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1 Zusammenfassung
1.1 Deutschsprachige Zusammenfassung

Aktuelle Studien zeigen, dass regelméBiges Ausdauertraining zu ,,Anti-Aging*“-Effekten auf
zelluldrer Ebene flhrt. FuBballtraining ist eine Sportart, die Gber den Ausdauersport hinaus
Komponenten aus hochintensiver intervallformiger Belastung, Krafttraining und Teamspiel
aufweist. Bisher liegen keine Daten zur Auswirkung dieser Sportart auf die Zellalterung vor. In
der vorliegenden Studie erfolgten Messungen der Telomerlange, Telomeraseaktivitat und
Expression Telomer-assoziierter Proteine in zirkulierenden mononukleédren Zellen junger (JF,
@ 22 Jahre) und alter (AF, @ 72 Jahre) FuBballspieler sowie unsportlicher altersgleicher
Kontrollpersonen (JK, @ 24 Jahre; AK, @ 71 Jahre). Es wurden 140 ménnliche Probanden
(n=35 pro Gruppe) in die Studie eingeschlossen. Die Kontrollpersonen tibten keine regelméRige
korperliche Aktivitat aus. Die jungen Fullballspieler absolvierten im Schnitt 5, die alten
FuBballspieler 2 Trainingseinheiten pro Woche. Die Ful3ballanamnese umfasste 16 Jahre (JF,
davon 6 Jahre auf professionellem Niveau) und 61 Jahre (AF). Um Akuteffekte auszuschlief3en,
erfolgten die peripher vendsen Blutentnahmen mindestens 48 Stunden nach dem letzten
Training. Es erfolgte der Vergleich der Leukozytentelomerldnge anhand des durch Realtime
PCR bestimmten T/S-Verhéltnisses aus Telomer- (T) und Single Copy Gen 36b4 (S)-DNA. Es
zeigten sich kirzere Telomere aller alten Probanden ohne einen Unterschied zwischen Sportlern
und Kontrollen. In der Telomerld&ngenmessung mittels FACS-FlowFISH-Methode zeigten sich
bei den alten Ful3ballspielern langere Telomere in Granulozyten (2,5%) und Lymphozyten
(1,3%) im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen. Die durch Telomerase Repeat
Amplification Protocol (TRAP) in HEK (Human Embryonic Kidney) -Zelldquivalenten
gemessene Telomeraseaktivitat war bei den jungen Ful3ballspielern hoher als bei den jungen
Kontrollpersonen. Die mittels real-time PCR bestimmte mRNA-Expression der Telomer-
assoziierten Faktoren TRF2, Ku70 und POT1 war bei den jungen FuBballspielern im Vergleich
zu den jungen Kontrollen ebenso erhéht. Das Seneszenz-assoziierte Protein p16 war bei den
alten Kontrollen, aber nicht bei den alten Fulballspielern, erhoht. Es ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass langjahriges FuRBballtraining der Zellalterung entgegenwirken kénnte
und dass seine praventiven kardiovaskuléren Effekte damit mechanistisch zusammenhéangen

kdnnten.



1.2  Abstract

Recent studies indicate that, compared with resistance training, regular endurance training is
associated with cellular “anti-aging” effects. In addition to endurance training, soccer training
includes more components such as high-intensity interval exercise, strength training and team
play. To date, no data are available on the effect of this sport modality on cellular senescence.
In the present study, telomere length, telomerase activity and expression of telomere-associated
proteins were measured in circulating mononuclear cells of young (YS, @ 22 years) and aged
(AS, @ 72 years) soccer players and nonathletic age-matched controls (YC, @ 24 years; AC &
71 years). 140 male subjects (n=35 per group) were enrolled in this cross-sectional study. The
control subjects had no participation in regular physical activity. The young soccer players
completed an average of 5 training sessions per week, the aged soccer players completed 2
training sessions per week. Soccer history of the young athletes covered an average of 16 years,
including 6 years at the professional level. Soccer history of the aged athletes covered 61 years.
To exclude acute effects, peripheral venous blood sampling was performed at least 48 hours
after the last training session. First, leukocyte telomere length was compared using the T/S ratio
determined by real-time PCR from telomere (T) and single copy gene 36b4 (S) DNA.
Telomeres of all aged subjects were shorter with no difference between athletes and non-
athletes. However, more specific telomere length measurement by FACS-FlowFISH showed
longer telomeres in granulocytes (2.5%) and lymphocytes (1.3%) of the aged soccer players
compared to the aged control subjects. Telomerase activity as measured by telomerase repeat
amplification protocol (TRAP assay) standardized by HEK (Human Embryonic Kidney) cell
equivalents was higher in the young soccer players than in the young inactive control subjects.
In contrast, no differences in telomerase activity were observed between the aged subjects.
MRNA expression of telomere-associated factors TRF2, Ku70, and POT1 determined by real-
time PCR was increased in the young soccer athletes compared to the young control subjects.
The senescence marker p16 was increased in aged inactive controls compared to aged soccer
players and young subjects. In conclusion, long-term soccer training may exert cellular anti-

aging effects, which may be associated with soccer’s preventive cardiovascular effects.



2 Einleitung

2.1  Bedeutung von Sport fir die kardiovaskulére Pravention

Sportliche Inaktivitat gilt weltweit und insbesondere in den westlichen Industrienationen als
vierthdufigster Risikofaktor fur Mortalitdt nach arterieller Hypertonie, Nikotinkonsum und
erhdhten Blutglukosewerten (Abb. 1). Diese Risikofaktoren sind mitverantwortlich fir die
Entstehung chronischer Erkrankungen wie Krebs, Diabetes und chronischer Herzerkrankungen.
Es wird geschatzt, dass sportliche Inaktivitat 21-25% der Mamma- und Kolon-Tumore, 27%
der Diabetes-Erkrankungen und 30% der ischamischen Herzerkrankungen verursacht (WHO,
2009). Ein inaktiver Lebensstil bzw. sportliche Inaktivitat treffen auf mehr als die Héalfte der
Weltbevolkerung zu (PIEPOLI et al., 2016). Die ischdamische Herzerkrankung ist die weltweit
fihrende Todesursache (WHO, 2009). Laut Statistischem Bundesamt gehtren kardiovaskulare
Erkrankungen mit 33,3% zu den Haupttodesursachen Deutschlands (Abb. 2). Darlber hinaus
ist aufgrund der aktuellen demographischen Entwicklung, mit einem zunehmenden Anteil der
alteren Bevolkerung und der Assoziation kardiovaskuldrer Erkrankungen mit dem Alter, die

kardiovaskulare Prévention von ausgepréagter gesellschaftlicher Relevanz.

Sportliche Aktivitét reduziert sowohl die multikausale als auch die kardiovaskulare Mortalitat
um 20-30% (PIEPOLI et al., 2016). Dies ist unter anderem begrundet in der Reduktion des
Risikos fur die oben genannten Erkrankungen. Es kommt zu einer Verbesserung der
muskuloskelettalen Gesundheit, der Koérpergewichtskontrolle und zu einer Reduktion von
Symptomen einer Depression (WHO, 2009). Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
(KHK) ist sportliche Aktivitdt moderater Intensitdt mit einem geringeren Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse assoziiert (MALIK et al., 2020). Die durch Sport bedingte
Reduktion des totalen und abdominellen Korperfettanteils flhrt zu einer gesteigerten
Insulinsensitivitat, niedrigeren Blutdruckwerten und einer verbesserten endothelialen Funktion
(STEWART, 2002).

Zur Pravention von kardiovaskuldren Erkrankungen wird in den aktuellen Leitlinien der
Fachgesellschaften eine regelmaRige sportliche Aktivitdt empfohlen: Sportliche Aktivitat
moderater Intensitit soll mindestens 150 Minuten pro Woche, sportliche Aktivitat hoher
Intensitat mindestens 75 Minuten pro Woche durchgefiihrt werden. Eine graduelle Steigerung
auf 300 bzw. 150 Minuten pro Woche ist empfohlen. Die Sporteinheiten sollten jeweils

mindestens 30 bzw. 15 Minuten andauern und 4-5 Mal pro Woche oder taglich stattfinden



(PIEPOLI et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass Sport sowohl primar als auch sekundar
praventive Auswirkungen hat (SCHULER et al., 2013). In einer aktuellen Metaanalyse wurden
bei KHK-Patienten mit Zustand nach perkutaner koronarer Intervention vorteilhafte Effekte
von Sport als sekunddr préventive MaBnahme beobachtet: Es kam zu einer verbesserten
linksventrikuldren Ejektionsfraktion, zu einem reduzierten Auftreten von kardialen
Todesféllen, Myokardinfarkten, Angina Pectoris und Restenosen und zu einer geringeren
Notwendigkeit zur Durchfiihrung von Koronarangioplastien (ZHANG, CHANG, 2019).

Figure 6: Deaths attributed to 19 leading risk factors, by country income level, 2004.
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Abbildung 1: WHO Report on Global Health Risks.
Sportliche Inaktivitat steht an 4. Stelle der fihrenden Risikofaktoren fir Mortalitét.
Quelle: Global Health Risks, Mortality and burden of disease attributable to selected major risks, WHO Library
Cataloguing-in-Publication Data, 2009, ISBN 978 92 4 156387 1



Todesursachen nach Krankheitsarten 2021

in %

Krankheiten des Kreislaufsystems I 33,3
Bésartigen Neubildungen (Krebs) D 22.4

Covid-19 I 7.0

Psychische und Verhaltensstorungen | NN 5.9

Krankheiten des Atmungssystems I 5.5

Krankheiten des Verdauungssystems [ 4.3

Verletzungen und Vergiftungen s 4,2

Sonstige 17,4

© 1! Statistisches Bundesamt (Destatis), 2023

Abbildung 2: Todesursachen nach Krankheitsarten 2021.
Krankheiten des Kreislaufsystems stellen mit 33,3% den gréfiten Teil der Todesursachen in Deutschland dar.
Quelle: Website Statistisches Bundesamt, 2023, Link: https://www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft-
Umwelt/Gesundheit/Todesursachen/_inhalt.html

2.2 Kardiovaskuldre und zelluldre Mechanismen von Sport - Fokus auf
Stickstoffmonoxid und reaktive Sauerstoffspezies

Zunehmendes Alter geht mit verschiedenen vaskularen und zellularen Veranderungen einher.
Es kommt zur endothelialen Dysfunktion, zur Versteifung der arteriellen GefaRe und zur
Entstehung von Atherosklerose. Bei der Entstehung von Atherosklerose wird die zellulére
Seneszenz als von den klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren unabhéangiger Parameter
angesehen (WANG, BENNETT, 2012). Diese Mechanismen tragen zur Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen bei und kénnen durch Sport auf vielfaltige Art und Weise

beeinflusst werden:



Korperliche Aktivitat fihrt zu einer gesteigerten endothelialen Bioverfugbarkeit von
Stickstoffmonoxid (NO) aufgrund der durch Scherstress induzierten Aktivierung der NO-
produzierenden endothelialen NO-Synthase (eNOS). NO bewirkt eine Vasodilatation und somit
eine verbesserte Perfusion (HAMBRECHT et al., 2000). Zudem hat eine gesteigerte
endotheliale NO-Verfugbarkeit eine Auswirkung auf die Regulation Telomer-assoziierter
Proteine, antioxidative Effekte und fuhrt zu einer Erhéhung endothelialer Progenitorzellen
(WERNER et al., 2009).

