen Erkrankungen verantwortlich ist oder
die chronische Erkrankung den Entzindungsstatus im Alter determiniert
(Cannizzo et al., 2011).

Wichtig erscheint in diesem Zusammenhang jedoch, dass oxidativer Stress per
se eine wichtige Rolle hinsichtlich Determinierung und Aufrechterhaltung der
geringfugig erhdhten Entzindungswerte, die innerhalb des Alterungsprozesses
und altersbedingten Erkrankungen beobachtet werden kdnnen, spielt (De la
Fuente und Miquel, 2009).

Grundsatzlich gibt es zwei Wege, wie durch Radikale verursachter oxidativer

Schaden zu entziindlichen Reaktionen im Koérper fihren kann: einerseits Uber
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Toll-like-Rezeptoren (TLRs), andererseits Uber die Nalp-3 Inflammosome
(Cannizzo et al., 2011)

TLRs sind eine Familie von allgegenwartig exprimierten Rezeptoren, die fur die
Immunantwort gegentber Pathogenen von zentraler Bedeutung sind. Bindet
sich ein TLR an ein pathogen associated molecular pattern Molekul (PAMP’s)
aktiviert dies eine abgestimmte, angeborene Immunantwort, um dieses
Pathogen zu inaktivieren. Allerdings konnen diese Rezeptoren auch durch
eigene, in Folge einer Verletzung vom Korper produzierten Molekile aktiviert
werden. Nach Gewebenekrosen bzw. einer erhéhten ROS Produktion kdnnen
die resultierenden Molekile, in diesem Fall das Heat-Shock Protein bzw.
oxidierte Lipoproteine, in weiterer Folge den TLR-8 oder TLR-2 Rezeptor
aktivieren. Dieser Aktivierung fuhrt zur Initiierung einer Entzindungsreaktion,
deren Schlusselmediatoren IL-1, IL-6 und TNF-a darstellen (Gill et al., 2010).

Bei alteren Personen wird haufig eine erhdhte Konzentration dieser
pro-inflammatorischen Zytokine, einerseits in der gesamten Blutlaufbahn,
andererseits in Makrophagen im Gewebe beobachtet. Diese nehmen
exponentiell bei Ubergewichtigen Personen zu, da diese vorwiegend in den
Fettgewebsmakrophagen vorkommen und als Reservoir dienen (Bruunsgaard
et al, 2001).

Der zweite Mechanismus, um eine Entziindungsreaktion herbeizufthren, stellt
die  Aktivierung von Inflammasomen dar. Diese stellen einen
Multiproteinkomplex im Zytosol dar, der die Fahigkeit besitzt, pro-IL6 und
pro-IL18 in aktive Zytokine enzymatisch umzuwandeln. Zu diesen
Inflammasomen gehort das Nalp3 Inflammasom, welches durch die
Anwesenheit von ausreichenden Mengen von ROS aktiviert wird. Sowohl die
TLR-Rezeptoren als auch das Nalp3 Inflammasom gehdren zu den Damage
associated molecular pattern (DAMP‘s) Molekulen und verbinden auf diesem
Weg oxidative Schaden mit chronischen Entziindungsreaktionen, wie sie

haufiger bei alteren Personen beobachtet werden (Zhou et al., 2010).
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Deswegen stellt Altern den gro3ten Risikofaktor fur alle nicht tGbertragbaren
Erkrankungen, wie kardiovaskulare Krankheiten, Krebs, Diabetes und
neurologische Erkrankungen, dar. Zu den diskutierten Hauptursachen, die den
Alterungsprozess schlussendlich auslésen bzw. vorantreiben, zahlen die
Schadigung der DNA, Veranderungen der Genexpression, Genotoxizitat,
oxidativer Stress und das Auftreten von verkurzten Telomeren (Wagner et al.,
2016).

Dartber hinaus gehort an dieser Stelle erwdhnt, dass es im Laufe des
Alterungsprozesses sowohl zu Verénderungen im Stoffwechsel als auch im
Hinblick auf die Kérperzusammensetzung kommt. Zu den Hauptveranderungen,
die wahrend des Alterns auftreten, zahlen unter anderem Stoffwechselprozesse
und anatomische Bedingungen, die in Tabelle 2 aufgelistet sind:

Tabelle 2: Physilogische Verdnderungen im Alter nach Elmadfa und Leitzmann, 2004

Veranderungen in Alter

Verminderte Energieverbrauch:
= Rickgang des Grundumsatzes
=>» Verminderung der kdrperlichen Aktivitat
= Abnahme der aktiven Kérpermasse
= Zunahme des Korpergewichts
Verlangsamte Verdauungstatigkeit:
= Abnahme der Speichelbildung
=>» Riuckgang der Magensekretion
= Verminderte Fett- und Ca-Resorption
= Reduzierte Kohlenhydrattoleranz
Sinkende Adaptionsfahigkeit:
= Abnehmender Geruchs-und Geschmackssinn
= Vermindertes Durstempfinden
= Zunehmende Kauschwierigkeiten
=» Krankheiten (Diabetes, Gicht, Bluthochdruck)

29



Als Folgen dieser altersbedingten Verdnderungen des Korpers kénnen unter
anderem Veranderungen des Koérpergewichts (sowohl Zu- als auch Abnahme),
Mangelerndhrung, Sarkopenie (Verlust von Muskelmasse und Muskelkraft),
Kachexie und funktionelle Veranderungen wie Gebrechlichkeit auftreten
(BMGF, 2013; [7]).

Die Gesundheit und Leistungsfahigkeit der &alteren Gesellschaft wird vor allem
durch Herz-Kreislauferkrankungen, Krebs, Krankheiten des Magen-Darmtrakts,
Erndahrungs- und Stoffwechselerkrankungen, Osteoporose, Depressionen,
Krankheiten des Nervensystems und der Atemwege sowie Verletzungen
beeintrachtig (BZgA, 2011).

Aus diesem Grund wird seit einiger Zeit nach akkuraten Voranzeichen gesucht,
um den Beginn einer gesundheitlichen Abweichung besser sichtbar zu machen.
Im Gegenzug ist es aber von gleicher Bedeutung, eine Moéglichkeit zu finden,
die den Alter entsprechenden Gesundheitszustand charakterisiert und
aufrechterhalt. Die Herausforderung stellt dabei eindeutig die Identifikation der
Unterscheidung zwischen normalen, biologischem Alterungsprozess und einem
negativen, nicht dem normalen Alterungsvorgangen entsprechenden Zustand
dar (Wagner et al., 2016).

2.4.5 Zusammenhang Altern und Bilirubin

In den letzten Jahren hat sich Bilirubin immer mehr in den Vordergrund diverser
wissenschaftlicher Arbeiten mit Hinblick auf positive Assoziationen mit der

Gesundheit gedrangt.

Mittlerweile zahlt es zu den neu aufkommenden Biomarkern in Bezug auf die
Uberprifung der Widerstandsfahigkeit gegeniiber chronischen, nicht
Ubertragbarer Krankheiten. In diesem Zusammenhang werden leicht erhdhte
Konzentrationen von Bilirubin im Blutserum stark mit einem erniedrigten
Auftreten von Mortalitat durch kardiovaskulare Ereignisse und deren

Risikofaktoren assoziiert. Jingste Daten bringen Bilirubin sogar in Verbindung
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mit der Gesamtmortalitat und chronischen Erkrankungen, wie Krebs und Typ-2
Diabetes (Bulmer et al., 2013; Wagner et al., 2015).

Im oOsterreichischen Ernahrungsbericht von 2012 wird bei der Bewertung des
anti-oxidativen Status von Seniorinnen neben Harnséure und Albumin auch das
Bilirubin angefihrt. Die Konzentrationen und Kapazitdten dieser endogenen
Schutzfaktoren werden bei der Bewertung von alteren Personen als Biomarker
verwendet und liegen bei der Osterreichischen Bevolkerung innerhalb der
Referenzbereiche. Senioren im Alter von 65 bis 80 Jahren wiesen dabei eine
Plasma-Bilirubinkonzentration von 13,0 pymol/L, Seniorinnen von 12,0 umol/L
auf (Elmadfa et al., 2012).

Allerdings gibt es eine Vielzahl an Faktoren die die Konzentration von UCB im
Kdrper beeinflussen kénnen. Neben den oben erwéhnten, genetisch bedingten
Veranderungen im Genpromotor, die zu erhdhten UCB-Konzentrationen fihren
kénnen, gehdren auch das Rauchverhalten, das Geschlecht, Nahrungskarenz,
Medikamente, das Alter, die Ethnizitat und Ubergewicht zu diskutierten
Einflussen bezugnehmend auf die UCB-Konzentration (Vitek und Schwertner,
2007).

Boland et al. haben 2014 im Zuge ihrer Forschungsarbeit einen
Zusammenhang zwischen dem Altersprozess, der Entwicklung der
UCB-Konzentration und der Mortalitdt dargestellt. Zu diesem Zwecke wurden
2364 Personen im durchschnittichen Alter von 70 Jahren rekrutiert und
absolvierten einen medizinischen Check, bei welchem es zur Abnahme und
Auswertung von Blutproben kam. Acht Jahre spater kam es zu einer weiteren
medizinischen Analyse, an der ein Teil der ersten Studienpopulation (1703
Personen) teilnahm. Bei der Auswertung dieser prospektiven Kohorten Studie
kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass die Serum UCB-Konzentrationen bei
alteren Personen sukzessive mit fortschreitendem Alter ansteigen. Jedoch
konnte die Arbeitsgruppe keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
UCB-Konzentration und einer verminderten Mortalitat nachweisen. Vielmehr
zog man aus den vorliegenden Resultaten den Schluss, dass die mit

fortschreitendem Alter zunehmenden UCB-Konzentrationen sogar zu einer
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erhohten Gesamtmortalitat fihren konnten und im Alter eher negativ assoziiert
sind. Die Autoren determinieren Bilirubin in weiterer Folge als Marker fur

voranschreitendes Alter (Boland et al., 2014).

Kim und Park flihren den Alterungsprozess und die damit verbundenen
pathologischen Verénderungen vor allem auf die Lipidperoxidation zurtick und
machen in diesem Zusammenhang auf das Scavenging-System fur lipophile
Substanzen aufmerksam. Der Umbau von Biliverdin zu Bilirubin stellt einen
protektiven Mechanismus gegenuber lipophilen Oxidantien dar, deren
Effektivitat durch die Vernetzung dieses Redoxzyklus und dem interaktiven
Kontrollzyklus zwischen Biliverdin und der HMOX verstarkt und so zu einem

schitzenden Faktor im Alter werden kdnnte (Kim und Park, 2012).

Wallner et al. behandelten in ihrer Studie von 2013 den Einfluss von erhéhten
UCB-Konzentrationen (GS vs Kontrolle) auf den Schutz vor altersbedingten
Veranderungen von Lipid- und Entztindungsbiomarker. Bei der Auswertung
kamen die Autoren zu dem Schluss, dass bei genaueren Betrachtung der
alteren Studienpopulation (> 30 Jahre) diese einen verminderten Lipidstatus im
Vergleich zu den jingeren Kontroliféllen auswiesen (Gesamtcholesterin, LDL-C,
TAG, LDL Subfraktionen). Dariiber hinaus wies die altere Kontrollgruppe im
Vergleich zu den anderen Gruppen die hoéchsten SAA, CRP und IL-6
Konzentrationen auf. Die &ltere GS Gruppe wies im direkten Vergleich
signifikant erniedrigte Entzindungswerte auf (SAA und IL-6). Insofern weist
diese Arbeit auf einen Trend hinsichtlich der Pravention des altersbedingten
Anstiegs von Lipidbiomarkern und Entziindungsmediatoren bei Personen mit
erhéhter UCB-Konzentration (Gilbert's Syndrome) hin (Wallner et al., 2013b).