Bei KHK-Patienten kommt es durch Ausdauersport zu einer gesteigerten Leistungsfahigkeit,
einer verbesserten endothelialen Funktion und Kollateralisierung der Koronararterien
(HAMBRECHT et al., 2000). Aus dem Knochenmark stammende endotheliale
Progenitorzellen hemmen die Entstehung von Atherosklerose, férdern Angiogenese und
vaskulére Reparaturprozesse und verbessern die endotheliale Funktion. Kdrperliche Aktivitat
steigert NO-vermittelt die Anzahl dieser Zellen im Blut und reduziert deren Apoptoserate. Es
konnte eine Erhohung des angiogenetisch wirkenden Faktors VEGF (vascular endothelial
growth factor) nach sportlicher Intervention festgestellt werden (LAUFS et al., 2004). Nach
vier Wochen Training konnte bei Patienten mit stabiler KHK eine deutliche Erh6hung des
koronaren kollateralen Blutflusses festgestellt werden (MOBIUS-WINKLER et al., 2016).
Nach dreiwdchigem Laufradtraining wurde bei Mé&usen eine gesteigerte Kollateralisierung
beobachtet. Dieser Effekt konnte bei NOS-defizienten Mdusen nicht beobachtet werden. Somit
geht man davon aus, dass die Auswirkung korperlicher Aktivitat auf die Kollateralen-Bildung
NOS-vermittelt ist (SCHIRMER et al., 2015). Sportliche Aktivitat fuhrt im Myokard zu einer
verbesserten linksventrikularen diastolischen Funktion sowie zu einer Reduktion der arteriellen
Steifigkeit (Compliance) und systemischen Inflammation (STEWART, 2002). Bereits
moderates Ausdauertraining schwécht den altersbedingten Verlust der zentralarteriellen
Compliance ab bzw. stellt die Compliance bis zu einem gewissen Grad wieder her (TANAKA
et al., 2000). Die anti-inflammatorischen Effekte hdngen von der Intensitat der Aktivitat ab:
Waéhrend es durch akutes Training hoher Intensitat vorriibergehend zu einem CRP- und
Interleukin-6-Anstieg kommen kann, flhrt regelméRiges korperliches Training zu einer
Reduktion von CRP und verschiedenen Zytokinen (KASAPIS, THOMPSON, 2005).



In einer Studie waren nach 21 Tagen positive Effekte auf Telomer-assoziierte Faktoren bei
freiwilligem Laufradtraining bei Wildtyp- nicht aber bei TERT- und eNOS-Knockout-Mé&usen
vorhanden. Dies zeigt zum einen eine direkte Abhéngigkeit dieser durch Sport bedingten
Effekte vom Telomerkomplex. Zum anderen lasst sich daraus schlieen, dass eNOS
mafgeblich an der Vermittlung der resultierenden Auswirkungen von Sport auf die Telomer-
stabilisierenden Faktoren beteiligt ist (WERNER et al., 2008). Die durch oxidativen Stress
(durch Lipopolysaccharid- bzw. Paraquat-Gabe) induzierte Apoptose in Endothelzellen der
Aorta war bei Mausen, die fiir drei Wochen freiwilliges Laufradtraining durchfiihrten,
reduziert. Dieser Effekt war nicht bei TERT- und eNOS-Knockout-M&usen vorhanden. Man
vermutet, dass TERT und eNOS eine synergistische Wirkung in Bezug auf Stress-Resistenz
haben. Durch oxidativen Stress kommt es vermehrt zu Reparationsvorgangen, bzw. zu
vermehrten Zellteilungen, was zu einem schnelleren Verlust von Telomersequenzen fuhrt. Die
Telomerase mit ihrer Untereinheit TERT ist ein anti-apoptotischer Faktor, der endotheliales
Zellwachstum reguliert und oxidativem Stress entgegenwirkt (WERNER et al., 2009). Studien
haben gezeigt, dass die TERT-Expression in Endothelzellen durch die eNOS reguliert wird
(GRASSELLI et al., 2008). Der Schutz vor endothelialer Apoptose durch oxidativen Stress
konnte dementsprechend uber eine NO-abhdngige Telomeraseaktivierung funktionieren.
Unabhéngig von dieser Funktion besitzt eNOS weitere direkt antioxidative Effekte in dem
Sinne, dass eine durch eNOS verbesserte vaskulare Stressresistenz zu einem reduzierten Bedarf
reparativer Zellteilungen und dadurch zu einer reduzierten Telomerabnutzung fihrt (WERNER
et al., 2009). Oxidativer Stress wird durch Sport Gber ambivalente Mechanismen beeinflusst:
Akute korperliche Aktivitat hoher Intensitét kann zu einem Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) fiuhren. Durch moderate sportliche Aktivitdt verursachte ROS besitzen eine
signalisierende Funktion und bewirken eine Hochregulation verschiedener Enzyme, die fir die
Elimination reaktiver Sauerstoffspezies verantwortlich sind (GOMEZ-CABRERA et al., 2008).
Eine durch korperliche Aktivitat erniedrigte Expression der NAD(P)H-Oxidase fiihrt zu einer
Reduktion der flr oxidativen Stress verantwortlichen reaktiven Sauerstoffspezies (ADAMS et
al., 2005). Abbildung 3 fasst die oben beschriebenen Mechanismen von korperlicher Aktivitat

Zusammen.
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2.3 Zelluldre Alterung und Telomerbiologie

2.3.1 Zellulare Alterung

Lopez-Otin hat neun Hauptkomponenten festgelegt, die den Alterungsprozess wesentlich
beeinflussen (Abb. 4). Diese Komponenten sind Bestandteil der physiologischen Zellalterung.
Deren Verstarkung fuhrt zu einem beschleunigten und deren Verminderung zu einem
verlangsamten Alterungsprozess. Zu ihnen zahlen unter anderem die genomische Instabilitat,
die zellulare Seneszenz und die Telomerlangenverkiirzung. Die Akkumulierung von
Zellschaden fuhrt zur Entstehung einer genomischen Instabilitat. Auch die Entstehung von
Neoplasien wird u.a. auf die im Laufe des Lebens entstehenden DNA-Schéaden zurlckgefuhrt.
Zu diesen Schaden kommt es durch exogene (z.B. physikalische, chemische oder biologische
Noxen) und endogene (z.B. reaktive Sauerstoffspezies) Faktoren. Um die Sch&den zu
minimieren, existiert ein DNA-Reparatursystem (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Um einer
Anhdufung geschadigter Zellen entgegenzuwirken, existiert der Mechanismus der zellularen
Seneszenz. Von zelluldrer Seneszenz spricht man, wenn sich eine Zelle dauerhaft im
Zellzyklusarrest befindet und sich nicht weiter repliziert. Ein wesentlicher Ausloser der
zelluldren Seneszenz ist die Verkilrzung der Telomere, auf die unter 2.3.2 genauer eingegangen
wird (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Abbildung 4: The Hallmarks of Aging, (LOPEZ-OTIN et al., 2013).



2.3.1.1 Zellalterung und p16

In den Zellzyklus sind verschiedene Kontrollmechanismen integriert, um die Replikation
geschadigter DNA und dadurch das Entstehen von Neoplasien zu verhindern. Diese
Kontrollmechanismen werden als DNA-Schadensantwort (DDR, DNA Damage Response)
bezeichnet. Ein wichtiger Bestandteil der DDR sind Tumorsuppressor-Proteine, die durch
Signalkaskaden den Zellzyklus anhalten und so die Zelle in Seneszenz oder Apoptose versetzen
konnen. Die zwei wichtigsten an solchen Signalkaskaden beteiligten Proteine sind p53 und p16.
Das fir diese Arbeit wichtige Tumorsuppressor-Protein ist das Protein p16'NK4 welches als
Cyclin-Kinase-Inhibitor der CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4) fungiert. Damit der
Zellzyklus von der G1-Phase in die S-Phase Ubergehen kann, wird ein Transkriptionsfaktor
benétigt, der verschiedene dafuir notwendige Gene transkribiert. Dieser ist gebunden an das Rb-
Protein und kann sich nur von diesem trennen und dadurch aktiv werden, wenn dieses
phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung des Rb-Proteins wird von CDK4 durchgefihrt. Die
Hemmung von CDK4 durch p16 flhrt zu einem Stopp des Zellzyklus, da die Zelle nicht von
der G1 in die S-Phase Ubertreten kann. Je mehr Stressfaktoren eine Zelle ausgesetzt ist, desto
hoher ist deren p16-Expression. Dies erklart, weshalb die p16-Menge in Zellen mit dem Alter
ansteigt (ALCORTA et al., 1996; BEN-PORATH, WEINBERG, 2004). P16 in Lymphozyten
dient als Biomarker fur die zelluldre Alterung (LIU et al., 2009). Der INK4a/ARF-Genlokus
des Proteins pl6 steht mit altersassoziierten Erkrankungen wie Diabetes, Alzheimer und
kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung. Man geht davon aus, dass INK4a/ARF-
Antworten Alterungsprozesse beschleunigen, wenn so viele Zellschéden vorliegen, dass die
Regenerationskapazitat eines Gewebes uberschritten wird (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

2.3.1.2 Seneszente Zellen

Die steigende Anzahl seneszenter Zellen und deren Anhdufung in verschiedenen Geweben
tragen malgeblich zum Alterungsprozess bei. Seneszente Zellen werden zum Teil durch das
Immunsystem und Phagozytose eliminiert. Die Anzahl akkumulierter seneszenter Zellen steigt
mit zunehmendem Lebensalter durch deren erhéhte Produktion und eine entstehende
Immunseneszenz  (AUNAN et al, 2016). Die seneszenten Zellen sezernieren
proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und weitere Molekile, die als Seneszenz-
assoziierter sekretorischer Phénotyp (SASP) zusammengefasst werden. Dies dient einerseits

der Kommunikation mit dem Immunsystem, der Geweberegeneration und der
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Tumorsuppression. Andererseits kann eine chronische SASP-Aktivitat seneszenter Zellen in
angrenzenden Zellen zur Seneszenz, damit verbundener Gewebsdysfunktion und
paradoxerweise zur Tumorgenese fihren (VICTORELLI, PASSOS, 2017). Man vermutet, dass
dieselben Mechanismen und Gene, die den Korper in jungen Jahren vor Schaden wie
neoplastischen Erkrankungen schiitzen, gleichzeitig auf Dauer zur Alterung und Entstehung
altersbedingter und neoplastischer Erkrankungen beitragen. Diese Hypothese wird als
antagonistische Pleiotropie bezeichnet (CAMPISI, 2003).

2.3.2 Telomere und Telomer-assoziierte Proteine

Telomere sind die Enden eukaryotischer Chromosomen (MCCLINTOCK, 1941; MULLER,
1938) und bestehen aus nicht-codierender doppelstrangiger repetitiver DNA der Sequenz
TTAGGG (BLACKBURN, GALL, 1978). Sie dienen dem Schutz der Chromosomen vor End-
zu-End-Verschmelzungen, genomischer Instabilitat, sowie dem Verlust genomischer DNA
wahrend der Zellteilung (BLASCO, 2005; LEVIS, 1989). Bei jeder Zellteilung verkirzen sich
die Telomere aufgrund des End-Replikations-Problems (HARLEY et al., 1990; OLOVNIKQV,
1996; WATSON, 1972). Nach ca. 50 Zellteilungen, dem sogenannten Hayflick-Limit
(HAYFLICK, MOORHEAD, 1961), hat die Zelle eine kritische Telomerlange erreicht und es
kommt zur zelluldren Seneszenz oder dem programmierten Zelltod (Apoptose) (HERRMANN
et al., 2018). Ab einer kritisch kurzen Telomerldnge kdme es bei weiteren Zellteilungen zum
Abbau der codierenden DNA, wodurch die Chromosomen instabil wirden. Daher ist die
Induktion der Apoptose bzw. Seneszenz eine physiologische Konsequenz zum Schutz des
Genoms. Dysfunktionale Telomere I6sen eine DNA-Schadensantwort aus, die zur Seneszenz
fuhrt (HERRMANN et al., 2018). Eine Telomerdysfunktion kann aus verschiedenen Griinden
vorliegen, unter anderem bei Verkirzung der Telomere, Verlust der Telomerasefunktion,
strukturellen Schaden oder Defekten der Telomer-assoziierten Proteine. Je nach Intaktheit der
DDR kann es zur Alterung oder Tumorgenese kommen (ZHANG et al., 2012).