Die Datenlage uber Bilirubin ist umfassend, jedoch nicht unbedingt einheitlich.
Daruiber hinaus gibt es hinsichtlich des UCB-Verlaufs im Alter nur wenige
Informationen. Es gibt vielfaltige Ansichten, die einerseits die positiven
Eigenschaften von Bilirubin im Alter wiederspiegeln und eine geringere
Mortalitatsrate (Temme et al., 2001; Ong et al.,, 2014) sowie vermindertes
Auftreten von kardiovaskularen Ereignisse, entziindungsférdernden Mediatoren,

Krebs, Arteriosklerose oder chronischen Erkrankungen beschreiben.
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Auf der anderen Seite stellen Studien wie die von Boland et al. von 2014 den
positiven Effekt von Bilirubin im Alter in Frage und bringen leicht erhdhte

Konzentrationen von UCB mit einer erhéhten Mortalitatsrate in Verbindung.

Insofern bendtigt man noch weitere und vor allem tiefere Einblicke in die
vorliegenden Mechanismen, um die protektiven Effekte von UCB besser
verstehen zu konnen. Darlber hinaus stellt der Zusammenhang von Bilirubin
und dem Alterungsprozess, sowohl auf zellularer als auch auf molekularer

Ebene ein wichtiges Themengebiet dar, der noch weiter erforscht werden sollte.

33



3) Material und Methoden

3.1 Studiendesign Active Ageing

Die Grundlage dieser Masterarbeit bildet die Forschungsplattform ,Active
Ageing®“, die 2011 gegrundet wurde und deren Studie, in Zusammenarbeit mit
dem Kuratorium der Wiener Pensionswohnhauser, die Auswirkungen von
Erndhrung und Sport auf die Gesundheit und Mobilitdt von Seniorinnen
untersuchte. Die Laufzeit dieser Studie betrug eineinhalb Jahre und umfasste
funf Wiener Wohnheime (Leopoldau, Atzgersdorf, Muhlengrund, Trazerberg
und Hohe Warte) mit einer Probandenanzahl von 100 Personen im Alter von 65
bis 98 Jahren [6].

Mithilfe eines interdisziplindren Expertenteams aus den Bereichen der
Erndhrungswissenschaften, Sportwissenschaften und Pharmakognosie wurden
unter anderem ernahrungsphysiologische und sportmedizinische
Untersuchungen durchgefihrt. Um die Auswirkungen der Ernéhrungs- als auch
Trainingsintervention auf die Gesundheit der Probandinnen veranschaulichen
zu konnen, wurden in weiterer Folge physiologische und biochemische
Parameter mit Hilfe von molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden

analysiert.

Die Erndhrungs- und Trainingsprogramme wurden speziell fur die Zielgruppe
angepasst und entwickelt, auch um zu testen, ob eine Verbesserung Einfluss

auf die Lebensqualitat und die kdrperlichen Parameter mit sich bringt.

Die Trainingsintervention setzte sich im Allgemeinen aus einer Mischung aus
Kraft- und Ausdauertraining zusammen und wurde dariber hinaus individuell
auf die Probandinnen zugeschnitten. Grundséatzlich handelt es sich hierbei um
Stabilisationstibungen, die 2-mal wodchentlich jeweils 50 Minuten mit dem
eigenen Korpergewicht durchgefuhrt wurden. Zu Beginn der Untersuchungen
wurden die Probandinnen bei Ihrem Training von Fachkraften unterstitzt. Mit
Fortdauer der Studie war es unter anderem Sinn und Zweck das

Bewegungsprogramm auch selbststandig zu absolvieren.
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Bei der Erndhrungsintervention handelte es sich um ein diatetisches Getrank,
welches den Senionrinnen verabreicht wurde. Dieses enthielt vor allem
Nahrstoffe, welche in dieser Gesellschaftsgruppe eher als mangelhaft
einzustufen sind, wie zum Beispiel essentielle Aminosauren, Vitamin B12,
Folsaure und Vitamin C. Die Wahl dieser Form der Supplementation resultiert
aus dem einfachen Grund, dass eine Erndhrungsumstellung in diesem Alter
sehr schwierig zu realisieren ist und in dem gewahlten Setting nicht

durchfihrbar war.

Die Zuweisung der einzelnen Personen zu den 3 verschiedenen Gruppen
dieser randomisierten, Beobachter-blinden und kontrollierten
Interventionsstudie erfolgte zufallig und mit Zustimmung der Seniorinnen (siehe
Abbildung 12):

e Krafttraining
e Krafttraining und Ern&hrung

e Kontrollgruppe

[ 230 interessierte Personen ]

-
70 Personen traten nach detaillierter Bekanntgabe des
Studienverlaufs zurtick

“

(- 43 Personen wurden aufgrundw'

. F'_ersonen__nahmen medizinischer oder kognitiver
an einer verlaufigen R
Beurtsiluna teil Beeintréchtigungen

9 ausgeschlossen

. /
117 Teilnehmer wurden zu einer Gruppe zugewiesen
; ;; G Dropout:
Training + 3%
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[ 76 Teilnehmer absolvierten die 6-monatige Intervention ]

Abbildung 12: Flowchart der VAAS
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Da sich oftmals ein positiver Effekt auf die Gesundheit und den physiologischen
Zustand von Seniorlnnen auf den Sozialisationseffekt zurtckfihren lasst, wurde
die Kontrollgruppe als Gedachtnisgruppe gefihrt. Das erfolgte hauptséachlich
aus dem Grund, um den sozialen Einfluss auf das Wohlbefinden in den
Interventionsgruppen auszuschlieBen. Somit wurde der urspringliche
Lebensstil der Kontrollgruppe beibehalten und ihre kognitiven Fahigkeiten

trainiert.

3.2 Teilnahmekriterien

Auswabhlkriterien der Teilnehmer waren unter anderem ein Mindestalter von 65
Jahren und ein guter kérperlicher und geistiger Zustand. Diese Kriterien wurden
durch ein Arzteteam bestatigt und somit wurden die Teilnehmer zur Studie
zugelassen. Des Weiteren wurde ein Mini-Mental State Test (MMST)
durchgefiihrt, um die kognitiven Fahigkeiten der Probanden zu messen und um
sicherzugehen, dass den Anweisungen der Experten gefolgt werden kann. Ein
weiteres Kriterium um die korperliche Voraussetzung zu testen, war das Gehen
einer 10 Meter langen Strecke ohne Hilfsmittel. Zur weiteren Beurteilung der
korperlichen Leistungsfahigkeit wurde ein Short Physical Performance Battery
(SPPB) Test durchgefiihrt, bei dem die Probanden mehr als 4 Punkte erreichten

mussten.

Zu den Ausschlussgriinden maglicher Studienteilnehmer z&ahlten unter anderem
progrediente, chronische Erkrankungen wie kardiovaskulare Krankheiten (z.B:
unbehandelte Hypertonie, instabile Angina pectoris, Herzrhythmusstérungen,
etc.), manifeste Osteoporose, die Einnahme von Antikoagulantien (z.B:
Marcomar) und Glucocorticoide (wie Cortison), sowie ein bereits durchgefihrtes
Krafttraining (mehr als einmal pro Woche).

Des Weiteren wurden Senionlnnen, die bei mehr als 30% der

Trainingseinheiten fehlten von der Studie ausgeschlossen.
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Dem restlichen Studienkollektiv wurde im gesamten Untersuchungszeitraum
von eineinhalb Jahren zu unterschiedlichen, vorher definierten Zeitpunkten funf

Mal Blut abgenommen:

Von den urspringlichen 100 Probanden, die an der Studie teilnehmen sollten,
haben 46 Personen bis Zeitpunkt 5 ihre Mitarbeit aus verschiedenen Ursachen
beendet. Die Grunde flr das Ausscheiden aus der Studie waren beispielsweise
Erkrankungen wie Demenz, Krankenhausaufenthalte, Ableben oder das

Beenden aus mangelnder Motivation bzw. Antriebslosigkeit.

In der nachfolgenden Abbildung sieht man die Zeitspanne der Studie sowie die

unterschiedlichen Testparameter zu den verschiedenen Zeitpunkten:

v [ 12 2[4 e 7ol ]l loe w6l |

Intervention 2x/Woche Training - betreut 1x betreut + 1x unabhangig 2x/Woche unabhangig
Supplement 7x/Woche + nach dem Training Optional
Testzeitpunkte 1 2 3 4 5

(ZP)

worell B W m
« HHE N - -

Abbildung 13: Zeitspanne der VAAS

3.3 Trainingsintervention

Das bei dieser Studie angewandte Krafttraining wurde nach den Richtlinien des
American College of Sport Medicine (ACSM) und der Osterreichischen
Sportwissenschaftlichen Gesellschaft (OSG) entwickelt und durchgefiihrt. Dabei
handelte es sich um ein Ubungsprogramm, welches in Gruppen zu je 15
Personen mit einer Dauer von 50 Minuten pro Einheit durchgefiihrt wurde
(siehe Abbildung 14).

Die Einheiten starteten mit 10 minatigem Aufwarmen, bei dem hauptséchlich
sensomotorisches Training, wie Gleichgewichts- und Balancelibungen

absolviert wurde. Der anschlieBende Hauptteil setzte sich vermehrt mit

37



Stabilisationsiibungen (6 -8  verschiedene  Ubungen) mit eigenem
Korpergewicht, Therabandern oder Stuhlen zusammen, um in weiterer Folge
gezielt 6 unterschiedliche Muskelgruppen zu beanspruchen. Das Training zielte
speziell auf die Bein-, Ricken-, Brust-, Schulter-, Arm- und Bauchmuskulatur
ab. Die vorgegebenen Ubungen sollte in weiterer Folge 10- bis 15-mal
wiederholt werden. Dartber hinaus sollte weiterfihrend auch je nach

Maglichkeit die Intensitat der Ubungen gesteigert werden.

Der Hauptteil dauerte etwa 30 Minuten, gefolgt von einem 10 minutigen

Schlussteil, der aus Entspannungstibungen bestand.

Aufwarmen Hauptteil Schlussteil

10 Minuten 30 Minuten 10 Minuten
eBalance eStabilisation eEntspannung
*Gleichgewicht eTherabander

!

Trainingsintervention

50 Minuten

Abbildung 14: Ablauf einer Trainingseinheit

3.4 Ernéhrungsintervention

Da es bei alteren Menschen haufig zu einem beschleunigten Verlust von
Muskelmasse, -kraft und -funktion kommt, ist es in weiterer Folge sinnvoll
diesem sowohl mit korperlicher Betétigung als auch mit Hilfe einer gezielten
Erndhrungsintervention entgegenzuwirken (Cruz-Jentoft et al.,, 2010; Morley,
2011).

38



Im Zuge dieser Studie musste die Erndhrungsinterventionsgruppe taglich, sowie
direkt nach den durchgefuhrten Trainingseinheiten eine Trinknahrung der Firma

Nutricia, das Supplement FortiFit, einnehmen.

|l’: -
"Wasse,

FortiFit J N
E 5 Qam'i FortiFit

Abbildung 15: Gebrauchsanweisung von Nutricia FortiFit (Nutricia FortiFit 2016 [2, 3, 4])

Bei diesem Getrank handelt es sich um ein diatetisches Lebensmittel, welches
speziell fur die Ernahrungstherapie entwickelt wurde, um den Aufbau der
Muskelmasse und altersbedingte Erndhrungsbedirfnisse zu unterstitzen. Es
enthalt vorwiegend eine mit Leucin (3 g pro Portion) angereicherte Mischung
essentieller Aminoséauren, die vom Kdrper selbst nicht gebildet werden kénnen
und somit Uber die Nahrung zugefiihrt werden muissen. Die Uber FortiFit
aufgenommen Mengen konnen in dieser Quantitat Uber eine normale
Ernahrungsform nicht aufgenommen werden und sind durch FortiFit schneller
und besser im Blut verfugbar. Zusatzlich enthélt es 800 internationale Einheiten
Vitamin D, welches unter anderem zum Aufbau von Muskelmasse und -kraft
dient (Nutricia FortiFit, 2016 [2, 3, 4]).

FortiFit wurde nur unter medizinischer Beobachtung eingenommen. Die
Zubereitung erfolgte durch Verrihren bzw. Mixen von 125 ml Wasser und 6
Messloffel des Nutricia FortiFit Pulvers (siehe Abbildung 15). Dieses Getrank
wurde den Probanden der Erndahrungsinterventionsgruppe taglich zum
Frihstlick sowie an den Trainingstagen abends verabreicht.

In Tabelle 3 sind alle Inhaltsstoffe von Nutricia FortiFit angefuhrt:
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Tabelle 3: Inhaltssstoffe von Nutricia FortiFit (Nutricia FotiFit 2016 [2, 3, 4])

Inhaltsstoffe 100 ml 150 ml
Physiologischer 100 kcal 150 kcal
Brennwert
Broteinheit 0,5 BE 0,8 BE
Eiweil3 13,8 ¢ 20,7 ¢
Kohlenhydrate 6,29 9,49
davon:

Zucker 2,89 4,2 g
*Glukose 0,59 0,8¢g
*Lactose 0,39 0,59
*Saccharose 1649 2,49
*Maltose 0,49 0,6 g
Polysaccharide 3449 51¢g
Fett 249 349
davon:

*gesattigte FS 0,59 0,89
*einfach unges. FS 119 1,79
*mehrfach unges. FS 0,49 0,69
Ballaststoffe 0,8¢g 129
Losliche Ballaststoffe 0,89 129
Unldsliche - -
Ballaststoffe

Mineralstoffe

Natrium 100 mg 150 mg
Kalium 186 mg 279 mg
Chlorid 46 mg 70 mg
Calcium 333 mg 500 mg
Phosphor 167 mg 250 mg
Magnesium 25 mg 37 mg
Spurenelemente

Eisen 1,6 mg 2,4 mg
Zink 1,5mg 2,2 mg
Kupfer 180 ug 270 ug
Jod 13 ug 20 ug
Chrom 4,9 ug 7,4 ug
Fluorid 0,1 mg 0,15 mg
Mangan 0,33 mg 0,50 mg
Molybdan 9,6 ug 14 ug
Selen 10 ug 15 ug
Vitamine

Vitamin A (RE) 100 pg 150 ug
Vitamin D3 13 ug 20 ug
Vitamin E (alpha-TE) 5mg 7,5mg
Vitamin K 7,6 ug 11 ug
Vitamin C 21 mg 31,5 mg
Thiamin 0,15 mg 0,23 mg
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Riboflavin 0,17 mg 0,25 mg
Niacin (NE) 1,8 mg 2,7 mg
Vitamin B6 0,5 mg 750 mg
Folsaure 133 ug 200 ug
Panthotensaure 0,53 mg 0,8 mg
Vitamin B12 2 ug 3 ug
Biotin 4 ug 6 ug
Aminoséauren 7,059 10,6 g
Davon:

L-Arginin 247 mg 370,5mg
L-Leucin 1,87 g 2,85¢
Andere Stoffe

Cholin 37 mg 55,5 mg
Inositol 5,3 mg 8,0 mg
Karotinoide 0,2 mg 0,3 mg

Nahrstoffrelation

Eiweild

Fett
Kohlenhydrate
Ballaststoffe

55 Energieprozent
18 Energieprozent
25 Energieprozent
2 Energieprozent

55 Energieprozent
18 Energieprozent
25 Energieprozent
2 Energieprozent

Das Produkt wurde von der Firma Nutricia ein halbes Jahr zur Verfigung
gestellt und nach Beendigung der Studie wieder abgesetzt.

3.5 Kognitive Kontrollgruppe

Die Probanden dieser Gruppe galten als Kontrollgruppe und mussten kognitive
Tests durchfihren. Analog zu den anderen beiden Gruppen wurde auch diese
Gruppe betreut. Zu den Hauptaufgaben dieser Studienteilnehmer zahlte die
Absolvierung diverser Spiele und kognitiver Aufgaben, hauptsachlich
Gedachtnistraining und Training der Fingerfertigkeit, um sowohl Merkfahigkeit
als auch die kognitive Leistungsfahigkeit entsprechend zu trainieren. In dieser
Gruppe wurden weder  korperliche  Aufgaben  absolviert, noch

Erndhrungssupplemente eingenommen.
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3.6 High performance liquid chromatography (HPLC)

Die in dem Zeitraum der Studie gesammelten Blutproben wurden schon in
vorhergehenden  Arbeiten  entsprechend aufgearbeitet und anhand
verschiedenster molekularbiologischer  Verfahren auf unterschiedliche

Parameter, unter anderem auch Bilirubin, untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Serumproben der Active Ageing Studie,
die bis Juni 2016 nicht analysiert worden sind, zusammengesammelt und in
weiterer Folge mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC) auf
ihre UCB-Konzentration analysiert. Dabei handelte es sich vorwiegend um
Blutproben der Zeitpunkte 3 bis 5 (6 - 18 Monate).

Bei der HPLC handelt es sich um eine Umkehrphasen HPLC (Reversed Phase;
RP). Hierbei kommt es zur Verwendung einer unpolaren, stationaren Phase und

einer polaren, mobilen Phase.

3.6.1 Technische Details der HPLC

Die fur die HPLC notwendigen Gerate sowie Chemikalien sind in den
nachfolgenden Tabellen aufgelistet:

Tabelle 4: Technische Details der HPLC

High-performance liquid chromatograpy

Pumpe LaChrom Elite Hitachi L-2130
Probennehmer LaChrom Elite, Hitachi L-2200, Auto-Sampler 5°C,
Injektion Volumen: 2x 20 uL

Ofen LaChrom Elite, Hitachi L-2300 S&aulenofen, Temperatur
35°C

Detektor SPD-M20A, Shimadzu, Photodiodenzeile

Wellenlange 450 nm. Zelltemperatur: 35°C

Saule Fortis F18-050703 HPLC Séaule, 4,6 x 150 mm, 3um

Durchflussrate 1,0 ml/min

Druck 140-160 bar

Software EZ Chrome, Hitachi
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3.6.2 Chemikalien fur die HPLC

In den unten angefuhrten Tabellen sind alle fur die HPLC bendétigten
Chemikalien und weiteren Gebrauchsgegenstande angefihrt:

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller Werknummer
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich D 4540-1 L
Eisessig (Essigsaure, AcOH) Sigma Aldrich 320099-2,5 L
HPLC Grade Methanol (99,9% Merck 106007-2,5 L
Reinheit)

HPLC Grade Water Roth A511.2-2,5L
Bilirubin (alpha) (2 98%; Pulver) Sigma Aldrich B 4126-1 G
N-dioctylamin (97%) Sigma Aldrich D 20 1146-100 G

Tabelle 6: Gerate fir Proben- und Standardaufbereitung

Name Hersteller

Zentrifuge Eppendorf 5417 R
Reaktionsgefalle, 1,6 mL, amber Biozym Biotech Trading GmbH
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 100

3.6.3 Herstellung des Laufmittels / mobile Phase

Fur die mobile Phase wird zu Beginn 72 ml HPLC Grade Water in einem

Messzylinder abgemessen und, mit Paraffin verschlossen, zur Seite gestellt.

Danach werden 300 ml HPLC Grade Methanol in einen Erlenmeyerkolben
Uberfihrt und mit 48,4 g N-Dioctylamin versetzt. Anschlielend wird der
Erlenmeyerkolben mit Paraffin verschlossen und 5 Minuten in einer Eisbox

gekuhlt, da es sich hierbei um eine exotherme Reaktion handelt.

Weiterfuhrend wird der Lésung 12,02 g Eisessig (Essigsaure; AcOH) zugefligt,
bevor man den Erlenmeyerkolben bis zur 900 ml Marke mit HPLC Grade
Methanol auffallt. In weiterer Folge wird die hergestellte Lésung in einen 1000
ml Messzylinder tberfuhrt und bis zur 930 ml Marke mit HPLC Grade Methanol
aufgefullt. AbschlieBend wird der Lésung noch das zu Beginn vorbereitete
HPLC Grade Water beigefligt.
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Die hergestellte Losung sowie ein Liter des reinen HPLC Grade Methanol wird
anschlieBend filtriert, um mogliche Verunreinigungen aus der Lésung zu
entfernen und folglich in einem entsprechenden Vorratsgefal3 kombiniert. Die
hergestellte mobile Phase setzt sich aus 3,5% HPLC Grade Water in 96,5%
HPLC Grade Methanol zusammen. In Abbildung 16 ist die schematische

Darstellung der Herstellung der mobilen Phase abgebilet:
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Herstellung der mobilen Phase
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3.6.4 Herstellung des Standards

Bilirubin ist empfindlich gegentber Licht, Sauerstoff und Hitze. Um eine 10
milimolare Stocklésung herzustellen, werden 3 -5 mg des Bilirubinpulvers
(Bilirubin alpha) eingewogen. Um es anschlieBend zu losen wird eine
entsprechende Menge an DMSO bendtigt
(http://graphpad.com/quickcalcs/molarityform.cfm, [5]).

Das gewunschte Volumen wird in ein Mikrorohrchen pipettiert und fir 5 Minuten
im Wasserbad (70°C) temperiert. Das Rohrchen wird anschlie3end in ein
Ultraschallbad (1 Minute) Uberfihrt, gevortext und fur 30 Sekunden zentrifugiert
(14.000 rpm bei 4 °C), solange bis das Bilirubin Pulver vollstandig in Lésung
gegangen ist. Zuletzt wird die hergestellte Lésung zu je 2,5 pL in zuvor
beschriftete Mikroréhrchen aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

Es werden funf verschiedene UCB-Konzentrationen (50, 25, 12,5, 1,25,
0,75 umol/L), entsprechend der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 7), hergestellt.

Tabelle 7: Pipettierschema fur die Herstellung der Standardverdiinnungsreihe

Standardverdinnung Ausgangslosungen Volumen Konzentration
DMSO (pl) (nmol/L)

SO 100 pL Bilirubin - 10000

S1 2,5 uL SO 497,5 50

S2 250 L S1 250 25

S3 250 uL S2 250 12,5

S4 60 uL S3 440 1,25

S5 250 uL S4 250 0,75

Die entsprechende Berechnung fur die Herstellung der Standardreihe wird

mittels der nachfolgenden Formel berechnet:

ClxV1=C2%V2
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http://graphpad.com/quickcalcs/molarityform.cfm

SO stellt in diesem Falle die Ausgangs- bzw. Stocklosung dar. Um aus der
Stocklésung (10000 pmol/L) eine Verdinnung mit der Konzentration von
50 umol/L bei einem erwinschten Volumen von 500 pL zu erhalten, ist

folgender Rechenschritt notwendig:

50 ymol/L * 500 yL = 10000 ymol/L * V2
V2 = (50 ymol/L * 500 L) / (10000 pmol/L)
V2=2,5uL

Um die gewunschte Losung zu erstellen wird in weitere Folge 2,5 pL der
Ausgangslésung und 497,5 pL des entsprechenden Losungsmittel (DMSO)
bendtigt. Analog dazu qilt fur die weiteren Schritte der oben angeflhrte

Rechengang.

2,5 pL 250 uL 250 pL 60 pL 250 pL

AARXAX

DMSO: 4975 uL 250 uL 250 pL 440 pL 250 uL

40 pL 40 pL 40 pL 40 pL 40 pL

BRAAALN

160 pL 160 pL 160 pL 160 pL 160 pL

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Pippetiervorganges
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Nachdem der Bilirubin Standard vollstandig aufgetaut ist werden die
verschiedenen Ldsungen nach dem Pipettierschema aus Abbildung 17
hergestellt. Zwischen jedem Transferschritt wird die entsprechende L&sung
einige Sekunden gevortext, um die Bilirubin Lésung ideal mit dem

Losungsmittel zu mischen.

Nach Fertigstellung der gewtinschten Standards werden 120 pyL derselben von
den Mikroréhrchen in HPLC Glaser (Vials) Uberfuhrt und diese in die HPLC

Maschine eingebracht.

3.6.5 Herstellung der Proben / Probenaufarbeitung

80 uL der Proben (bei -80°C eingefroren) werden zu 320 puL der mobilen Phase
hinzugeflgt. Das LoOsungsverhaltnis Laufmittel zu den zu analysierenden
Proben sollte bei 4:1 liegen. Um konstante Resultate zu gewahrleisten werden
in weitere Folge Qualitatskontrollen aus Humanserum erstellt (QC). Diese
werden nach exakt demselben Prinzip aufgearbeitet wie die Proben (80 uL der
QC’s wurden zu 320 pL der mobilen Phase hinzugefligt; siehe Abbildung 18).