An den Enden der Telomere befindet sich ein einzelstrangiger 3 -Uberhang, der sich zur
doppelstrangigen Telomer-DNA hin zurlicklagert und dadurch die sogenannte T-Loop-Struktur
bildet, die dem Schutz der Telomerenden dient (DE LANGE, 2002; GRIFFITH et al., 1999).
Ohne diese Struktur wiirde der frei liegende 3¢-Uberhang als Strangbruch erkannt werden und
DNA-Reparaturmechanismen in Gang setzen (BLACKBURN, 2001) (Abb. 5).
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Abbildung 5: Bedeutung T-Loop-Struktur, (DE LANGE, 2002).
Eine Auflésung der T-Loop-Struktur fuhrt zu DNA-Reparaturmechanismen und Telomerverschmelzungen.

2.3.2.1 Telomer-assoziierte Proteine

Der T-Loop wird durch den aus den sechs Proteinen TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TTP1 und
RAPL1 bestehenden Shelterin-Komplex stabilisiert. Diese Proteine kommen nur an den Enden
der Chromosomen vor, stehen ausschliellich in Zusammenhang mit dem Telomerkomplex und
sind Bestandteil aller Zellzyklus-Phasen (DE LANGE, 2005). Ohne die T-Loop-Struktur und
den Shelterin-Komplex wiirden die Telomerenden als DNA-Schaden interpretiert werden. Hier
kommen die beiden wichtigen DNA-Reparaturmechanismen nicht-homologe Endverknipfung
(NHE) und homologe Rekombination (HR) zum Tragen. Das fir die NHE verantwortliche
Enzym DNA-Proteinkinase besteht aus einer Kkatalytischen Untereinheit und einem
heterodimeren Protein Ku, welches sich aus den Untereinheiten Ku70 und Ku80
zusammensetzt. Das Protein Ku bindet sequenzunspezifisch mit hoher Affinitdt an DNA-Enden
(BAILEY et al., 1999). Die NHE fuhrt zu chromosomalen End-zu-End-Verschmelzungen. Die

HR fuhrt zu einem Sequenz-Austausch zwischen Telomeren untereinander oder Telomeren und
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anderen DNA-ADbschnitten. Es existieren zwei wichtige Signalkaskaden, die aktiviert werden,
wenn DNA-Doppelstrangbriiche registriert werden: Der ATM-Kinase-Weg und der ATR-
Kinase-Weg, die zu NHE, HR, Apoptose oder Seneszenz fiihren konnen (DE LANGE, 2009).
In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine TRF2 und POT1 des Shelterin-Komplexes

untersucht, auf deren Funktion im Folgenden eingegangen wird.

TRF2 (telomeric repeat binding factor 2) bindet direkt an die doppelstrangige Telomersequenz
(BILAUD et al., 1997; DE LANGE, 2002). Dieses Protein ist ein zentraler Faktor fiir den
Schutz vor Telomerdysfunktion und chromosomalen Verschmelzungen. Eine besondere
Bedeutung hat TRF2 fiir die Ausbildung der T-Loop-Struktur. Bereits in vitro ist TRF2 in der
Lage T-Loops auszubilden (DE LANGE, 2002; VAN STEENSEL et al., 1998). Es wurde
beobachtet, dass die Expression einer mutierten Telomerase ohne TRF2-Bindungsstellen zur
Apoptose fihrt. Die Hemmung von TRF2 fiihrt unabhéngig vom Zeitpunkt der Replikation
uber direkte Aktivierung des p53/ATM-Kinaseweges zur Apoptose. Zudem bewirkt eine TRF2-
Hemmung tber den p53- oder den p16-Weg die zelluldre Seneszenz. Ein TRF2-Verlust kommt
somit einer Zelle gleich, die kritisch kurze Telomere aufweist. Zudem konnte man bei TRF2-
Hemmung chromosomale und Telomer- End-zu-End-Verschmelzungen beobachten, die am
ehesten durch NHE entstehen. Man hat einen Verlust des 3¢-Uberhangs bei TRF2-Hemmung
festgestellt. Man nimmt an, dass dadurch keine T-Loop-Formation mehr ausgebildet werden
kann und das 3‘-Ende der Telomere als Strangbruch von den DNA-Reparaturmechanismen
registriert wird (DE LANGE, 2009). Der Verlust von TRF2 fuhrt zum Zellzyklus-Arrest mit
Hochregulation des p53/ATM-Kinaseweges. Daraus lasst sich schlieBen, dass TRF2 eine
Schutzfunktion durch Repression des ATM-Kinaseweges besitzt. Zusammen mit POT1
blockiert TRF2 sowohl die NHE als auch die HR (DE LANGE, 2009) (Abb. 6).
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Abbildung 6: TRF2-Hemmung, (DE LANGE, 2002).
A: TRF2-Hemmung fiihrt zum Verlust der Schutzfunktion der Telomere. B: TRF2-Hemmung fiihrt iber

p53/ATM-Kinase-Weg zur Apoptose und Uber den p53/p21 oder p16/Rb-Weg zur Seneszenz.

Das Protein POT1 (protection of telomeres 1) bindet als Teil des Shelterin-Komplexes an den
3¢-Uberhang (BAUMANN, CECH, 2001). Es schiitzt nicht nur das Ende der Telomere sondern
hat auch einen Einfluss auf die Regulation der Telomerldange (WU et al., 2006). Wenn POT1
gebunden an das 3°-Ende vorliegt und die T-Loop-Struktur stabilisiert, hat die Telomerase
keinen Zugang zur Telomersequenz. Man geht davon aus, dass POT1 vom TRF1-Komplex
rekrutiert wird, zusammen mit dem TRF1-Komplex die Telomerlédnge misst, diese Information
ubermittelt und durch Bindung bzw. T-Loop-Stabilisierung den Zugang der Telomerase
blockiert (Abb. 7). Je langer die Telomere sind, desto hoéher sind die messbaren POT1- und
TRF1-Konzentrationen. Dies legt nahe, dass POT1 eine negative Feedback-Funktion besitzt
und verhindert, dass bei langen Telomeren eine weitere Verlangerung stattfinden kann (DE
LANGE, 2009; SMOGORZEWSKA, DE LANGE, 2004). So wie TRF2 den ATM-Kinaseweg
unterdrickt, unterdriickt POT1 den ATR-Kinaseweg und schiitzt so vor Senesenz, Apoptose
und homologer Rekombination (DE LANGE, 2009).

Das fur die DNA-Reparatur wichtige Protein Ku70 ist darlber hinaus am Schutz und der
Stabilisierung der Telomerenden beteiligt. Bei Ku-defizienten Mausen konnten
Telomerverschmelzungen und der Verlust von Telomersequenzen beobachtet werden
(BAILEY et al., 1999). Ku bindet nicht direkt an die Telomer-DNA, sondern uber einen hoch

affinen Protein-Protein-Komplex mit dem zum Shelterin-Komplex gehdrenden Protein TRF1,
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welches unter anderem fir die Telomerlangenregulation verantwortlich ist. Man geht davon
aus, dass durch diese Bindung DNA-Reparatur-Bindungsdomainen des Proteins Ku blockiert
werden, sodass keine NHE stattfinden kann (HSU et al., 2000). Ku fungiert dariiber hinaus als
Repressor der homologen Rekombination (DE LANGE, 2009). Zudem hat Ku Einfluss auf die
Telomerlange, indem es mit dem Enzym Telomerase Gber Bindung an deren RNA-Untereinheit
interagiert (TING et al., 2005).

Die Rolle des Tumorsuppressor-Proteins p16 in Bezug auf die Telomerbiologie ist bisher nicht
genau bekannt. Einige Studien gingen davon aus, dass eine Seneszenz-Induktion aufgrund einer
Telomerdysfunktion primar tber p53 und nicht tber p16 lauft (BEAUSEJOUR et al., 2003).
Eine andere Studie hat anhand von TRF2-defizienten Zellkulturen eine Beteiligung von p16 an
einer p53-unabhéngigen Antwort auf Telomer-Schaden beobachtet (JACOBS, DE LANGE,
2004). In einer weiteren Studie fuhrte eine initiierte Telomerdysfunktion und zusétzliche p16-
Deletion zu einer Verhinderung der Seneszenz. Daraus lasst sich vermuten, dass pl6

mafgeblich an der Telomer-induzierten Seneszenz beteiligt ist (ZHANG et al., 2012).

15



2.3.2.2 Telomerase

Aufgrund des End-Replikations-Problems ist die reguldare DNA-Polymerase, welche nur in 5°-
3‘-Richtung synthetisieren kann, nicht in der Lage, das Chromosomenende komplett zu
replizieren. Der DNA-Einzelstrang der gegenldufigen Richtung muss daher in Fragmenten
synthetisiert werden. Zur Synthese werden jeweils kurze RNA-Primer benétigt. Der letzte
Primer, der entfernt wird, hinterlasst einen 3‘-Uberhang, eine Liicke, die nicht gefiillt werden
kann. Somit verkirzen sich die Telomere bei jeder Zellteilung. Dieses Problem kann von dem
Enzym Telomerase umgangen werden. Die Telomerase besteht aus einer reversen
Transkriptase (TERT, Telomerase Reverse Transcriptase Protein) und einer RNA-Untereinheit
(TERC). Die RNA-Untereinheit dient der reversen Transkriptase als interner Primer. Durch
reverse Transkription der Primer-RNA in DNA kann die Telomerase somit der Verkiirzung der
Telomere entgegenwirken (GREIDER, BLACKBURN, 1985; SMOGORZEWSKA, DE
LANGE, 2004). Der Telomerase ist der Zugang zu den Telomeren nur méglich, wenn die T-
Loop-Struktur aufgelést wird. Man spricht von zwei Stadien, in denen sich die Telomere
befinden: Im Stadium der schitzenden T-Loop-Kappe und in dem aufgeklappten Stadium ohne
Kappe (BLACKBURN, 2001). Der Shelterin-Komplex beeinflusst den Wechsel zwischen den
Stadien, reguliert dadurch den Zugang der Telomerase zu den Telomerenden und beeinflusst
somit die Telomerlange. Man vermutet, dass es durch die zunehmende
Telomerlangenverkiirzung zur Destabilisierung der T-Loop-Struktur sowie zu Anderungen des
Proteinkomplexes kommt (GRIFFITH et al., 1999). Auch bei Telomeren normaler Lénge hat
man beobachtet, dass es durch Verlust von Proteinen des Shelterin-Komplexes zu
beschleunigter Zellalterung kommt (LOPEZ-OTIN et al., 2013) (vgl. 2.3.2.1).

In den meisten somatischen Zellen ist die Enzymaktivitat der Telomerase gering oder nicht
messbar. Eine Ausnahme stellen Zellen mit einer starken Proliferationsfahigkeit, wie
Keimzellen, Stammzellen proliferierender Gewebe, Tumorzellen und aktivierte Immunzellen
dar (Abb. 8). In aktivierten Lymphozyten liegt eine hohe Telomeraseaktivitat vor. Man geht
davon aus, dass dies der Immunseneszenz entgegenwirkt und der schnellen klonalen
Zellexpansion dient (DE PUNDER et al., 2018).
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Abbildung 8: Molecular and biological hallmarks of aging, (AUNAN et al., 2016).