Die resultierende, milchig-tribe Losung wird fir 30 Sekunden gevortext.
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Abbildung 18: Pipettierschema fur die Aufbereitung der Proben

Nach identischer Aufbereitung aller zu analysierenden Proben und
Qualitatskontrollen werden diese in der Zentrifuge (bei 14.000 rpm; 4°C; 10
Minuten) zentrifugiert, um die darin befindlichen Proteine von der restlichen
Lésung abzutrennen. Man erhélt eine 2-Phasen-Ldsung, bestehend aus einem
weiRen Niederschlag und einem farblosen Uberstand. Von dem besagten
Uberstand werden 120 uL in zuvor vorbereitete HPLC Glaser (Vials) transferiert
und im letzten Schritt wird ihre Konzentration mittels HPLC ermittelt (siehe
Kapitel 3.7 und 3.8).

3.7 Konfiguration des HPLC Geréts

Bevor die aufbereiteten Proben weiter an der HPLC untersucht werden, wird die
gesamte HPLC sowie die zugehorige Software auf ihre Funktionsfahigkeit

Uberpruft und konfiguriert.

49



Zu Beginn wird das Laufmittel fir etwa funf Minuten mit Helium begast und
weitere funf Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Anschlieend werden
sowohl die Haupt- als auch die Vorsaule optisch auf Mangel untersucht und die

Konfigurationen der HPLC Uberpriift:

e Durchflussrate: 1 mL/min

e Druck: 140 - 160 bar
e Temperatur (Autosampler): 5°C

e Temerpatur (Saule): 35°C

¢ Injektionsvolumen: 20 uL

Nachdem alles ordnungsgemald Uberpruft und kontrolliert wurde, wird ein
Vorlauf (preview run) fur etwa 20 bis 30 Minuten gestartet. Nachdem sich die
Grundlinie (baseline) stabilisiert hat, wird die Sequenz gestartet (siehe

Abbildung 19)

A Mobile Ph asas
o A B Autosampler -
B: Methanaol
| |
Pumpe > Injektor

Varsaule

Reversed-PhaseHPLC

(Umkehrphasen HPLC)
Saule
stationdre
Phase (Apaolar,
ci
: .
: fl
Abfall Detektor —= | H
: 1
1 I\
Photodiodenarray-Detektor “ T - -
PDA .

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Funktionsweise einer HPLC
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3.8 Interpretation der Bilirubin Peaks

Die Konzentrationen der aufbereiteten Proben werden mittels Bilirubin Peaks
analysiert (Abbildung 20). Dieser setzt sich aus der Retentionszeit sowie der
Signalintensitat zusammen. Die entsprechenden Chromatogramme werden
integriert, nacheinander ausgewertet und die ermittelten AUC's (area’s under

the curve) tabellarisch zusammengefasst.

Standardgerade von Bilirubin

50

700000

» y = 13334x- 1766,1
600000 R?=1
500000
400000

300000

200000

Area under the curve (AUC)
N

100000

0 10 20 30 40 50 60
Konzentration (pmol/1)

Abbildung 20: UCB-Peak einer Qualitatskontrolle sowie die dazugehdrige Standardgerade

Die Chromatogramme der Standards setzen sich aus 3 Peaks (einem gréf3eren
und zwei kleineren) zusammen. Sie werden in der Literatur als die 3 Isomere
llla, IXa und Xllla interpretiert. Im menschlichen Serum ist jedoch nur ein Peak,
der IXa Isomer, nachweisbar, wie in Abbildung 20 gezeigt wird (Zelenka et al.,

2008). Dieser erscheint bei einer Retentionszeit (rt) von ca. 8 bis 9 Minuten.

Dieser Peak wird anschlieRend mittels Software analysiert und die
entsprechende AUC sowie die rt in tabellarischer Form in Microsoft Excel

Ubertragen.

Die UCB-Konzentrationen aller vorhandenen Proben wurden mithilfe der
Software EZ Chrome von Hitachi und Microsoft Excel bestimmt. Mithilfe der

Standardgeraden (y = kx + d) wurden sowohl Standardgleichung als auch der
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Regressionskoeffizient ermittelt. In weiterer Folge wurden alle gesammelten

AUC’s in die Gleichung eingetragen und die Konzentration berechnet:

AUC IXaBilirubin — Achsenabschnitt
Steigung

Konzentration (umol/L) =

Da die Proben bereits seit einigen Jahren in den Gefrierschranken der
Universitdt Wien verweilen, wurde ein Faktor berechnet, um den UCB-Abbau
rechnerisch auszugleichen. Dafir wurden die damals ermittelten Werte sowie
die aktuellen Werte herangezogen, um eine Abbaurate zu quantifizieren. Die
ermittelten UCB-Konzentrationen wurden schlielich mit dem Faktor 1,22
multipliziert und die resultierenden Werte wurden zur weiteren statistischen

Analyse herangezogen.

3.9 Reproduzierbarkeit

Um in weiterer Folge die Prazision bzw. die Reproduzierbarkeit zu
veranschaulichen, geben  Forscherinnen der  Gesellschafts- und
Verhaltenswissenschaften zwei Mal3e des Variationskoeffizienten (VK) in ihren
Publikationen an: den VK innerhalb (Intra) und zwischen (Inter) den einzelnen
Analyseergebnissen. Der VK ist eine dimensionslose Zahl, definiert als die
Standardabweichung einiger Messungen einer Probenreihe geteilt durch den

Mittelwert derselben Probenreihe.

Die VK innerhalb und zwischen den einzelnen Analyseergebnissen betrugen
0,94% und 3,70%. Die Dauer der Analytik betrug 3 Wochen.
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3.10 Statistische Analyse

Alle ermittelten Werte wurden mit Hilfe des Statistik Programms SPSS
analysiert und ausgewertet. Vor der Durchfihrung aller statistischen Tests
wurden die Werte mittels Kolmogorow-Smirnov auf ihre Verteilung getestet.
Sofern nicht anders angegeben, wurde fur nicht normalverteilte Werte wird in
Hinblick auf die deskriptive Statistik der Median, bei normalverteilten Werten

wird der Mittelwert sowie die Standardabweichung angegeben,

Sofern keine Normalverteilung gegeben war, wurde der Mann-Whitney-U-,
Kruskal Wallis-, Wilcoxon- sowie der Friedman-Test durchgefiihrt, bei
Normalverteilung der t-Test. FiUr alle ermittelten Ergebnisse wurde ein
Signifikanzniveau von p<0,05 gewahlt. Signifikantzwerte die unter diesem
Niveau ausfallen werden mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Ausreil3er wurden
in die Kalkulationen miteinbezogen, da es sich gerade bei diesen Werten um
physiologisch wertvolle Konzentrationen handelt, die protektive Eigenschaften

aufweisen sollen.
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4) Ergebnisse und Diskussion

Die zur statistischen Auswertung herangezogenen Werte wurden zum Teil aus
vorausgegangenen Arbeiten und Analysen herangezogen. Fiur diese Arbeit
wurden insgesamt 189 Serumproben von verschiedenen Zeitpunkten

hinsichtlich ihrer UCB-Konzentration mittels HPLC analysiert.

Zum Studienstart standen exakt 100 Testpersonen zur Verfigung. Diese teilten
sich weiterfuhrend in 87 weibliche und 13 mannliche Teilnehmer auf. Die
Geschlechteraufteilung zeigt eindeutig den zunehmende Frauenanteil mit
fortschreitendem Alter, der zu Beginn dieser Arbeit schon erwahnt wurde
(Perrig-Chiello, 2007, Knight und Nigam, 2008).

Das Durchschnittsalter lag bei 83 £ 6 Jahren, wobei die jingste Teilnehmerin 65
und der alteste Teilnehmer 98 Jahre alt war. Diese Altersverteilung zeigt eine
sehr breite Streuung und wird in der weiteren Auswertung naher behandelt. In
Tabelle 8 sind die deskriptiven Kennwerte des ersten Studienzeitpunktes

zusammengefasst.

Tabelle 8: UCB-Konzentrationen geteilt nach Geschlechter zu Beginn der STudie (ZP 1)

Anzahl UCB ucCB IQR 25. 75.
(n) Median Min-Max Perzentile Perzentile
(umol/L) (umol/L)

Gesamt 100 5,68 2,77—- 3,29 4,59 7,88
24,56

Mannlich 13 7,13 397- 592 5,54 11,46
24,56

Weiblich 87 5,52 2,77— 2,99 4,56 7,55
22,01
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Abbildung 21: UCB-Konzentration nach Geschlechter zu ZP 1

In Abbildung 21 sind die UCB-Konzentrationen der Gesamtstudienpopulation
getrennt nach Geschlechter angegeben. Es ist trotz ungleicher
Geschlechterzahlen erkennbar, dass Manner eine héhere Bilirubinkonzentration
als Frauen aufweisen (Manner: 7,13 ymol/L vs Frauen: 5,52 uymol/L). Die
Konzentrationen zwischen den Geschlechtern unterscheiden sich in der
vorliegenden Studienpopulation zum ersten Zeitpunkt signifikant voneinander
(p=0,03).

Der Aspekt der unterschiedlichen UCB-Konzentrationen zwischen Mannern und
Frauen wurde schon bei Vitek und Schwertner erwahnt. Obwohl Uber die
genauen Mechanismen dahinter Uneinigkeit besteht, vermuten die Autoren
dabei eine mogliche Ostrogeninduktion der UDP-Glukuronosyltransferase bei
Frauen, die sich in einer erniedrigten UCB-Konzentration aufert (Vitek und
Schwertner, 2007).

Aufgrund der geringen Anzahl an ménnlichen Teilnehmern wird in allen
weiteren statistischen Auswertungen geschlechtsspezifische Unterschiede nicht
behandelt.

55



ZEITPUNKT 1 - BASELINE, N=100
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Abbildung 22: Gruppeneinteilung zu ZP 1
In Abbildung 22 sieht man die Gruppenzusammensetzungen zum ersten
Studienzeitpunkt. Die UCB-Konzentrationen setzen sich zu Beginn der Studie in

den Trainings-, Erndhrungs- sowie Kontrollgruppe wie in der nachfolgenden

Tabelle 9 angegeben zusammen:

Tabelle 9: Deskriptive Tabelle nach Gruppeneinteilung zu ZP 1

Gruppe  Anzahl uCB uCB IQR 25. 75.
(n) Median Min-Max Perzentile Perzentile
(umol/L)  (umol/L)
Training 35 6,53 3,71 — 5,11 4,96 10,07
24,56
Ernahrung 32 5,38 3,11 — 2,79 4,44 7,23
18,14
Kontrolle 33 5,72 2,77 - 3,36 4,14 7,50
10,20

In der Abbildung 23, die die unterschiedlichen Gruppen und deren Serum
UCB-Konzentrationen veranschaulicht, ist zu beobachten, dass zum ersten
Studienzeitpunkt 5 Personen eine erhdhte (> 17,1 ymol/L) UCB-Konzentration
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aufweisen. Die Gruppen unterscheiden sich jedoch nicht hinsichtlich der

UCB-Konzentrationen.
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Abbildung 23: UCB-Konzentrationen nach Gruppeneinteilung zu ZP 1 (Geschlechterunabhangig)

Im Laufe der Studie wurden zu finf definierten Zeitpunkten Blutproben von den
Studienteilnehmer abgenommen und auf verschiedenste Parameter analysiert.
In der folgenden Tabelle sind die deskriptiven Kennwerte fir die einzelnen

Zeitpunkte der UCB-Konzentrationen angefihrt.