Telomere verkirzen sich mit jeder Zellteilung. Das Enzym Telomerase ist dazu in der Lage, die Telomere und
damit das Leben der Zelle zu verlangern und moéglicherweise eine Immortalitat bei Krebszellen zu bewirken.
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2.3.2.3 Messung der Leukozyten-Telomerlénge als Marker fur kardiovaskulare Gesundheit
und Krankheit

Die Telomerlénge in Leukozyten verkirzt sich jahrlich um ca. 30-35 Basenpaare. Manche
Studien zeigen, dass Leukozyten représentativ fir die Telomerlangenverkiirzung im gesamten
Korper sind (HERRMANN et al., 2018). Es wird postuliert, dass die Geschwindigkeit, mit der
sich die Telomere verkdrzen, in allen Geweben vergleichbar ist (DANIALI et al., 2013). Dieser
Synchronisations-Hypothese zufolge wirde die altersabhéngige Telomerlangenverkirzung in
zirkulierenden Leukozyten einen reprasentativen Parameter fur den gesamten Korper
darstellen. Andere Studien gehen von einer Gewebsspezifitat der Telomerldnge aus: Je nach
Proliferationsaktivitat unterscheiden sich schwach von stark proliferierende Gewebe in ihrer
Telomerlange (LUDLOW et al., 2013). Unterschiede zwischen Individuen konnten auch auf
einer im frihen Leben festgelegten gewebsspezifischen Telomerléange basieren, die sich bei in
allen Geweben gleicher Telomerlangenverkirzungsgeschwindigkeit im Verhaltnis nicht
veréndert (DANIALI et al., 2013).

Die Telomerlédnge, gemessen in zirkulierenden Leukozyten, entspricht der Telomerléange in
BlutgefaRen. Kurze Telomere sind assoziiert mit fortgeschrittener Atherosklerose und
kardiovaskuldren Erkrankungen (CVD, cardiovascular diseases). In einer prospektiven Studie
wurde die Telomerlange in zirkulierenden Blutzellen gemessen und die Entwicklung von
Karotisatherosklerose sowie der kardiovaskularen Ereignisse ischdmischer Apoplex und akuter
Myokardinfarkt ber einen Zeitraum von zehn Jahren erfasst. Die Probanden, bei denen im
Verlauf CVD-Ereignisse auftraten, hatten kiirzere Leukozyten-Telomere. Man erklart sich dies
durch eine entstehende Plaqueinstabilitat durch Telomer-bedingte Seneszenz. In seneszenten
Endothelzellen konnte eine verminderte Reparations- und Remodeling-Kapazitat festgestellt
werden. Bei fortgeschrittener Atherosklerose fihren ein erhohter Zellumsatz, eine
beeintrachtigte Phagozytenaktivitat sowie inflammatorischer und oxidativer Stress zur
Akkumulierung seneszenter Zellen. Diese fordern eine Gewebsinflammation und einen Matrix-
Abbau, der zur Ausdiunnung der fibrosen Plaque-Kappe flihrt. Zudem wurde eine inverse
Korrelation der Leukozyten-Telomerldnge mit dem familienanamnestischen CVD-Risiko
festgestellt. Daraus lasst sich schlieBen, dass eine mdgliche Vererbbarkeit der Leukozyten-
Telomerlénge zur individuellen Préadisposition zu CVD beitragen konnte. Das obere und untere
Terzil der Telomerlangen unterschieden sich in ihrem CVD-Risiko um einen Faktor, der der
Differenz von 13,9 Jahren des chronologischen Alters entspricht. Die Leukozyten-

Telomerlange gilt als vom chronologischen Alter, Geschlecht und klassischen kardiovaskuldren
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Risikofaktoren unabhangiger Risiko-Pradiktor fir die Entwicklung kardiovaskuldrer
Erkrankungen (WILLEIT et al., 2010).

Eine Metaanalyse zeigt pro Standardabweichung reduzierter Telomerlange ein 21%
gesteigertes Risiko fur die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung (CODD et al., 2013).
In einem Review wurde eine inverse Korrelation von Leukozytentelomerlange und Risiko fiir
KHK (definiert als Myokardinfarkt, KHK-Tod, Koronarrevaskularisation), unabhangig von
konventionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren, festgestellt (HAYCOCK et al., 2014). Die
Verkirzung der Telomere mit zunehmendem Alter ist bereits lange bekannt. Dariiber hinaus
hat eine Metaanalyse zweier groRer prospektiver Studien nach Korrektur der Daten in Bezug
auf diese Alterskorrelation eine Assoziation kurzer Telomere mit einem gesteigerten Risiko flr
einen Tod jedweder Ursache im Vergleich zu Personen mit langeren Telomeren festgestellt
(MONS et al., 2017).

2.4 Vorarbeiten zu korperlicher Aktivitat und kardiovaskularer Zellalterung

Korperliche Aktivitat konnte unter anderem deswegen positive kardiovaskuldre Effekte haben,
da sie die zellulare Seneszenz und das Telomersystem beeinflusst. Aufgrund von
gegensatzlichen Beobachtungen, einer Methodenvielfalt und einem Mangel an kontrollierten
Langsschnittstudien ist die Assoziation sportlicher Aktivitat mit der Telomerlange jedoch noch
nicht ausreichend gesichert. Aullerdem ist der Einfluss von Art, Intensitdt, Haufigkeit, Dauer
und Gesamtmenge der sportlichen Aktivitat, der notig ist, um zelluldre Alterung und Telomere
zu beeinflussen, noch unklar (MUNDSTOCK et al., 2015).

In einer systematischen Uberpriifung und Metaanalyse wurde bei zwanzig (54%) der
eingeschlossenen Studien kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen sportlicher
Aktivitat und Telomerldnge gefunden, wahrend bei funfzehn (41%) Studien eine positive
Assoziation festgestellt wurde (MUNDSTOCK et al., 2015). In zwei Studien wurde hingegen
eine invertierte U-Korrelation in Bezug auf die Telomerldnge sportlich aktiver Personen
gefunden (LUDLOW et al., 2008; SAVELA et al., 2013). Dies bedeutet, dass man sowohl bei
Nicht-Sportlern als auch bei Extrem-Sportlern, entsprechend den beiden Endpunkten der U-
Kurve, kirrzere Telomere als bei moderaten Sportlern messen konnte. In der Studie von Savela
und Kollegen wurde die Telomerlange nach 29 Jahren korperlicher Aktivitat bestimmt
(mittleres Probandenalter 76 Jahre). Beziiglich der anhand ausflhrlicher Fragebdgen erfassten

sportlichen Aktivitat wurden Walken und Fahrradfahren als moderate Aktivitat gewertet,
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wéhrend hohe Aktivitat Laufen, Schwimmen und Hochleistungssport beinhaltete (SAVELA et
al., 2013). Ludlow und Kollegen beobachteten die U-Korrelation bei 69 Freiwilligen im Alter
von 50 bis 70 Jahren in Bezug auf die letzten funf Jahre selbstberichteter korperlicher Aktivitét
(LUDLOW et al., 2008).

Eine mogliche Erklarung dieses Sachverhalts wére, dass es durch akute Sportexposition hoher
Intensitat zu oxidativem Stress, DNA-Sché&den und inflammatorischen Prozessen kommt, die
zu einer hoheren reparaturbedingten Zellproliferationsrate fihren, wodurch es zur
Beschleunigung der Telomererosion kommt. Dies wirkt sich noch nicht nach akuter Belastung
sondern erst nach Langzeit-Belastung auf die Telomerldnge aus und konnte mit der
antioxidativen Kapazitat der Immunzellen korrelieren (LUDLOW et al., 2013). Durch
langfristige sportliche Aktivitat kommt es andererseits zu einer Verbesserung der anti-
inflammatorischen und antioxidativen Antwort. Es ist denkbar, dass die anti-inflammatorischen
und antioxidativen Effekte sportlicher Aktivitat der Hormesis-Hypothese folgen. Moderate
Dosen sportlicher Aktivitat konnten sich dementsprechend positiv auf einen Organismus
auswirken, wéahrend sehr hohe Dosen auch mit schédlichen Effekten einhergehen konnten
(MUNDSTOCK et al., 2015).

Im Gegensatz dazu wurde in anderen Studien eine mit steigender Sport-Intensitéat reduzierte
Mortalitdt sowie langere Telomere entsprechend eines linearen Dosis-Antwort-Prinzips
beobachtet (SAVELA et al., 2013).

Bei Mannern mit einem niedrig-Risiko Prostatakarzinom konnte 5 Jahre nach einer Lifestyle-
Intervention, die neben Diét und Stressmanagement regelméliiges moderates Ausdauertraining
im Sinne von Walking beinhaltete, eine Zunahme der relativen Leukozyten-Telomerlange
festgestellt werden (ORNISH et al., 2013). In einigen Studien konnten dartiber hinaus positive
Auswirkungen korperlicher Aktivitat auf Telomerase, Telomer-assoziierte Proteine und
Seneszenzmarker festgestellt werden. Freiwilliges Laufradtraining fuhrte bei Mdusen nach 21
Tagen bzw. nach 6 Monaten zu einer Hochregulation der myokardialen Telomerase sowie der
TERT- und TRF2-Expression und zu einer Herabregulation der pro-seneszenten Marker Chk2,
p53 und pl16. Zudem kam es bei Mausen nach dreiwtchigem Laufradtraining zu einer
Verhinderung der durch Doxorubicin induzierten myokardialen Apoptose (WERNER et al.,
2008).

In einer weiteren tierexperimentellen Studie konnte nach dreiwdchigem freiwilligem
Laufradtraining bei Maéusen im Vergleich zu inaktiven Kontrollen eine erhohte
Telomeraseaktivitait in  mononukledren Zellen (MNC) und thorakaler Aorta, eine

Hochregulation der TERT-, TRF2-, TRF1- und Ku70-Expression und eine Herabregulation von
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Chk2, p53 und pl6 beobachtet werden. In dieser Studie zeigte sich bei den Mausen ein
systemischer Effekt, da die Ergebnisse von Aortenwand, MNCs aus dem Knochenmark, Blut
und Milz Gbereinstimmten. Bei TERT-Knockout-Mé&usen konnte keiner der genannten durch
korperliche Aktivitat erzielten Effekte beobachtet werden. Zudem wiesen diese Mause eine
Hypertonie auf. Dies konnte neben dem indirekten Effekt der Beeinflussung der
Zellproliferation und Telomererosion flr einen zuséatzlichen direkten vaskuldaren Effekt des
Telomerkomplexes sprechen. In der gleichen Arbeit wurden junge (~ 20 Jahre) und mittelalte
(~ 51 Jahre) Leichtathleten untersucht, um die Ubertragbarkeit der Tierexperimente auf
Menschen zu testen. Bei beiden Sportlergruppen konnten in MNCs im Vergleich zu gleichalten,
sportlich inaktiven Kontrollen eine erhohte Telomeraseaktivitait und TRF2-Expression
festgestellt werden. Eine reduzierte Telomerverkiirzung und p16-Expression sowie eine erhohte
Ku70-Expression konnte nur bei den mittelalten Athleten beobachtet werden (WERNER et al.,
2009).

Bisher existieren wenige kontrollierte Daten zum Einfluss unterschiedlicher Sportmodalitaten
auf die Telomere. In einer aktuellen randomisierten, kontrollierten und prospektiven Studie
beobachtete man bei 30-60 Jahre alten, vorausgehend sportlich inaktiven Personen eine
Erhohung der Telomeraseaktivitat und der Telomerlédnge in Lymphozyten und Granulozyten
nach sechsmonatiger, kontrollierter Intervention mit Ausdauer- und Intervalltraining, nicht
jedoch mit Krafttraining. Die Probanden, die Ausdauer- und Intervalltraining ausfiihrten, hatten
eine hohere maximale Herzfrequenz als die Krafttrainingsgruppe. Eine hohere maximale
Herzfrequenz konnte durch erhohten Scherstress in den GeféRen eine gesteigerte NO-
Ausschuttung bewirken, was erklaren konnte, weshalb die beobachteten Effekte nicht in der
Krafttrainingsgruppe auftraten. Der mittlere VO2max-Wert und die mittlere Ruheherzfrequenz
war in allen drei Interventionsgruppen vergleichbar. Die Probanden mit tiberdurchschnittlichen
VO2max-Werten wiesen jedoch eine hohere Telomeraseaktivitat auf, als diejenigen mit
geringeren Werten. Zudem wurden in der gleichen Studie Akuteffekte von Ausdauertraining
mit denen von Krafttraining verglichen. Es konnte nur bei Ausdauertraining eine Telomerase-
Erhéhung fiir ca. vierundzwanzig Stunden beobachtet werden (WERNER et al., 2019) .

Die Effekte von FufRballtraining auf die kardiovaskuldare Zellalterung sind noch kaum
untersucht. Eine aktuelle Metaanalyse und systematische Uberpriifung, die Méanner und Frauen
im Alter von 40 Jahren und héher einschloss, kam zu dem Schluss, dass Freizeit-FuRballtraining
zu einer verbesserten kardiovaskularen Funktion, Korperzusammensetzung und funktionellen
Féahigkeit fiihrt und somit als alternative Sportmodalitdt zur Verzdgerung altersassoziierter

physischer und physiologischer Verdnderungen und zum Erhalt eines aktiven Lebensstils
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genutzt werden sollte (LUO et al., 2018). Ob dies auf zellularer Ebene zu Effekten fiihrt, ist
unbekannt.

FuBballtraining ist eine Sportart mit einem intermittierenden Bewegungsmuster, bestehend aus
anaeroben Phasen hoher Intensitat, im Wechsel mit Erholungsphasen geringerer Intensitat.
Einem Review zufolge hat FuRballtraining mit Ausdauertraining vergleichbare und im
Vergleich zu moderatem Intervall- und Krafttraining starkere positive Auswirkungen auf das
kardiovaskuldre System, die maximale aerobe Leistungsféhigkeit, den Blutdruck, den
Fettstoffwechsel, die Knochen und die Muskeln (KRUSTRUP et al., 2010a). Bei untrainierten
Ménnern im durchschnittlichen Alter von 68 Jahren kam es nach einjéhriger Intervention mit
FuBball- oder Krafttraining bei den FulRballspielern zu vorteilhaften kardiovaskularen Effekten:
Der linksventrikuldre innere diastolische Durchmesser und das enddiastolische Volumen
erhdhten sich, die rechtsventrikuldre systolische Funktion verbesserte sich und die
Ruheherzfrequenz verringerte sich. Diese Effekte konnten nicht in der Krafttrainings- und
Kontrollgruppe beobachtet werden. Bei beiden Sportinterventionsgruppen kam es zu einer
erhdhten linksventrikuldren Ejektionsfraktion (SCHMIDT et al., 2014). FuRballtraining zuvor
untrainierter, mild bis moderat hypertensiver Manner (~ 46 Jahre) fuhrte nach drei Monaten zu
einem grofReren linksventrikuldaren enddiastolischen Volumen, einer verbesserten
linksventrikuldren diastolischen und systolischen Funktion sowie erniedrigten Blutdruckwerten
(ANDERSEN et al., 2014a). Zwolfwochiges FuBballtraining zuvor untrainierter Ménner (~ 68
Jahre) flhrte zu einer im Vergleich zu vor der Intervention um 15% gesteigerten VO2max. Nach
der Intervention kam es zu einer geringeren Herzfrequenz im Gehen (ANDERSEN et al.,
2014b). Eine flinfzehnwochige FuRballintervention bei 35-50 Jahre alten prdmenopausalen
Frauen mit moderater Hypertonie flihrte zu deutlich erniedrigten Blutdruckwerten, einer
verringerten Gesamtcholesterin- und Triglyzeridkonzentration und einer reduzierten totalen
Korperfettmasse im Vergleich zur inaktiven Kontrollgruppe (MOHR et al., 2014). 55-70 Jahre
alte Manner und Frauen mit Pradiabetes wurden fur eine sechzehnwdchige Intervention in die
Gruppen ,,FuBiball und Didt“ und ,Didt“ eingeteilt. Im prd- und postinterventionell
durchgefiihrten oralen Glukosetoleranztest zeigten beide Gruppen niedrigere Werte, die
FuBballgruppe wies jedoch niedrigere Werte auf als die Diadtgruppe. Bei den FuBballspielern
kam es zu einem starkeren Abfall des mittleren arteriellen Drucks, einem grofieren
Korperfettverlust und einem starkeren Anstieg der Korpermagermasse als bei der Diat-Gruppe
(SKORADAL et al., 2018). In einer Querschnittsstudie wurde bei jungen Profifu3ballspielern
(18-30 Jahre) und élteren langjahrigen FuBballspielern (65-80 Jahre) im Vergleich zu
gleichalten, untrainierten Kontrollpersonen in der Femur- und Ganzkorper-DXA eine hohere
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Knochendichte gemessen. Die alten FuRballspieler hatten trotz eines Altersunterschieds von 47
Jahren eine hohere Knochendichte als die untrainierten jungen Kontrollpersonen (HAGMAN
et al., 2018). Bei 20 bis 43 Jahre alten untrainierten Ménnern flihrte eine Intervention mit
Fulballtraining zu einer gesteigerten Quadrizeps-Muskelmasse. Dieser Effekt konnte nicht bei
der verglichenen Lauftrainings-Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe beobachtet werden
(KRUSTRUP et al., 2010b). Eine einjahrige Intervention mit FuBballtraining flhrte bei
untrainierten, durchschnittlich 68 Jahre alten Mé&nnern zu einer Zunahme der Kraft und
Bewegungsgeschwindigkeit der ischiokruralen Muskulatur sowie einer Verbesserung der
funktionellen Bewegungsféahigkeiten (SUNDSTRUP et al., 2016).

Basierend auf der kurzlich durchgefiihrten Vorstudie der Arbeitsgruppe Werner und Kollegen
(WERNER et al., 2019), die wie oben beschrieben eine Reduktion der Zellalterung in
zirkulierenden Zellen ausschliel3lich bei akutem und chronischem Ausdauertraining, aber nicht
bei Krafttraining nachwies, stellte sich die Frage, ob regelmaiiges FuRballtraining

vergleichbare Effekte haben konnte.
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Telomerbiologie stellt einen wichtigen Bestandteil kardiovaskularer Alterungsprozesse und
der Entwicklung altersassoziierter Erkrankungen dar. Sport konnte aufgrund seiner
Beeinflussung des Telomersystems und weiterer Seneszenz-assoziierter Parameter als eine
effektive primér und sekundar praventive MalRnahme zur Vorbeugung altersbedingter und
kardiovaskularer Erkrankungen identifiziert werden. Nach den genannten umfangreichen
Vorarbeiten stellte sich die Frage, ob Ful3ball, eine Sportart mit einer dynamischen Mischung
aus Ausdauer-, Intervall- und Kraftsport sowie Teamspiel eine vergleichbare Wirkung auf
Regulatoren der zellularen Alterung haben konnte. Es existieren nach aktueller Kenntnis keine
Studien zur Frage, ob FuRballtraining die altersbedingte Telomerldngenverkirzung und
dadurch méglicherweise den biologischen Alterungsprozess beeinflussen kann. Aus diesem
Grund war das Ziel dieser Studie, die Effekte von regelmdligem professionellem
Fulballtraining auf die Telomerldange sowie auf Telomer-assoziierte Gene und Enzyme in
Leukozyten von jungen und alten mannlichen Profi-FuBballspielern mit geschlechts- und
altersgleichen sportlich inaktiven Personen zu vergleichen. Daraus ergaben sich folgende

Fragestellungen fur diese Studie:

1. Wie beeinflusst FuBballtraining die Expression von Genen Telomer-assoziierter
Proteine, die Telomeraseaktivitit und die Telomerlange bei jungen Profi-
FuRRballspielern im Vergleich zu jungen sportlich inaktiven Kontrollpersonen

2. Wie beeinflusst FuBballtraining die Expression von Genen Telomer-assoziierter
Proteine, die Telomeraseaktivitat und die Telomerlange bei alten Profi-FuBBballspielern
im Vergleich zu alten sportlich inaktiven Kontrollpersonen

3. Welche Faktoren und klinischen Parameter sind mit Effekten von Ful3balltraining auf

die Telomerlange assoziiert
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3 Material

3.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Substanz

a-D (+) -Glukose

Aqua dest.

Beads (Quantum FITC-5-MESF)
BSA (Bovines Serumalbumin)
Chloroform

1x CHAPS lysis buffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNAse |

Ethanol

FACS-Flow
FITC-PNA-Sonde

FKS (Fotales Kalberserum)
Formamid

HEK-Zellen

Hepes

Isopropanol

LDS 751

Hersteller

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Bangs Laboratories,Inc., USA

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt
Trapeze, MP Biochemicals, Germany
Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Peqglab, Erlangen

VWR, Chemicals Prolabo, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg
Cambridge Research Biochemicals, UK
Gibco, Thermo Fisher, USA

Roth, Bioscience-Grade

Gibco, Karlsruhe, Germany

Gibco, Thermo Fisher, USA

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific
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Light cycler Fast Start SYBR Green-

PCR Master Mix Roche, Mannheim
Methanol Merck, Darmstadt
Magnesiumchlorid Roche, Mannheim
Natriumchlorid Braun, Melsungen

Power SYBR Green PCR Master Mix  Life technologies, Thermo Scientific

RNAsin (RNAse Inhibitor) Promega GmbH, Mannheim

RNAse Inhibitor Applied Biosystems, ThermoFisher, USA
RPMI-1640-Medium Gibco by live Technologies

SYBR Green Master Mix Applied Biosystems, Thermo Fisher, USA
TRAPeze 1x CHAPS Lysis Buffer Trapeze, MP Biochemicals, Germany
Tween20 Sigma-Aldrich, Steinheim

peqGOLD dNTP-Mix Peglab, Erlangen

peqGOLD RNApure Peqlab, Erlangen

peqGOLD DNAse 1 Peglab, Erlangen

3.2  Primer und Sonden

3.2.1 Primer Realtime PCR

Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany; 1:20 verdiinnt; for = forward; rev = reverse

Tel-for CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGG TT

Tel-rev GGCTTGCCTTACC CTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT

36b4-for 5’-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3



36b4-rev 5’-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3

18s-for 5-TTGATTAAGTCCCTGCCCTTT GT-3°
18s-rev 5-CGA TCC GAG GGC CTC ACT A-3°
TRF2-for 5’-TGT CTG TCG CGG ATT GAA GA-3’
TRF2-rev 5’-GCT GGA AGG TCT CAT ATG AA-3°
POT1-for 5-TGGGTATTG TACCCC TCC AA -3
POT1-rev 5- GAT GAA GCA TTC CAA CCA CGG-3°
Ku70-for 5’-GAG CAT CCA GTG TAT CCA AA-3’
Ku70-rev 5’-CAG CAT GAT CCT CTT ATG AC-3
pl6-for 5-TGCCTTTTC ACT GTG TTG GAG TT-3°
pl6-rev 5-GCA AGA AAT GCC CAC ATG AAT-3
ACX-Primer GCGCGGCTTACCCTTACCCTTACCCTAACC
TS-Primer AATCCGTCGAGCAGAGTT

3.2.2 Sonden fir Flow-FISH

Panagene, Daejeon, Korea, via Cambridge Research Biochemicals, Cleveland, UK

FITC-PNA-Sonde FITC-OO-CCCTAACCCTAA CCCTAA
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3.3 Losungen, Medien, Puffer

10xPBS

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Na2HPO4
KH2PO4

Tween20

Telomerléangen-PCR

Mastermix

Realtime-PCR mit cDNA

Mastermix

80g

29

14,49

2,49 zu 1l mitH20pH 7,4

1%

9,2ul Aqua dest.
0,4pl forward-Primer (1:20 verdiinnt) 36b4/ Tel02
0,4l reverse-Primer (1:20 verdiinnt) 36b4 / Tel02

7,0ul SYBR-Green Master Mix

9,0ul Aqua dest.
0,5ul forward-Primer
0,5ul reverse-Primer

7,0ul Power SYBR Green PCR Master Mix
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TRAP-Assay

Mastermix

Flow-FISH

Einfriermedium

Aquilibrierungspuffer (50ml)

Hybridisierungspuffer (50ml)

Waschpuffer (50 ml)

LDS 751

10,6pl Aqua dest.