Tabelle 10: Deskriptive Tabelle der UCB-Konzentrationen von ZP 1 bis 5

ZP Anzahl UCB UCB IQR 25. 75.
(n) Median Min-Max Perzentile Perzentile
(mmol/L) (mmol/L)
1 100 5,68 2,77-24,56 3,29 4,59 7,88
2 86 5,99 2,20-26,80 3,18 4,81 7,99
3 81 6,71 1,95-30,15 4,05 5,00 9,05
4 65 6,29 3,05-18,60 3,00 517 8,17
5 54 7,14 3,25-20,35 3,41 5,00 8,41
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Betrachtet man Tabelle 10 genauer, so erkennt man, dass vom ersten bis zum
letzten Studienzeitpunkt 46 Personen aus der Studie ausgeschieden sind und
somit auch die einzelnen Interventionsgruppen zunehmend kleiner werden. Auf
der anderen Seite ist ein leichter Trend bezuglich des Verlaufs der
UCB-Konzentration erkennbar: Uber den gesamten Studienzeitraum hinweg
steigt die UCB-Konzentration in der Gesamtstudienpopulation leicht an. Der
Verlauf der UCB-Konzentrationen udber alle finf Zeitpunkte wird in der
Abbildung 24 verdeutlicht.
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Abbildung 24: Darstellung der UCB-Konzentrationen uber alle 5 Zeitpunkte (Geschlechts- und
Interventionsunabhéngig)

WeiterfiUhrend wurde ermittelt, dass es keinen signifikanten Unterschied
zwischen dem ersten und allen anderen Zeitpunkten hinsichtlich der UCB-

Konzentrationen innererhalb der gesamten Studienpopulation gab (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Signifikanzwerte fir UCB-Konzentrationen

ZP Anzahl (n) UCB-Median 25. Perzentile 75. Perzentile p-Wert

(mmol/L) (ZP1-ZPx)
1 100 5,68 4,59 7,88
2 86 5,99 4,81 7,99 0,493
3 81 6,71 5,00 9,05 0,167
4 65 6,29 517 8,17 0,758
5 54 7,14 5,00 8,41 0,753

ZPx steht fur den entsprechenden Zeitpunkt

Es wurde im weiteren Verlauf der statistischen Auswertung der beiden Tests
kein signifikanter Unterschied bezuglich der UCB-Konzentrationen im Serum
der gesamten Studienpopulation im Hinblick auf die Zeitpunkte 3, 4 und 5
verglichen mit der Konzentration zum Ausgangszeitpunkt beobachtet. Das
konnte allerdings daran liegen, dass im Laufe der Studienzeit 46 Personen aus

verschiedenen Grinden ihre Teilnahme beendeten.

Es wurden auch die anderen Zeitpunkte miteinander verglichen und
ausgewertet, allerdings ergaben diese Tests keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der UCB-Konzentration.

In weiterer Folge wurden alle Teilnehmer beziglich ihrer Gruppenzugehdrigkeit
analysiert und auf weitere mdgliche Unterschiede getestet. Tabelle 12 zeigt die
Resultate der UCB-Konzentrationen zwischen den Gruppen zu jedem Zeitpunkt
der Studie.
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Tabelle 12: Unterschiede der UCB-Konzentrationen zwischen den Gruppen zu den jeweiligen ZP

P Teilnehmer  Gruppe  UCB-Median IQR  Anzahl p-Wert

(n) (umoliL) (n)

1 100 Training 6,53 5,11 35 *0,044
Ernahrung 5,38 2,79 32
Kontrolle 5,72 3,36 33

2 86 Training 6,79 3,16 31 0,113
Ernahrung 5,26 3,09 26
Kontrolle 6,13 3,39 29

3 81 Training 7,26 5,47 31 0,369
Ernahrung 6,17 466 24
Kontrolle 6,96 3,23 26

4 65 Training 6,03 4,06 23 0,961
Ernahrung 6,46 3,15 21
Kontrolle 6,50 2,65 21

5 54 Training 7,28 2,68 23 0,530
Ernahrung 5,88 4,48 18
Kontrolle 7,38 3,82 13

*p < 0,05

Tabelle 12 stellt eine deskriptive Ubersicht der fiinf gegebenen Zeitpunkte und
der Gruppenzuteilung zu jedem Zeitpunkt dar. Auffallend scheint, dass bis auf
den ersten Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen
Gruppen gegeben ist. Das wirde in weiterer Folge bedeuten, dass weder die
Trainings-, noch die Erndhrungsintervention einen signifikanten Einfluss auf die

UCB-Konzentration hatte.

Jedoch muss als limitierender Faktor wieder die sinkende Teilnehmerzahl
erwahnt werden. Die einzelnen Interventionsgruppen wurden auch separat
analysiert, jedoch kam es in keiner der Gruppen zu signifikanten
Veranderungen beziiglich der UCB-Konzentration Uber alle funf definierten

Zeitpunkte hinweg.
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Im Endeffekt ergab die Lebensstilintervention keine Veranderung der
UCB-Werte im gesamten Studienkollektiv. Auch in der Literatur wurden keine
Erfahrungsberichte gefunden, in denen es durch eine Trainings- bzw.
Ernahrungsintervention zu einer Veranderung der UCB-Werte kam. Die eben

erwahnten Ergebnisse sind in Tabelle 13 angefuhrt.

Tabelle 13: Unterschiede der UCB-Konzentrationen innerhalb der Gruppen

Gruppe ZP Anzahl uCB IQR p-Wert
(n) Median
1-2 1-3 1-4 1-5
(mmol/L)
Training 1 35 6,53 5,11
2 31 6,79 3,16 0,721
3 31 7,26 5,47 0,905
4 23 6,03 4,06 0,122
5 23 7,28 2,68 0,615
Erndhrung 1 32 5,38 2,79
2 26 5,26 3,09 0,620
3 24 6,17 4,66 0,391
4 21 6,46 3,15 0,099
5 18 5,88 4,48 0,327
Kontrolle 1 33 572 3,36
2 29 6,13 3,39 0,305
3 26 6,96 3,23 0,151
4 21 6,50 2,65 0,794
5 13 7,38 3,82 0,701

Um eine genauere Ansicht des Verlaufs der UCB-Konzentration innerhalb der
einzelnen Gruppen geben zu kénnen wurden die Gruppen separat analysiert.
Im Zuge dieser Auswertung kam man zu dem Schluss, dass in keiner der
Interventionsgruppen  ein  signifikanter  Unterschied hinsichtlich  der

UCB-Konzentration zwischen den Zeitpunkten beobachtet werden konnte.

Betrachtet man die oben angefihrten Ergebnisse, kommt man einmal mehr zu
dem Schluss, dass die Anzahl der Studienpopulation im Laufe der Studie

abnimmt. Aufgrund dessen ist es schwierig, einen signifikanten Effekt
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beobachten zu kdnnen. Selbst nach der Intervention zum dritten Zeitpunkt ist
kein Effekt der Intervention hinsichtlich der UCB-Konzentration erkennbar.

Aufgrund der geringer werdenden Studienteilnehmerzahl und dem
entsprechenden Studienverlauf wurde fur die weitere Auswertung eine neue
Gruppe gebildet, die die Gruppe , Training“ und ,Training und Erndhrung“ nach
dem dritten Studienzeitpunkt zu einer Gruppe ,Training-neu“ zusammenfasst.
Der Grund daflr ist, dass sich nach dem dritten Zeitpunkt die
Interventionsablaufe &nderten und die Ernd&hrungsinterventionen beendet
wurde. Dartberhinaus fanden die Trainingsinterventionen zwischen Zeitpunkt 3
und 4 einmal betreut und einmal selbststandig statt. Zwischen Zeitpunkt 4 und 5
wurde nur mehr 2x pro Woche selbststandig trainiert. Insofern versuchte man
auf diesem Wege, mdgliche Veranderungen zu erkennen und darzustellen. Die
Ergebnisse hinsichtlich der Bilirubinkonzentration zwischen den Zeitpunkten
waren jedoch nicht signifikant und werden aus diesem Grund auch nicht

angefuhrt.

Um die UCB-Konzentrationsbereiche der Probanden besser zu
veranschaulichen, wurden in weiterer Folge zwei UCB-Kategorien gebildet.

Die erste Kategorie gliederte die Personen danach ein, ob ihre UCB-Werte
gréRRer oder gleich bzw. unter 10 ymol/L lagen. Diese Menge an UCB entspricht
der durchschnittlichen Konzentration im Blut (Wang et al., 2006; Bulmer et al.,
2013; Wagner et al., 2015). Die zweite Kategorie spaltete die Studienpopulation
in eine Gruppe mit erhéhten (=17 pmol/L) und normalen (<17 pmol/L)
UCB-Konzentrationen auf, da 17 umol/L als Grenzwert fur Gilbert's Syndrome

gilt. Die Ergebnisse dazu werden in Tabelle 14 aufgelistet.

62



Tabelle 14: Unterschiede UCB-Konzentrationen innerhalb UCB-Kategorien

ZP UCB-Kategorie Anzahl  UCB-Median IQR p-Wert

(umol/L) (n) (umol/L)

1 <10 87 5,33 2,47 **0,000
=10 13 11,08 9,30
<17 95 5,62 2,97 **0,000
=17 5 19,66 4,56

2 <10 74 5,70 2,34 **0,000
=10 12 11,74 4,50
<17 84 5,93 3,02 **0,001
=17 2 25,88 -

3 <10 68 6,15 3,20 **0,000
=10 13 11,90 9,61
<17 76 6,37 3,75 **0,000
=17 5 21,32 7,99

4 <10 55 6,03 2,33 **0,000
=10 10 11,33 4,63
<17 64 6,24 2,95 *0,031
=17 1 18,6 0

5 <10 46 6,43 2,82 **0,000
=10 8 12,61 1,98
<17 53 7,05 3,42 *0,037
=17 1 20,35 0

*p<0,05
**p <0,02

Die hier angefuhrten Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass sich die
Konzentrationen zwischen den unterschiedlichen Konzentrationsgruppen
signifikant voneinander unterscheiden. Das ist einerseits der Tatsache
gewidmet, dass die Anzahl der Personen mit einer Konzentration unter 10 bzw.
17 pmol/L wesentlich haufiger im Studienkollektiv vorkommen, als Personen mit
einem erhdhten UCB-Spiegel. Zum Studienbeginn lag der Anteil der Personen
mit einem UCB-Wert Uber 17 umol/L bei 5%, das entspricht ungefahr dem
Anteil der Personen mit GS in der Gesamtbevdlkerung (Bulmer et al., 2008a;
Wagner et al., 2015).

Zum ersten Studienzeitpunkt wiesen 5 Personen eine UCB-Konzentration tber
17 umol/L auf. Dieses Kollektiv ware flr weitere statistische Auswertungen
durchaus interessant gewesen, allerdings ist diese sehr geringe Probandenzahl

leider nicht reprasentativ und wurde in den weiteren Analysen nicht naher
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herangezogen. Andererseits gibt diese Tabelle den interessanten Aufschluss,
wie die sich die Konzentrationen innerhalb der Kategorien tber die Zeitpunkte

hinweg voneinander unterscheiden.

In der fortlaufenden Auswertung wurden nun weitere physiologische Parameter
und Biomarker der Studienpopulation herangezogen, um mdgliche
Zusammenhange und Effekte der Interventionen auf die UCB-Konzentration
beschreiben zu kénnen. Diesbezlglich wurden folgende 8 Parameter aus
vorausgegangenen Arbeiten fur weitere statistische Ermittlungen gewahlt:

o Alter

e Body Mass Index (kg/m?)

e Low-Densitiy-Lipoprotein Cholesterin (LDL-C; mg/dL)

e Oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (OXLDL; ng/mL bzw. mg/dL)
e 8-oxo-Guanin (8oxoGua; nmol/mmol Kreatinin)

e 8-0x0-2-Desoxyguanosin (8oxodGua; nmol/mmol Kreatinin)

e Superoxiddismutase (SOD; IU/g Hb)

o Katalase (KAT; IU/g Hb)

Die entsprechenden Aufgaben bzw. Funktionen der oben angefihrten

Parameter werden im Laufe der Diskussion naher erortert.

Die hier beschriebenen Parameter wurden gesammelt, auf ihre
Normalverteilung gepruft und Uber alle finf Zeitpunkte analysiert. Die Resultate

sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Tabelle 15: Zusammenfassung aller Parameter lber alle Zeitpunkte
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In Abbildung 25 sind die einzelnen Parameter Uber den Inventionszeitraum
(ZP1 - ZP3) betrachtet schematisch dargestelit.