2ul ACX/TS-Primer (0,1ug Primer TS, 0,05ug Primer
ACX)

0,4pl Magnesiumchlorid (1.5 mM)

2ul Lightcycler Fast Start SYBR Green PCR Master Mix

FKS, 10% DMSO

37,5 ml Aqua dest., 2,59 a-D(+)-Glukose, 500 ul 1M
Hepes, 50 mg BSA in 12 ml Aqua dest. geldst

35 ml deionisiertes Formamid, 1ml 1M Tris (pH 7,5), 0,5
ml NaCl, 2 ml 0,25M Na2PO4 (pH 7,4), 11,5 ml Aqua
dest.

37,5 ml deionisiertes Formamid, 50 mg BSA in 12
ml Aqua dest. geldst, 1 ml 1M Tris (pH 7,1), 50 ul

Tween 20

Konzentration 0,4 pg/ml: 2ul Urlésung (LDS 751
0,1pg/ml Methanol) in 50ml PBS

29



3.4  Molekularbiologische Kits

QlAamp DNA Blood Mini Kit (50) (Quiagen, Hilden, Deutschland)

peqGOLD DNase I Kit (Peglab, Erlangen)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life technologies, Foster City,
USA)

3.5 Gerate

Gerat Hersteller

a) Allgemein:

Heizblock Haep Labor Consult, Bovenden

Kuhlzentrifuge Sigma, Osterode am Harz

Tischzentrifuge Biofugo Pico Heraeus, Thermo Elentron corporation, Osterode

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., USA

Fein-Waage Acculab sartorius group, USA

“Mr. Frosty” Einfrierhilfe Thermo Fisher Scientific, Braunschweig

b) Zellisolation:

Lichtmikroskop Olympus CK2, Japan

Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Hanau

¢) RNA-Isolation, reverse Transkription:

Wasserbad Memmert, Schwabach
Px2 Thermal Cycler Thermo electron corporation, Milford
NanoDrop 2000 Thermo Scientific

pegSTAR 96X Thermal Cycler System Peqlab, Erlangen, Germany
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d) Realtime-PCR:
StepOnePlus Realtime PCR System Life technologies, Warrington, UK

e) TRAP Assay:

Light Cycler 2.0 (Realtime PCR System) Roche, Mannheim

Glaskapillaren Roche, Mannheim

) FlowFISH:

FacsCalibur

(Durchflusszytometrie-System) Becton Dickinson, Heidelberg

3.6 Software

CellQuest Pro Software Version 6.0
StepOne Software Version v2.0
LightCycler Software Version 4.1
Microsoft Excel Version 16.39
Microsoft Word Version 16.39
Graph Pad Prism 6.0
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4 Methoden

Abbildung 13 flhrt detailliert auf, welcher Mitarbeiter in dem Projekt, aus dem diese
Dissertation entstanden ist, welche Rolle bei der Studie und bei der nachfolgenden

Datenerhebung und -auswertung hatte.

4.1 Probandenrekrutierung und Materialgewinnung

4.1.1 Probandenrekrutierung

Die Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor Peter Krustrup in
Dénemark, verteilt auf das Department of Sports Science and Clinical Biomechanics, das SDU
Sport and Health Sciences Cluster der University of Southern Denmark, das Institute of Sports
Medicine Copenhagen des Bispebjerg Hospital und das Department of Nutrition, Exercise and
Sports der University of Copenhagen. Als Probanden dienten 140 (n=35 pro Gruppe) junge und
alte aktive ménnliche ProfifuBballspieler sowie jeweils gleichalte, méannliche, gesunde,
sportlich nicht aktive Kontrollpersonen. Die FuRBballspieler wurden von dem dénischen
FuBballverband (Dansk Boldspil-Union; DBU) sowie Trainern der lokalen FuRballvereine in
der Nahe von Kopenhagen rekrutiert. Die untrainierten Kontrollgruppen wurden durch
Werbung in lokalen Zeitungen und Flyern in lokalen Institutionen rekrutiert.

Die jungen Fuf3ballspieler waren im Schnitt 21,6 + 0,5, die jungen Kontrollpersonen 24,3 + 0,6
Jahre alt (Abb. 15). Die alten Ful3ballspieler waren durchschnittlich 71,9 + 0,5, die alten
Kontrollpersonen 70,1 + 0,7 Jahre alt. Die jungen FuRlballspieler absolvierten 5,3 + 0,3
Trainingseinheiten pro Woche und hatten eine FuRballanamnese von 16,3 £ 0,6 Jahren, davon
6,2 + 0,6 Jahren auf professionellem Niveau. Die alten FuRBballspieler hatten 2,3 + 0,2
Trainingseinheiten pro Woche. Die Fuf3ballhistorie umfasste hier 60,5 + 1,4 Jahre. Alle
Probanden waren seit mindestens einem Jahr Nichtraucher, hatten keine chronischen
Erkrankungen, Chemo- oder Radiotherapien. Es war ihnen nicht gestattet, mehr als 2
alkoholische Getranke pro Tag zu sich zu nehmen. Milde bis moderate Hypertonie sowie
Hyperlipiddmie stellten keine Ausschlusskriterien dar. Alle Studienteilnehmer bestatigten
schriftlich ihre Zustimmung zur Studienteilnahme und die Korrektheit ihrer Angaben. Die
Studie erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki. Sie wurde genehmigt

von der lokalen Ethik-Kommission der Hauptstadtregion Danemarks.
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4.1.2 Materialgewinnung

Die Blutentnahme erfolgte morgens, nach 8-stiindiger Nichternheit und ohne FuRballtraining
48 Stunden vor Entnahme, um Akuteffekte auszuschlie3en. Es wurden 70 ml vendses Blut unter
standardisierten Bedingungen entnommen. 60 ml Natrium-Citrat-Blut wurde zur Isolation der
mononukledren Zellen verwendet. 10 ml wurden verwendet, um klinische Parameter wie
Nuchternblutzucker, HbAlc, Insulin und Lipid-Profil zu bestimmen. Es wurden Blutdruck und
Herzfrequenz mittels automatischem Blutdruckmonitor (Omron HBP-1300) nach
zehnminutiger Ruhephase in Rickenlage erfasst. Die Messung wurde in 30-Sekunden-
Abstanden 4 Mal wiederholt. Es wurde der Mittelwert erfasst. Es wurde eine Ganzkdrper-Dual-
Rontgen-Absorptiometrie (Dual-energy X-ray Absorptiometry, DXA) durchgefihrt, um den
Korperfettanteil, die Fettverteilung und die Magermasse (Korpergewicht — Fettmasse) zu
bestimmen. Die Probanden mussten zuvor ihre Blase entleeren. Der Scan wurde mit Standard-
Methoden durchgefuhrt (iDXA, Lunar Corporation, Madison, WI, USA). Die effektive
Strahlendosis lag bei 4.66 uSv. Die Analyse wurde mit der enCORE Version 14.10 Software
(GE Healthcare) durchgefinhrt.

4.2 Isolation mononuklearer Zellen

Die Isolation mononukledrer Zellen (MNC) erfolgte in Dé&nemark mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation von 60 ml Citratblut mit der Biocoll Separating Solution.
Hierzu wurden zuné&chst jeweils 20 ml Citratblut in ein 50 ml Falcon tberfuhrt und mit 15 ml
1xPBS auf 35 ml verdunnt. In zwei weitere 50 ml Falcons wurden jeweils 15 ml Biocoll-
Losung vorgelegt, mit welcher anschlieBend das verdiinnte Citratblut vorsichtig berschichtet
wurde. Nach 20-min(tiger Zentrifugation bei 2200 rpm und 20-minltigem Auslaufen der
Zentrifuge bei abgestellter Bremse bildeten sich aufsteigend die Phasen Erythrozyten, Biocoll-
Separating-Solution, MNCs und Plasma (Abb. 9). Die mittlere ,,buffy coat* Phase, bestehend
aus MNCs und Biocoll-Separating-Solution wurde vorsichtig mittels 5 ml-Pipette in eine neues
Falcon Gberflhrt und mit 1xPBS auf 50 ml verdiinnt, wodurch die Zellen gewaschen wurden.
Durch 10 Minuten Zentrifugation bei 2200 rpm bildeten sich Pellets am Boden der Falcons.
Der Uberstand wurde abgegossen, die Pellets wurden mit 10 ml 1xPBS mittels Stabpipette
resuspendiert und die Zellsuspension wurde mit 1xPBS auf 30 ml aufgefullt. AnschlieRend
wurde erneut bei 2200 pm fiir 10 Minuten zentrifugiert, wodurch die Zellen ein zweites Mal

gewaschen wurden. Das Pellet wurde in 2 ml Einfriermedium (RPMI 1640 Medium + 10%
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fetales Kalbserum + 5% Dimethylsulfoxid) resuspendiert und in einem Kryoréhrchen auf Eis
gestellt, nachdem 10 pul fir die Zellz&dhlung in der Neubauer-Zahlkammer entnommen wurden.
Die Kryorohrchen wurden tber Nacht schonend mittels ,,Mr. Frosty* bei -80 °C eingefroren
und bis zum Transport gelagert. Die tiefgefrorenen Proben wurden auf Trockeneis nach
Deutschland transportiert und bis zum Beginn der Experimente weiterhin bei -80 °C

eingefroren.

Ficoll Isolation
Iy

— Plasma

I T MNC
T Ficoll

Erythrozyten/
Granulozyten

Abbildung 9: Nach Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation ausgebildete Phasen.
Erythrozyten/Granulozyten, Ficoll-Separating Solution, MNCs (mit Resten der Granulozyten-Fraktion), Plasma.
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4.3  Vorbereitung der Assays mit mononukleéren Zellen

4.3.1 Auftauen der Proben

Fur jede Probe wurde ein 15 ml Falcon mit 9 ml RPMI-Medium (+ 10% FKS) vorbereitet, aus
dem jeweils 850 pl in das Kryoréhrchen tberfiihrt und auf- und abpipettiert wurden, bis die
Probe langsam aufgetaut war und in das Falcon tberfihrt werden konnte. Nachdem die Proben
fiir 7 Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert wurden, konnte der Uberstand vorsichtig abgegossen

und die Pellets mit 2 ml PBS vollstandig resuspendiert werden.

4.3.2 Zellzahlung

Zur Zellzahlung wurden je 10 ul der 1:5 oder 1:2 mit PBS verdlnnten Proben in die Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und mindestens zwei Eckquadranten im Zehner-Objektiv ausgezéhilt.
Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl/ml = Mittelwert im Eckquadrat x 10.000 x Verdlnnung x Endvolumen (2 ml)
Anhand der Zellzahlen konnten die VVolumina fur die einzelnen Assays berechnet werden:
TRAP-Assay: 10* Zellen

Flow FISH: 106 Zellen

RNA-Isolation: 107 Zellen

4.4 RNA-Isolation, reverse Transkription und Realtime PCR mit cDNA
Zur Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener Telomer-regulierender Gene
erfolgte eine Realtime-Polymerasekettenreaktion mit copy-DNA. Dazu wurde zundchst die

RNA aus den mononukledren Zellen isoliert. Diese wurde anschliefend durch reverse

Transkription in cONA umgeschrieben.