Verlauf der Parameter tGber den
Interventionszeitraum (ZP1 - ZP3)
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Abbildung 25: Verlauf der Parameter tibe den Interventionszeitraum (ZP1 - ZP3) hinweg
(Mittelwerte)

Die Parameter SOD und KAT sind hier nicht angefiihrt und werden in Kapitel
4.5 behandelt.

41 Alter

Im Zuge der statistischen Auswertung wurden zwei Alterskategorien gebildet,
um einen madglichen Einfluss oder Unterschied der UCB-Konzentration
hinsichtlich des Alters testen zu kdnnen. Die erste Alterskategorie wurde in zwei
Gruppen geteilt und spaltete die Studienpopulation in Uber und unter
85-Jahrige.
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Bei der Analyse dieser Alterskategorie gab es zu keinem der definierten
Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied bezuglich der UCB-Konzentration

zischen den Uber und unter 85 Jahrigen, wie aus Tabelle 16 ersichtlich ist.

Tabelle 16: UCB-Konzentrationen innerhalb Alterskategorie 1

P Alterskategorie  Anzahl UCB-Median IQR p-Wert
1 (n) (umol/L)
(Jahre)

1 <85 61 5,40 2,88 0,210
> 85 39 6,11 3,89

2 <85 53 5,94 3,63 0,870
> 85 33 6,04 2,99

3 <85 50 6,63 3,65 0,977
> 85 31 7,20 4,42

4 <85 39 6,29 2,85 0,979
> 85 26 6,37 3,36

5 <85 36 6,85 3,41 0,714
> 85 18 7,60 3,48

Bezugnehmend auf diese Alterskategorie kam es im Laufe der Intervention bei
den unter 85-Jahrigen bzw. bei den uber 85-Jahrigen zu keiner wesentlichen
Veranderung der UCB-Konzentration hinsichtlich der Zeitpunkte, wobei wieder

eine leichte Steigerung zu erkennen ist.

Die zweite Altersgruppe wurde in 3 Gruppen eingeteilt: unter 76 bzw.
76-Jahrige, 77 bis 85-Jahrige und Personen die 86 Jahre alt oder alter waren.
Allerdings gab es, wie Tabelle 17 zeigt, auch innerhalb dieser Gruppen keinen

signifikanten Unterschied zwischen den UCB-Konzentrationen:
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Tabelle 17: UCB-Konzentrationen innerhalb Alterskategorie 2

ZP Alterskategorie 2  Anzahl UCB-Median IQR p-Wert

(Jahre) (n) (umol/L)
1 <76 13 5,18 0,99 0,179
77-85 48 591 3,13
> 86 39 6,10 3,89
2 <76 11 5,64 2,50 0,320
77-85 42 6,36 3,91
> 86 33 6,04 2,99
3 <76 11 5,51 3,54 0,351
77-85 39 7,13 3,55
> 86 31 7,20 4,42
4 <76 11 6,59 2,45 0,839
77-85 28 6,07 2,66
> 86 26 6,37 3,36
5 <76 10 5,88 2,44 0,252
77-85 26 7,27 4,24
> 86 18 7,60 3,48

Abschlielend wurde eine signifikante (p=0,043) positive Korrelation der
Bilirubinkonzentration mit dem Alter beobachtet (r=0,203). Dieses Phanomen
ist auch in den deskriptiven Tabellen (Tabelle 10/Tabelle 15) zu beobachten,
jedoch ist der Unterschied zwischen den einzelnen Zeitpunkten nicht signifikant.
Es konnte jedoch in weiterer Folge darauf hindeuten, dass mit fortschreitendem
Lebensalter die Konzentration von UCB im Kérper ansteigt, wie in Abbildung 26

dargestellt ist.
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Abbildung 26: Streudiagramm zwischen Alter und UCB-Konzentration zu ZP 1

Diese Beobachtung beschrieben auch Boland et al. 2014 in ihrer
Forschungsarbeit. In ihrer Beobachtungsstudie mit Personen tber 70 Jahren
und Uber einen Zeitraum von acht Jahren kam es mit fortschreitendem Alter zu
einer Steigerung der UCB-Konzentrationen. Allerdings stellen die Autoren bei
der Auswertung der Langzeitergebnisse fest, dass mit dem Anstieg der
UCB-Konzentration schrittweise die Mortalitat in der Studienpopulation zunahm
und somit eine Steigerung der UCB-Konzentration nicht unbedingt mit einer

erniedrigten Mortalitat zusammenhangt (Boland et al., 2014).

In der Literatur wird weiter noch ein Zusammenhang beztglich Alter und dem
vermehrten Auftreten von DNA-und RNA-Schéden beschrieben (Poulsen et al.,
1998; Broedbaek et al., 2013). Diese Korrelation wurde in weiterer Folge
getestet, allerdings waren keine Zusammenhange zwischen dem Alter und dem
DNA-bzw. RNA-Marker in der vorliegenden Gesamtstudienpopulation und in

den einzelnen Gruppen erkennbar, weswegen die entsprechenden Resultate
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nicht angefihrt werden. Insofern konnte im Zuge dieser Studie kein
Zusammenhang zwischen dem vermehrten Auftreten von DNA-bzw.

RNA-Schaden mit fortschreitendem Alter festgestellt werden.

4.2 Body Mass Index

In der weiteren Analyse wurde aufgrund der vorhergegangenen Beobachtung
versucht, einen weiteren moglichen Zusammenhang der Intervention bzw. der
UCB-Konzentration mit dem BMI zu beschreiben. Zu diesem Zwecke wurden
die Teilnehmer anhand ihres BMI's den entsprechenden Klassen zugeordnet.
Die Klassifikation verlief dahingehend, dass Personen mit einem BMI unter 26
kg/m? als normalgewichtig und Personen uber 26 kg/m? als Ubergewichtig

eingestuft wurden.

In Abbildung 27 wird dementsprechend die UCB-Konzentrationen vom ersten
Zeitpunkt der Studie, eingeteilt nach Gruppenzugehdorigkeit und BMI

Klassifizierung, dargestellt.
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Abbildung 27: Darstellung der UCB-Konzentrationen nach Gruppen und BMI Kategorie
(Geschlechterunabhéngig)
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Die Ergebnisse der Auswertung hinsichtlich unterschiedlicher
UCB-Konzentrationen  zwischen den normal- und ubergewichtigen

Studienteilnehmer sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18: UCB-Konzentrationen in BMI Kategorie tber alle Zeitpunkte

P Kategorie Anzahl UCB-Median IQR p-Wert
(n) (umol/L)

1 Normalgewicht 25 5,15 2,08 0,056
Ubergewicht 64 5,96 3,90

2 Normalgewicht 18 4,86 2,68 *0,031
Ubergewicht 40 6,52 3,84

3 Normalgewicht 14 6,36 2,69 0,346
Ubergewicht 48 6,44 4,20

4 Normalgewicht 8 7,08 4,56 0,813
Ubergewicht 32 6,24 3,15

*p <0,05

Zum zweiten Studienzeitpunkt gibt es einen signifikanten Unterschied der
UCB-Konzentrationen zwischen normal- und ubergewichtigen
Studienteilnehmer, die es wiederum bei den Ubrigen Zeitpunkten nicht gibt.
Allerdings ist dieses Ergebnis leicht verfalscht, da einige Daten zur statistischen
Auswertung nicht vorhanden waren. So sind beispielsweise bei Zeitpunkt 2 nur
insgesamt 58 Daten von BMI's vorhanden, obwohl insgesamt 86 Personen

noch an der Studie beteiligt waren.

Der Zusammenhang zwischen der UCB-Konzentration und dem BMI wurden
schon in mehreren Forschungsarbeiten beschrieben (Wallner et al., 2013a;
Wallner et al., 2013b; Choi et al., 2011, Jenko-Praznikar et al., 2013).

Abbildung 28 zeigt in weterer Folge die Korrelationen zum ersten Zeitpunkt
innerhalb der Studienpopulation, die eine UCB-Konzentration grof3er oder
gleich 10 ymol/L aufwiesen. Dabei kommt man zu dem Schluss, dass es einen
signifikant negativen Zusammenhang zwischen der UCB-Konzentration und
dem BMI gibt (r=-0,622, p= 0,031).
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Abbildung 28: Korrelation zwischen BMI und UCB zu ZP 1 (Personen > 10 pymol/L)

Diese Erkenntnis wurde 2013 auch schon von Wallner et al. beschrieben. Diese
passten ihre Studienpopulation, die aus GS und Kontrolle bestand, fir
Geschlecht und Alter an und kamen in weiterer Folge zu dem Schluss, dass
Personen mit GS einen niedrigeren BMI aufwiesen als die Kontrollgruppe.
DarlUber hinaus wies die altere Kontrollgruppe einen signifikant héheren BMI auf
als ihre angepasst GS-Gruppe. (Wallner et al., 2013c). Diese Erkenntnis wurde
zudem auch bei der vorliegenden Population beobachtet.

Zu diesem Schluss kamen auch Jenko-Praznikar et al. wéahrend ihrer
Forschungsarbeit 2013. Im Zuge dessen kamen die Autoren zu dem Ergebnis,
dass die UCB-Konzentrationen bei Gibergewichtigen Personen erniedrigt waren
und mit einem erhohten Risiko fir metabolisches Syndrom einhergingen
(Jenko-Praznikar et al., 2013). Insofern stellt eine leicht erhdhte
UCB-Konzentration im Serum, wie es bei der vorliegenden Auswertung der Fall
war, moglicherweise einen praventiven Faktor hinsichtlich der Entwicklung des

metabolischen Syndroms dar.
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Obwohl die oben angefiihrte Korrelation (siehe Abbildung 28) diesen
Zusammenhang zwischen UCB und BMI unterstreicht, ist bei der vorliegenden
Studienpopulation die UCB-Konzentration bei den Normalgewichtigen erniedrigt
und bei den Ubergewichtigen erhoht. Dieses Resultat verlauft also kontrar zu
der in der Literatur gefunden und oben schon besprochenen Beobachtungen.
Allerdings sei an dieser Stelle auch erwéhnt, dass die Teilnehmeranzahl
innerhalb der vorliegenden Gruppen nicht annahernd gleich grol3 ist und es
vielleicht aus diesem Grund zu einem verénderten Resultat kommen konnte.
Eine weitere Mdoglichkeit koénnte sein, dass diese Beobachtungen im
fortgeschrittenen Alter nicht zutreffen und es sich in weiterer Folge um andere
Mechanismen handeln, die die Bilirubinkonzentration in Abhangigkeit des BMI’'s

im Alter determinieren.

Dartber hinaus wurde versucht einen moglichen Effekt der verschiedenen
Interventionen hinsichtlich des BMI's der definierten Gruppen zu beschreiben.

Die Resultate dazu finden sich in Tabelle 19.

Tabelle 19: BMI Veranderung innerhalb der Gruppen von ZP 1 - ZP 3

Gruppe Anzahl ZP BMI (kg/m?) p-Wert
(n) (MW+Stdabw.) (T1-T3)
Training 27 1 29,56 = 5,29 0,736
3 29,64 5,74
Ernéhrung 24 1 28,27 + 3,88 0,086
3 28,55 + 3,60
Kontrolle 23 1 27,99 + 3,85 0,549
3 28,08 + 3,88

Hinsichtlich dieser Ergebnisse ist eindeutig, dass es durch die
Lebensstilintervention in keiner der Interventionsgruppen zu einer signifikanten
Anderung des BMI's kam. Weiterfiihrend konnte auch keine Veranderung des
BMI's in der Gesamtpopulation nach den entsprechenden Interventionen
ausgemacht werden (T1 - T3, p=0,171; T1 - T4, p= 0,894). Die BMI’s innerhalb
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der einzelnen Interventionsgruppen zeigen Uber den gesamten Studienverlauf

ebenso keine signifikante Veranderung.

Folglich wurden alle vorliegenden Parameter von Zeitpunkt 1 und Zeitpunkt 3
herangezogen und im Hinblick auf die BMI Klassifizierung statistisch
ausgewertet. Das Ziel dieser Auswertung war es, einen Zusammenhang
zwischen oxidativen Schaden sowie Parameter aus dem Fettstoffwechsel mit
dem BMI zu assoziieren und somit Einflussfaktoren beschreiben zu kénnen.
Allerdings gab es in diesem Bezug keine signfikanten Unterschiede zwischen
den BMI Gruppen. In Tabelle 20 sind die resultierenden Signifikanzwerte fir die

BMI-Klassifizierungen angefuhrt.

Tabelle 20: Signifikanzwerte aller Paramater bezogen auf BMI-Kategorie

ZP Parameter Normalgewicht n Ubergewicht n p-Wert
(Median + IQR) (Median+IQR)
1 uCB 5,15 (2,08) 25 5,96 (3,90) 64 0,056
3 (umol/L) 6,36 (2,69) 14 6,44 (4,20) 48 0,346
1 LDL-C 117,00 (46,00) 25 119,00 (53,00) 67 0,580
3 (mg/dL) 114,00 (61,50) 13 123,00 (68,00) 47 0,851
1 Ox-LDL 0,003 (0,01) 25 0,001(0,01) 64 0,238
3 (mg/dL) 0,005 (0,01) 13 0,001(0,01) 49 0,444
1 8-oxo0-Gua 27,65 (30,20) 24 32,40 (30,50) 63 0,485
3  (nmol/mmol Kreatinin) 34,15 (27,32) 12 37,70 (28,40) 47 0,799
1 8-o0x0-dGua 19,50 (19,77) 24 15,60 (17,80) 63 0,708
3 (nmol/mmol Kreatinin) 18,10 (21,65) 13 13,80(10,40) 47 0,566
1 SOD 2081,00 (406,50) 17 2048,00 50 0,313
3 (IU/g Hb) 2134,50 (349,00) 12 (340,25) 43 0,409
2192,00
(285,00)
1 KAT 129,00 (38,00) 17 123,00 (47,25) 50 0,403
3 (IU/g Hb) 132,00 (28,75) 12 149,00 (43,00) 43 *0,026
*p <0,05

Vor der Intervention gab es keine signifikanten Unterschiede bezuglich der

Parameter zwischen den normal- und Ubergewichtigen Studienteilnehmern.
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Nach der Intervention hingegen unterscheidet sich die Enzymaktivitat der

Katalase zwischen den BMI Gruppen signifikant voneinander.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Keaney et al. (2003) nicht tberein.
Die Autoren kamen dabei zu dem Schluss, dass Ubergewicht zu einem
vermehrten Auftreten von oxidativen Stress fuhrt, da das Fettgewebe
grundsétzlich die groldte Quelle fir erhdhte Plasmaoxidantien darstellt (Keaney
et al, 2003). Betrachtet man jedoch das Durchschnittsalter der
Studienpopulation bei Keaney et al. (60 + 10 Jahre) stellt man fest, dass dieses

etwas junger ist als das vorliegende Studienkollektiv.

Boon et al. behandeln in weiterer Folge diese Beobachtung und verweisen auf
den Einfluss des Lipidmetabolismus und dem allgemein niedrigeren Lipidprofil
bei Personen mit GS und bezeichnen diesen Umstand als ausschlaggebend fur
den geringeren BMI in dieser Population (Boon et al.,2012). Allerdings ist die
Altersverteilung bei der beschriebenen Studienpopulation wesentlich

weitlaufiger (18 - 63 Jahre) und jinger als die hier betroffene Studienpopulation.

Diesbeziglich kénnte wiederum das Alter im Zusammenhang mit BMI einen
wesentlichen Einfluss auf das Auftreten von oxidativem Stress haben und

diesen in weiterer Folge beeinflussen.

Insofern gibt es in der vorliegenden Studienpopulation keinen signifikanten
Unterschied bei genauerer Betrachtung der BMI Klassifikationen mit den
oxidativen Parametern (siehe Tabelle 21). In diesem Zusammenhang wurden
auch die Personen mit einem anfanglichen UCB-Konzentration =17 umol/L
genauer analysiert, jedoch gab es bei dieser Gruppe keine signifikanten
Unterschiede bezlgliche oxidativer Parameter bzw. BMI.
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4.3 LDL-Cholesterin und oxidiertes LDL

Im Hinblick auf die LDL-C Konzentration innerhalb der einzelnen
Interventionsgruppen gab es uber alle Studienzeitpunkte keine signifikanten
Unterschiede (Training, p= 0,127; Ernahrung, p= 0,247; Kontrolle, p= 0,280).

Es ist auch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zu den ersten
drei Zeitpunkten hinsichtlich der LDL-C Konzentration zu erkennen (ZP1,
p=0,960; ZP 2, p= 0,676; ZP 3, p= 0,954).

Bulmer et al. konnten im Zuge ihrer Studie von 2008 keinen Unterschied
zwischen der GS Gruppe und Kontrollgruppe hinsichtlich der LDL-C
Konzentrationen beschreiben. Wallner et al. wiesen jedoch im Zuge ihrer 2013
durchgefiihrten Studie darauf hin, dass Personen mit GS unter anderem eine
erniedrigte LDL-C Konzentration als die Kontrollgruppe aufweisen (Bulmer et
al., 2008a; Wallner et al., 2013c). Dieselbe Beobachtung beschrieben auch
Boon et al. 2012 hinsichtlich der LDL-C Konzentrationen bei Personen mit GS
(Boon et al., 2012).

Im Hinblick auf Personen mit einer UCB-Konzentration =10 pmol/L konnte
ebenso kein signifikanter Zusammenhang beziglich der LDL-C Konzentration

beobachtet werden.

In der vorliegenden Studienpopulation erhdhte sich bei der LDL-C Spiegel von
119 auf 125 mg/dl. Dieser Anstieg ist zwar statistisch signifikant, allerdings von
keiner klinischen oder physiologischen Relevanz. Der Referenzwert fur LDL-C
in dieser Bevdlkerungsgruppe entspricht einer Konzentration bis zu 140 mg/dL
(ElImadfa et al.,, 2012). Die vorliegende Studienpopulation liegt gesamt

betrachtet unterhalb dieses Referenzwertes.

Der Grund fir die leichte Erhéhung der LDL-C Konzentration konnte
moglicherweise eine im Zuge der Studie entstandene Gruppendynamik sein,
die in weiterer Folge zu einer erhéhten Nahrungsaufnahme fuhrte. Im Zuge
dieser Arbeit konnte kein erkennbarer Trend hinsichtlich des Zusammenhangs

von UCB mit der LDL-C Konzentration beobachtet werden.
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Es gibt einen moderat negativen Zusammenhang zwischen der
UCB-Konzentration und dem oxidativem LDL (r= - 0,356, p=0,031). Diese
Ergebnisse unterstreichen die in der Literatur oftmals erwéahnte anti-oxidative
Eigenschaft des Bilirubins und implizieren, dass mit steigender
UCB-Konzentration im Blut die Konzentration an pro-artherogenem OXxLDL
sinkt. (Stocker, 2004; Vitek und Schwertner, 2009). Darlber hinaus kdnnten
Veranderungen hinsichtlich des Lipid-Metabolismus eine Rolle des Bilirubins
oder der UGT1A1 bezugnehmend auf die Modifikation des Fettstoffwechsels
bedeuten (Bulmer et al., 2013).

Einen schwach negativen Zusammenhang gibt es auch bei zwischen dem
LDL-C und dem 8oxodGua (r=-0,303, p=0,011). Die Ergebnisse zeigen
weiterfihrend, dass im Hinblick auf das LDL-C und das OxLDL ein schwach
positiven Zusammenhang besteht (r= 0,332, p= 0,039). Somit geht eine erhdhte
Konzentration von LDL-C mit einer erhohten Konzentration von OXLDL einher
und erhéht somit das Risiko fir pro-atherogene bzw. kardiovaskulare

Ereignisse im Kdrper (Fraunberger et al., 2005).

Abschlieend kam es durch die Lebensstilintervention weder im
Gesamtstudienkollektiv noch innerhalb der Gruppen zu einer signifikanten

Veranderung des OxLDL-Status.

4.4  8-o0xo0-Guanin und 8-0x0-2‘-Desoxyguanosin

Bei 8oxoGua und 8oxodGua handelt es sich um zwei Metabolite, die sowohl im
Blut als auch im Urin nachweisbar sind. Diese Biomarker sind Parameter, die
die DNA (8oxodGua) bzw. RNA (8oxoGua) Oxidation und somit die oxidativen
Schéaden charakterisieren. Eine Erhohung der 8oxodGua-Konzentration
wéahrend des Alterungsprozesses konnte auf eine Erhéhung der oxidativen
Schéaden bzw. eine Verminderung der entsprechenden Reparaturmechanismen
hindeuten (Olinski et al., 2007; Wallner et al., 2013c).
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Bezuglich der Biomarker fur oxidative Schaden gab es weder hinsichtlich des
gesamten Studienkollektivs noch innerhalb der Gruppen signifikante
Veranderungen: 8-Oxoguanin (8oxoGua) sowie 8-0x0-2'-Desoxyguanosin
(8oxodGua) wurden in dieser Arbeit nicht wesentlich von der Lebensstil- und
Ernahrungsintervention beeinflusst, wie in Tabelle 15 klar ersichtlich ist. Bei
genauerer Betrachtung der gemessenen Werte féllt jedoch auf, dass es zu
einem geringfugigen Abfall der 8oxoGua-Konzentrationen nach dem

Interventionszeitraum (Zeitpunkt 4 und 5) kommt.

In der Literatur scheinen die Beobachtungen in Bezug auf
Lebensstilinterventionen mit dem Auftreten von oxidativen Stress und dessen

Metabolite widersprichlich (Poulson et al., 1998)

Bulmer et al. wies 2008 darauf hin dass Personen mit GS einen erhdhten
anti-oxidativen Status im Serum aufweisen und dartber hinaus eine erhéhte
Widerstandsfahigkeit gegentiber Serum Oxidation. In einer weiteren Studie von
Wallner et al. von 2013 untersuchten sie das anti-genotoxische Potential von
Bilirubin bei Personen mit GS. Dabei untersuchten sie unter anderem die
Konzentrationen von 8oxoGua und 8oxodGua, konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Konzentrationen dieser zwei
Metaboliten zwischen Personen mit GS und den Kontrollen feststellen und
verwiesen darauf, dass der protektive Effekte wvon Bilirubin in keinem
Zusammenhang mit DNA-Schéaden steht (Bulmer et al., 2008a; Wallner et al.,
2013c).

Diese Schlussfolgerung kann auch fir diese Arbeit herangezogen werden. Im
Laufe der Studie kam es zu keiner signifikanten Veranderung der
8oxoGua- sowie 8oxodGua-Konzentration durch die Lebensstilintervention. Die
Ergebnisse gelten sowohl fir das Gesamtstudienkollektiv als auch fur die
einzelnen Gruppen. Somit konnte in dieser Arbeit kein Zusammenhang
zwischen einer Lebensstilintervention und dem verminderten oder vermehrten
Auftreten von DNA-Schaden beschrieben werden (Stocker, 2004, Bulmer et al.,
2008a, Wallner et al., 2013c, Wagner et al., 2015).
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Ebenso gab es keinen signifikanten Zusammenhang bei Personen mit einer
UCB-Konzentration =10 pmol/L und dem vermehrten oder verminderten
Auftreten von oxidativen Schaden im Sinne von 8oxoGua bzw. 8oxodGua.
Diesbeziglich unterstitzen die hier beobachteten Erkenntnisse die protektive
Wirkung von UCB gegenuber oxidativen Schaden nicht. Die haufig in der
Literatur erwahnten erhohten DNA Schaden, die im Zuge des Altersprozess
vermehrt auftreten (Poulson et al, 1998; Broedbaek et al., 2013), wurden in
dieser Arbeit nicht beobachtet. Allerdings gibt es zu diesem Thema mehrere
Master- sowie Doktorarbeiten die sich mit derselben Studienpopulation
befassen und das Auftreten von DNA-und Chromosomenschaden behandeln.

4.5 Superoxiddismutase und Katalase

Die Superoxiddismutase kommt in verschiedene Isoformen vor und ist eines der
effektivsten intrazellularen Enzyme mit anti-oxidativer Wirkung. Sie katalysiert
den Abbau von Superoxidanionen zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid,
welches in weiterer Folge von der Katalase neutralisiert wird (Landis und
Tower, 2005). Die Aktivitat der SOD im Muskel kann durch sportliche Aktivitét

gesteigert werden (Powers und Jackson, 2008).