4.4.1 RNA-Isolation

Das Volumen mit 107 Zellen wurde mit PBS auf 1,5 ml aufgefiillt und 8 Minuten bei 3000 rpm

zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet unter dem Abzug mit 1 ml
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peqGOLD RNApure vorsichtig resuspendiert und bei -80 °C bis zur Verwendung eingefroren.
Zu den mononukleéren Zellen in 1 ml RNApure wurden unter dem Abzug 300 ul Chloroform
hinzugegeben. Die Proben wurden gevortext, bis sie milchig erschienen. Anschlielend wurden
sie fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fur 30 Minuten bei 14000 U/min bei 4 °C
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich in den Rohrchen 3 Phasen: eine obere,
farblose, wéssrige Phase, eine mittlere, weille, proteinhaltige Phase und eine untere, gelbe
Phase. Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig in neue, 400 pl Isopropanol enthaltende
Rdéhrchen pipettiert. In diesen Rohrchen wurde die RNA bei -20 °C lber Nacht gefallt. Am
nachsten Tag wurde nach 60 Minuten Zentrifugation mit 14000 U/min bei 4 °C der Uberstand
(Isopropanol) abpipettiert und 800 ul eisgekihlter 70%-Ethanol hinzugefugt. Nachdem die
Proben gevortext und mit 14000 U/min bei 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert wurden, wurde
der Uberstand abpipettiert. Die Pellets wurden unter dem Abzug trocknen gelassen, bis sie
durchsichtig erschienen. Anschlielend wurden die Pellets mit 20 ul DEPC-H20 resuspendiert
und fir 5 Minuten bei 65°C im Heizblock inkubiert. Die RNA-Konzentration wurde
anschliefend mittels Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm (NanoDrop 2000) ermittelt. Die

Reinheit der RNA wurde anhand von 260/280 nm-Quotienten gemessen.

4.4.2 DNAse-Verdau

Um residuelle genomische DNA zu eliminieren, wurde ein DNAse-Verdau durchgefiihrt. Fir
den DNAse-Verdau wurden 10 pl mit einer RNA-Konzentration von 2 pg/ul verwendet.
Anhand der gemessenen RNA-Konzentrationen wurden die hierfur bendtigten Volumina der
Probe und des destillierten Wassers berechnet:

Volumen Probe = 2000/Konzentration RNA (ng/ul)

Volumen Aqua dest. = VVolumen Probe — 10

Pro Reaktion wurden 10 pl Mastermix (5,5 ul Aqua dest., 0,5 pl RNAse-Inhibitor, 2 ul Digest
Buffer, 2 ul DNAse) hinzugefugt. Anschliellend wurden die Proben nach kurzer Zentrifugation
in den Px2 Thermal Cycler gestellt, wo folgende Schritte durchlaufen wurden: Aufheizen auf
110 °C, 37 °C fur 1 Minute, Pause bei 37 °C, 37 °C fur 30 Minuten, 75 °C fir 10 Minuten, 8 °C
fur 10 Minuten.
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4.4.3 Reverse Transkription

Zur reversen Transkription wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
verwendet. Pro Reaktion wurden 6,8 ul Mastermix (2 pl RT-Puffer, 2 pul Random-Primer,
0,8 ul dNTP-Mix, 1 pl Transkriptase, 1 pl RNAse-Inhibitor) und 13,2 pl der DNAse verdauten
RNA in Reaktionsgefdlle gegeben und in den peqSTAR 96X Thermal Cycler gestellt, wo
folgende Schritte durchlaufen wurden: Inkubation bei 37 °C fiir 60 Minuten und Inaktivierung

der reversen Transkriptase bei 93 °C flr 5 Minuten.

4.4.4 Realtime PCR mit cDNA

Das Realtime PCR Verfahren ermoglicht neben der Amplifizierung eine zusétzliche
Quantifizierung der DNA (HIGUCHI et al., 1993). Der hinzugegebene Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green bindet an die doppelstrangige DNA. Die im Gerét zeitgleich mit der
Amplifizierung detektierte Fluoreszenzintensitat korreliert mit der Menge der amplifizierten
DNA. Der sogenannte Ct-Wert (Threshold Cycle) ist die Anzahl der Amplifizierungszyklen,
die bendtigt werden, um einen definierten Schwellenwert an Fluoreszenzintensitét zu erreichen.
Der Schwellenwert ist dann erreicht, wenn die Fluoreszenzintensitét einer Probe ohne Template
(Negativkontrolle) Uberschritten wird. Anhand des Cr-Wertes kann die Qualitat der
Amplifikationen Uberpruft werden. Wenn die dreifach bestimmten Proben innerhalb einer
Messung untereinander eine Abweichung des Ct-Wertes um > 0,5 hatten, wurde die Messung
wiederholt. Es wurde das Referenzgen 18s verwendet, um eventuell vorhandene geringe
Unterschiede der pipettierten cDNA-Menge zwischen den einzelnen Proben auszugleichen. Um
die mRNA-Expression zu quantifizieren, wurden Standard-Verdinnungsreihen aus allen in
dem jeweiligen Lauf verwendeten Proben erstellt. Die Proben wurden mit destilliertem Wasser
auf 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 hoch verdinnt. Das Referenzgen 18s wurde mit
destilliertem Wasser auf 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 hoch verdinnt. Als
Negativkontrolle diente in jedem Durchlauf destilliertes Wasser. In jedem Lauf befanden sich
Proben aller vier Probandengruppen, um zuféllige methodische Schwankungen von Tag zu Tag
auszugleichen. In jedes Reaktionsfeld der Platte wurden mittels elektrischer Pipette je 17 pl
Master Mix (9 ul Aqua dest., 0,5 pl forward Primer, 0,5 pl reverse Primer, 7 ul Power SYBR
Green PCR Master Mix) und 3 ul Probe gegeben. AnschlieBend wurde die Platte verschlossen,
3 Minuten bei 500 rpm zentrifugiert und in das StepOnePlus Realtime PCR System gestellt.
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Die initiale Denaturierung der doppelstrangigen DNA in Einzelstrange erfolgte bei 95 °C fur
10 Minuten. Danach folgten 40 Zyklen von je 15 Sekunden 95 °C (Denaturierung) und
1 Minute 60 °C, in denen die Primer-Anlagerung und die Verlangerung der Templates durch

die im Power SYBR Green PCR Master Mix enthaltene DNA-Polymerase erfolgte.

4.5 Telomeraseaktivitdtsmessung mittels TRAP-Assay

Um die Telomeraseaktivitat zu messen, wurde das Telomerase Repeat Amplification Protocol
(TRAP) verwendet (KIM, WU, 1997). Dieses Verfahren kombiniert eine enzymatische
Reaktion mit einer Amplifikation via Realtime PCR. Zunéchst erfolgte die Isolation der
zelluléren Proteine, wie auch der zellulédren Telomerase. Der ACX-Primer stellt eine kiinstliche
kurze Telomersequenz dar und bindet an die TERC-Untereinheit der Telomerase und es kommt
zur Verlangerung durch die TERT-Untereinheit. Im Anschluss erfolgte die Amplifikation
dieser in vitro gebildeten Telomerstiicke via Realtime PCR. Als Vorwérts-Primer kamen der
ACX-Primer, als Ruckwarts-Primer der TS-Primer zum Einsatz. Sowohl die enzymatische
Reaktion als auch die Polymerasekettenreaktion erfolgten in geschlossenen Glaskapillaren. Je
aktiver die Telomerase in der isolierten Probe, desto mehr Telomerfragmente werden von ihr

in vitro gebaut und desto starker ist das PCR-Signal in der Realtime PCR.

4.5.1 Chaps-Proteinisolation

Das berechnete Volumen mit 10* Zellen wurde in 1,5 ml EppendorfgefaRe tberfiihrt und mit
PBS auf 1 ml aufgefiillt und anschlieBend 8 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet in 49 ul CHAPS-Lysepuffer resuspendiert. Es
wurde 1 pl RNAsin hinzugefiigt und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurden die
Proben 20 Minuten in der Kihlzentrifuge bei 4 °C mit 4000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand in einem neuen Eppendorfgefal bei -20 °C bis zur Verwendung eingefroren.
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4.5.2 Telomeraseaktivitats-Messung

Es wurden 5 pl der jeweiligen Probe und 15 pl Mastermix (10,6 pl Aqua dest., 2 ul ACX/TS
Primer, 0,4 ul MgCIl2, 2 pl Lightcycler Fast Start SYBR Green PCR Master Mix) in
Glaskapillaren pipettiert. Diese wurden in passenden Einsdtzen bei 3000 U/min kurz
zentrifugiert. Wahrend der anschlieRenden Inkubation der Proben fur 30 Minuten bei 30 °C
erfolgte die Telomerverldngerung durch die Telomerase. Anschliefend wurden im Lightcycler
PCR System folgende Schritte durchlaufen: Die im Lightcycler Fast Start SYBR Green PCR
Master Mix enthaltene DNA-Polymerase wurde durch Inkubation bei 95 °C flr 10 Minuten
aktiviert. Es folgten 40 Amplifikationszyklen mit je 20 Sekunden 95 °C, 30 Sekunden 60 °C
und 50 Sekunden 72 °C (Abb. 10). Als Negativkontrolle diente der CHAPS-Puffer, der zuvor
5 Minuten bei 96 °C im Heizblock inkubiert wurde, um eventuelle Verunreinigungen zu
eliminieren. Als Positivkontrolle wurden Proteinextrakte von embryonalen menschlichen
Nierenzellen (HEK 293) verwendet, um so die Vergleichbarkeit der verschiedenen Laufe sowie
eine Qualitatskontrolle zu ermdglichen. Eine Standard-Titrations-Kurve der HEK-Zellen (5 bis
2500 Zellen) wurde erstellt, um die Linearitat der Messungen zu gewahrleisten (R2 = 0,99) und
um die Telomeraseaktivitat in HEK-Zell-Aquivalente umzurechnen (Abb. 11). Es wurde eine
positive Telomeraseaktivitat angenommen, wenn die quantitative Aktivitat zwei Mal hoher war
als die Standardabweichung des Mittelwertes der Negativkontrolle. Um das Risiko eines
systemischen Fehlers zu reduzieren, befanden sich in jedem Lauf Proben der vier

Probandengruppen.
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4.6  Telomerlangenmessung

Die Telomerlangenmessung in mononukledren Zellen und verschiedenen Leukozyten-
subpopulationen  erfolgte  anhand  zwei  verschiedener ~ Methoden:  Realtime
Polymerasekettenreaktion (CAWTHON, 2002) und FACS-Flow-FISH (Fluorescence
Activated Cell Sorting - Fluorescence In-Situ Hybridization) (RUFER et al., 1998).