Die Katalase befindet sich in den Peroxisomen von aeroben Zellen und gehort
zu den enzymatischen Antioxidantien in unserem Korper. Sie katalysiert sehr
effektiv die Konversion von Wasserstoffperoxid zu Wasser und molekularem
Sauerstoff und besitzt sehr hohe Umsatzraten: 1 Molekil Katalase kann bis zu
6 Millionen Molekille Wasserstoffperoxid pro Minute abbauen (Mates et al.,
1999).

Es kam zu einer signifikanten Zunahme der anti-oxidativen Enzymaktivitat der
Superoxiddismutase (p=0,004) und der Katalase (p=0,002) in der
Gesamtstudienpopulation. Im Hinblick auf die Katalase ist der Unterschied der

Konzentrationen vom ersten Zeitpunkt bis zum zweiten (p= 0,008) als auch zum
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dritten Zeitpunkt (p= 0,002) in der Gesamtpopulation signifikant. Der Verlauf der
Enzymaktivitatem im Gesamtstudienkollektiv ist in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Verlauf der Enzymaktivitaten im Gesamtstudienkollektiv (dargestellt sind
Mittelwerte)

Bei der Superoxiddismutase hingegen ist der Unterschied vom ersten zum
zweiten Zeitpunkt nicht signifikant (p= 0,456), jedoch unterscheiden sich die
Konzentrationen vor und nach der Intervention signifikant voneinander
(p=0,004).

Bezugnehmend auf die Enzymaktivitdten der Superoxiddismutase und Katalase
wurden dartber hinaus noch die Gruppenzugehorigkeiten zu den
verschiedenen Zeitpunkten verglichen. Tabelle 21 erlautert die Unterschiede
der Enzymaktivitaten innerhalb der einzelnen Gruppen vor und nach der

Intervention.
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Tabelle 21: Veranderung der SOD- und KAT-Enzymaktivitat innerhalb der Gruppen

Parameter ZP Gruppe Anzahl Median IQR p-Wert
(n) (IU/g HDb)

SOD 1 Training 28 1987,50 486,75 *0,034
3 28 2146,50 244,75
1 Ernahrung 22 2162,50 408,75 0,263
3 22 2198,50 233,50
1 Kontrolle 24 2091,50 184,75 0,073
3 24 2145,00 371,75
KAT 1 Training 28 125,00 47,75 **0,013
3 28 146,00 53,50
1 Ern&hrung 22 124,50 54,75 0,299
3 22 142,50 56,25
1 Kontrolle 24 127,00 43,50 0,073
3 24 148,50 40,00
*p <0,05
**p <0,02

In dieser Tabelle ist klar ersichtlich, dass es innerhalb der Trainingsgruppe zu
einem signifikanten Anstieg hinsichtlich der Aktivitdt der SOD als auch der KAT
zwischen dem ersten und dritten Zeitpunkt der Studie gekommen ist. Dieser
Unterschied ist jedoch nur in der Trainingsgruppe vorhanden und weder in der

Ernahrungs- noch in der Kontrollgruppe erkennbar.

Betrachtet man die einzelnen Gruppen separat und Uber alle Zeitpunkte
hinweg, so kommt man zu der Erkenntnis, dass sich die SOD Enzymakitivitat
signifikant in der Gruppe Ernahrung (p=0,011) und die KAT Enzymaktivitat
signifikant in der Gruppe Training (p= 0,011) verandert. Die KAT-Aktivitat nimmt
in der Gruppe Training von Zeitpunkt 1 bis Zeitpunkt 3 um 22% (p= 0,013) zu.
Die SOD-Aktivitat steigt in der Gruppe Ernahrung von Zeitpunkt 2 zu Zeitpunkt
3 um 6% (p= 0,005). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt.

81



2300
2250
2200
2150
2100
2050
2000
1950
1900
1850
1800

SOD (lU/g Hb)

Abbildung 30: Anderungen der Enzymaktivitaten im Zuge der Inverention innerhalb der Gruppen

Es wurde auch ein schwach positiver
anti-oxidativwirksamen Enzymen SOD und KAT beobachtet (r=0,276,
p= 0,019, Abbildung 31). Diese Aktivitdtszunahme der beiden Enzyme kam
mitunter auch durch die Trainingsintervention zustande und lasst darauf
schlieRen, dass beide Enzymaktivitdten voneinander abhangig sind bzw.

zusammenarbeiten und durch einen entsprechenden koérperlichen Reiz
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induziert werden.
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Abbildung 31: Korrelation zwischen SOD und KAT

Betrachtet man die hier vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich Enzymaktivitaten
von KAT und SOD, so kommt man zu dem Schluss, dass die vollzogene
Lebensstilintervention einen positiven Effekt auf die anti-oxidativen
Schutzmechanismen im Korper hat. Insofern stellt ein regelmaliges
korperliches Training im fortgeschrittenen Alter eine gute Basis flr einen

verbesserten anti-oxidative Schutz dar.

Abschliel3end gilt es auch zu erwéhnen dass eine schwach positive Korrelation
zwischen der Enzymaktivitdt von KAT und UCB (r= 0,276, p= 0,019) gibt, was

wiederum die anti-oxidative Wirksamkeit einmal mehr in den Vordergrund rickt.
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5) Schlussbetrachtung

Nach der statistischen Auswertung aller verfigbaren Parameter kommt man zu
der Erkenntnis, dass die in der vorliegenden Studie angewandte
Lebensstilintervention keine signifikante Veranderung der UCB-Konzentration
mit sich bringt. In keiner der Interventionsgruppen noch in der
Gesamtstudienpopulation konnte eine Veranderung der Bilirubin Werte Uber
alle funf Zeitpunkte der Intervention beobachtet werden.

Zu den weitaus interessanteren Ergebnissen z&hlen die signifikant positive
Korrelation zwischen dem Alter und der UCB-Konzentration zum ersten
Studienzeitpunkt, bzw. die signifikant negative Korrelation zwischen dem BMI
und der UCB-Konzentration bei Probanden mit einem Bilirubin Spiegel
=10 umol/L. Diese beiden Resultate sind nicht alleine Beobachtungen dieser
Arbeit, sondern spiegeln sich schon in einer Vielzahl von anderen
Studienergebnissen wieder (Bulmer et al., 2008a, Wallner et al., 2013c, Boland
et al., 2014).

Diese Beobachtung kdnnte darauf hindeuten, dass Bilirubin in Zusammenhang
mit einem erniedrigten Korpergewicht steht, was wiederum im fortgeschrittenen
Alter mit der Pravention von kardiovaskularen Ereignissen einhergeht
(Leitzmann et al., 2011)

DarUber hinaus spiegelt sich auch die Steigerung der Enzymaktivitdten, der
Superoxiddismutase sowie Katalase in einigen anderen Arbeiten wieder. Diese
Steigerung wurde innerhalb beider Interventionsgruppen beobachtet und

ebenso durch bereits durchgefuhrte Studien untermauert.

Powers und Jackson (2008) berichteten dabei, dass die Aktivitat der SOD durch
Intensitat und Dauer von Training beeinflussbar ist. Dartber hinaus liefert diese
Aktivitatssteigerung dieser Enzyme einen erhdhten Schutz vor oxidativen

Einflussen und gilt somit als stark praventiver Faktor.
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Weiterer Parameter, die im Laufe dieser Arbeit behandelt worden sind, wie das
LDL-C, OxLDL, 8oxoGua, 8oxodGua sowie der BMI ergaben keine signifikanten
Anderungen durch die Intervention. Weder innerhalb der Gruppen, noch
zwischen den Gruppen gab es zu den jeweiligen vorgegebenen

Studienzeitpunkten einen signifikanten Unterschied.

Ein Teil der hier vorliegenden Ergebnisse lasst darauf schliel3en, dass mit einer
erhohten UCB-Konzentration im Blut die Konzentration der oxidativ wirkenden
Parameter teilweise erniedrigt ist, bzw. der Anteil an anti-oxidativen Enzymen
erhoht ist und bestatigen die Ergebnisse von Maruhashi et al. (2012), Vitek et
al. (2002) sowie Vitek und Schwertner (2009). Es gib in diesem Zusammenhang
einige Studien, die zeigen, dass regelmalfiiges Training vor allem bei Personen
im fortgeschrittenem Alter zur Reduktion von oxidativen Stress durch Promotion
der anti-oxidativen Kapazitat fihren kann und somit DNA-Reperatur- sowie
Abwehrmechansimen adaptiert werden kénnen (Goon et al., 2008). Zum einen
ist dies bei der vorliegenden Studie der Fall, da es zur Aktivitatszunahme der
SOD und KAT kommt, andererseits gibt es keine signifikante Veranderung der

oxidativen Parameter.
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6) Zusammenfassung

Das primare Ziel der Vienna Active Ageing Studie war die Auswirkung einer
kontrollierten Erndhrungs- sowie Trainingsintervention auf die korperliche
Leistungsfahigkeit, den Erndhrungsstatus und der Lebensqualitat von
Seniorlnnen zu erforschen. Diese Intervention wurde tUber 6 Monate hinweg 2
Mal pro Woche vollzogen und geschah unter der Aufsicht eines geschulten

Expertenteams. Die Studiendauer betrug 18 Monate.

Die vorliegende Arbeit stellt dabei nur eine Teilauswertung der 2011 begonnen
Studie dar, deren Fokus auf der Auswertung und Interpretation der
UCB-Konzentrationen in Hinblick auf physiologische Parameter bei Personen

im fortgeschrittenen Alter liegt.

In diesem Zusammenhang wurden die damals gesammelten Serumproben der
Probanden entsprechend aufgearbeitet und die UCB-Konzentration mit Hilfe
einer HPLC ermittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass es einen Zusammenhang zwischen der
UCB-Konzentration und dem Alter gibt, dahingehend, dass mit fortschreitendem
Alter die Bilirubinkonzentration zunimmt (r= 0,203; p= 0,043). In weiterer Folge
wurde eine negative Korrelation hinsichtlich der UCB-Konzentration mit dem
BMI ermittelt (r=-0,622, p=0,031). Daruber hinaus kam es im Zuge der
Trainings- und Ernéhrungsintervention zu einer Aktivitatssteigerung der anti-
oxidativ wirksamen Enzyme, Katalase und Superoxiddismutase (KAT, p= 0,011;
SOD, p=0,011). In weiterer Folge konnten im Laufe dieser Arbeit keine
signifikanten Veradnderungen hinsichtlich der oxidativen sowie DNA-bzw.
RNA-Schaden beobachtet werden.

Abschlielend bleibt zu erwahnen, dass die Datenlage bezlglich der
langerfristigen Veranderungen der Bilirubinkonzentration wahrend des
Alterungsprozesses bzw. bei alteren Personen mangelhaft ist und aus diesem

Grund weiterer Forschungsbedarf fir populationsbasiertee Studien herrscht.
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7) Summary

The primary objective of the Vienna Active Ageing Study was to investigate the
effects of a long term nutritional and training intervention on physical
performance, nutritional status and quality of life of the elderly people. This
intervention was performed over 6 months twice a week and was maintained
under the supervision of an educated team of experts. The duration of the

whole study was 18 months.

The present thesis represents one part of the study which started in 2011. The
focus of this work is the evaluation and interpretation of the UCB-concentration

in regard to physiological parameters in subjects at advanced age.

In this context the collected serum samples from the participants were treated in
the appropriate way and the UCB-concentration was measured with reversed
phase HPLC.

We could show a significant, positive correlation between the
UCB-concentration and age, meaning the higher the age the higher the
UCB-concentration (r= 0,203; p= 0,043). In addition to these findings, there was
a significant negative correlation between UCB-concentration and the BMI
(r=-0,622, p=0,031). Moreover a significant increase in the anti-oxaditve
enzymes Catalse as well as Superoxiddismutase was observed in the training
and nutrional intervention group (KAT, p=0,011; SOD, p=0,011).

There were no significant changes in oxidative damage or DNA and RNA

damage marker.

Finally, data according to long term changes of the bilirubin concentration
alongside the ageing process is rare and therefore much more

population-based studies in this field needed.
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