4.6.1 Telomerlangenmessung mittels Realtime Polymerasekettenreaktion

4.6.1.1 DNA-Isolation aus EDTA-BIlut

Die PCR-Messung der Telomerlange erfolgte an genomischer DNA der kernhaltigen Zellen im
Blut. Die DNA-Isolation aus EDTA-Blut erfolgte mittels QIAmp DNA Mini Kit anhand des
Hersteller-Protokolls. Zu 20 ul QIAGEN Protease wurden zuerst 200 pl aufgetautes EDTA-
Blut und danach 200 pl Buffer AL hinzugefugt und durch Puls-Vortexen fur 15 Sekunden
gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation bei 56 °C und kurzer Zentrifugation bei
Raumtemperatur wurden 200 pl Ethanol (96-100%) hinzugeflgt. Nach 15 Sekunden Puls-
Vortexen und kurzer Zentrifugation bei Raumtemperatur wurde das Lysat vollstandig in eine
QIAmp Mini Spinséule (in einem 2 ml Sammelréhrchen) Uberfihrt, ohne den Rand zu
benetzen. Anschlielend wurde fur 1 min bei 10.000-12.000 rpm zentrifugiert, das
Sammelréhrchen mit dem abzentrifugierten Filtrat verworfen und die Spinsdule in einem neuen
2 ml Sammelréhrchen platziert. Nachdem 500 pl Buffer AW1 hinzugefiigt und bei 10.000-
12.000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert wurde, wurde die Spinsdule in ein neues 2 ml
Sammelrohrchen Uberfihrt und das Filtrat verworfen. AnschlieBend wurden 500 pl Buffer
AW?2 hinzugefugt und fir 3 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die Spinséule wurde in
einem neuen 2ml Sammelréhrchen platziert und erneut fur 1 Minute bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Die Spinsaule wurde in ein 1,5 ml Réhrchen tberfihrt und das Sammelréhrchen
mit dem Filtrat verworfen. Nach Hinzufiigen von 100 pl Buffer AE und Inkubation bei
Raumtemperatur (15-25 °C) fur 5 Minuten wurde fir 1 Minute bei 10.000-12.000 rpm
zentrifugiert. Daraufhin wurde die Spinsdule verworfen und das DNA-Isolat in dem 1,5 ml
Réhrchen mit Buffer AE Uberfiihrt. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt,
um eine ausreichende Menge und Reinheit der DNA nachzuweisen. Anschlieend wurden die

Proben bei -20 °C bis zur Verwendung eingefroren.
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4.6.1.2 DNA-Polymerase-Kettenreaktion

Die Telomerlange wurde mit einem Realtime PCR-basierten Verfahren bestimmt, welches die
Menge der Telomersequenz-Kopien mit den Kopien eines Referenzgens vergleicht. Als
Referenzgen diente 36b4 (WERNER et al., 2009). Als telomerspezifischer Primer wurde Tel02
verwendet. Es wurde aus nicht zur Studie gehérenden gepoolten Kontroll-DNAs eine
Standardkurve sowohl fir die Telomere als auch fiir das Referenzgen erstellt (zweifache
Verdinnungen von 40-2,5 ng). Dies diente der Validierung der Messung sowie dem Nachweis
von deren Linearitat (R2 > 0.99).

Wenn die zweifach bestimmten Proben innerhalb einer Messung untereinander eine
Abweichung des Ct-Wertes um > 0,5 hatten, wurde die Messung wiederholt. In jedem Lauf
befanden sich Proben aller vier Probandengruppen. In jedem Lauf wurden dieselben zwei nicht
mit der Studie assoziierten Kontroll-DNAs gemessen, was der Vergleichbarkeit der Ergebnisse
diente. Als Negativ-Kontrolle wurde destilliertes Wasser verwendet.

Die isolierte genetische DNA wurde mit destilliertem Wasser auf 40 ng/3 ul (13,34 ng/ul)
verdunnt. Mit Hilfe einer elektronischen Pipette wurden 17 pl Mastermix (9,2 pl Aqua dest.,
0,4 pl forward-Primer, 0,4 ul reverse-Primer, 7 ul SYBR Green Master Mix) und 3 pl Proben-
DNA in die jeweiligen Wells der PCR-Platte gegeben. Die Platte wurde verschlossen,
3 Minuten bei 500 rpm zentrifugiert und in das StepOnePlus Realtime PCR-System gestellt.
Zunachst erfolgte ein initialer Polymerase-Aktivierungs-Schritt bei 95 °C fur 10 Minuten.
Danach folgten 40 Zyklen, die aus jeweils 15 Sekunden bei 95 °C zur Denaturierung der DNA-
Doppelstrange und 60 Sekunden bei 58 °C zur Primer-Anlagerung und Template-Verlangerung
bestanden. Nach jedem Lauf wurden Schmelzkurven generiert, um unspezifische PCR-
Produkte zu eliminieren. Die Daten wurden mittels StepOnePlus Software analysiert. Daraufhin
wurden die Daten in Microsoft Excel exportiert, formatiert und mit der vergleichenden AA-Cr-
Methode analysiert. Es wurden Quotienten aus Telomer-Kopien und Referenzgen-Kopien
gebildet (T/S-Ratio) und dadurch relative Unterschiede in der Menge der Telomer-repeat-
Sequenzen ermittelt. Die Daten wurden als Saulendiagramm fur jede Gruppe dargestellt
(Mittelwerte £ SEM). Als wichtiger Unterschied zu der folgenden Flow-FISH-Methode ist zu
nennen, dass die PCR den mittleren T/S-Quotienten aller kernhaltigen Zellen der Probe misst

und sich verschiedene Zellpopulationen nicht voneinander abgrenzen lassen.
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4.6.2 Telomerlangenmessung mittels Flow-FISH

Die Flow-FISH Methode ist eine Kombination aus der Durchflusszytometrie (flow cytometry)
und der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.  Aufgrund  von  Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften konnen die Telomerldngen verschiedener Zellpopulationen einer
Blutprobe unterschieden werden (BAERLOCHER et al., 2006; RUFER et al., 1998). Dazu
wurde die DNA mit einer telomerspezifischen, mit Fluoreszin-Isothiocyanat (FITC) markierten
Peptid-Nukleinsédure-Sonde (PNA) hybridisiert. Diese bindet starker und spezifischer an DNA-
Einzelstrdénge als konventionelle Sonden. Die Intensitdt des dadurch entstehenden

Fluoreszenzsignals korreliert mit der Lange der unterschiedlichen Telomersequenzen.

4.6.2.1 Vorbereitung der MNC-Proben

Das berechnete VVolumen mit 10® Zellen (vgl. Kap. 4.3.2) wurde in ein 2 ml EppendorfgefaR
uberfuhrt und mit PBS auf 2 ml aufgeflllt und anschlielend 8 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das Pellet in 1 ml Flow-FISH-

Einfriermedium resuspendiert und bei -80 °C eingefroren.

4.6.2.2 Auftauen und Aquilibrierung

Die zuvor in Flow-FISH-Einfriermedium (FCS+10%DMSO) eingefrorenen mononukledren
Zellen, eine MNC Vergleichsprobe und ein Cryovial mit Thymozyten wurden langsam
aufgetaut und in 15ml Falcons mit 9 ml RPMI-Medium (FKS) Uberfuhrt. Aus dem
Thymozyten-Cryovial wurden 50 pl (entsprechend 10° Zellen) zu jeder Probe hinzugegeben,
die restlichen Thymozyten wurden ebenfalls in ein Falcon mit RPMI gegeben und im weiteren
Verlauf wie die Proben mitbehandelt. Die Proben wurden fiir 7 Minuten bei 1800 rpm bei 10 °C
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen, die Pellets in jeweils 500 pl Aquilibrierungspuffer
resuspendiert und in 1,5 ml EppendorfgefaRe Gberfiihrt. Diese wurden in der Tischzentrifuge

bei 3500 rpm fiir 7 Minuten zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abpipettiert.
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4.6.2.3 Denaturierung und Hybridisierung

Die Pellets wurden vorsichtig ohne Luftblasenbildung in 500 pul Hybridisierungspuffer
resuspendiert. Daraufhin wurden sie 10 Minuten bei Raumtemperatur &quilibriert. In dieser Zeit
wurde die telomerspezifische Fluoreszenz-markierte FITC-PNA-Sonde vorbereitet. Die Sonde
(MW 5408g/M) war bei Lieferung mit 54 pl destilliertem Wasser auf eine Konzentration von
0,1 nM/L verdiinnt und wurde bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert. Zum Verwenden wurde
die Sonde fir 5 Minuten bei 65 °C in einem Heizblock erwarmt und das bendétigte Volumen
wurde mit destilliertem Wasser 1:10 verdunnt. Es wurde je 7 pl (0,3 pg) der verdiinnten PNA-
Sonde zu den Proben hinzugefugt. Die Proben wurden verschlossen und fiir 12 Minuten ins
vorgeheizte Wasserbad bei 75 °C gestellt, wodurch die Zellemembranen denaturierten und die
Sonde in die Zellen gelangte. Die Hybridisierung der Sonde erfolgte daraufhin bei

Raumtemperatur lichtgeschutzt fiir 90 Minuten.

4.6.2.4 Waschen und DNA-Gegenféarbung

Die Waschschritte erfolgten, um die nicht gebundene PNA-Sonde abzuspulen. Es wurden
900 ul Waschpuffer hinzugegeben, 7 Minuten bei 400 Orpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert
und der Uberstand bis auf 150 pl abpipettiert. AnschlieRend folgten 2 Waschgange mit je 600
Waschpuffer, 7 Minuten Zentrifugation bei 4000 rpm und Abpipettieren bis auf 150 pl. Um
kernlose Zellen nachzuweisen und verschmolzene Zellkerne zu detektieren, erfolgte eine DNA-
Gegenfarbung. Dazu wurden die Proben in 400 pl LDS 751 (0,4 pg/ml) lichtgeschitzt fir

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

4.6.2.5 Messung am Durchflusszytometer

Die Proben wurden in FACS-R6hrchen mit 1000 pl FACS-Flow tberfuhrt und auf Eis gestellt.
Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer FACS Calibur und wurde mit der Cell Quest
Pro Software 6.0 ausgewertet. Es wurde in jedem Lauf eine Referenz-Probe mit mononukleéren
Zellen einer nicht zur Studie gehodrenden Person gemessen, welche stets vergleichbare
Fluoreszenz-Intensitdten wie die Studien-Proben aufwies. Um systematische Fehler zu

reduzieren, wurden in jedem Lauf Proben aller vier Probandengruppen getestet. Zudem wurden
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in jedem Lauf 10° Rinder-Thymozyten aus einer Thymozytenisolation zu jeder Probe
hinzugegeben, sowie eine Probe mit reinen Rinder-Thymozyten gemessen (BAERLOCHER et
al., 2006). Dies erfolgte, um einen internen Telomerldangen-Standard zu haben und um
tagesabhangige Schwankungen auszugleichen. Aufgrund der gleich langen und insgesamt
kirzeren Telomerl&dngen verglichen mit menschlichen Zellen, sind Rinder-Thymozyten hierzu
gut geeignet. Die Datenanalyse erfolgte verblindet ohne Kenntnis der Zugehorigkeit der Proben
zu den vier unterschiedlichen Gruppen. Um ausschlieflich einzelne, mononukledre und
euploide Zellen zu analysieren, erfolgte ein ,,Gating™ sowie die zuvor durchgefiihrte DNA -
Gegenfarbung (Abb. 12). Das Gating bestand aus einer Differenzierung von Thymozyten,
Lymphozyten und Granulozyten in einem Streuungsdiagramm (R1). Die Population in R1
wurde auf eine effektive DNA-Gegenfarbung (FL3-Kanal, rot) analysiert, um R2 zu definieren.
Als néchstes wurden die Zellen selektioniert, die eine adaquate DNA-Gegenfarbung erhalten
hatten, sowie mit der Fluoreszenz-Sonde markiert (FL1-Kanal, griin) worden waren (R3). Ein
falsch hohes Telomer-Signal kann durch aneinander geklottete oder fusionierte Kerne oder
polyploide Zellen entstehen. Um diese aus dem Gating auszuschlieRen, wurde der FL3-Peak
gegen die FL3-Flache aufgetragen. Eine kleine FL3-Flache (mononukleére, euploide Zellen)
wurde mit einem zusatzlichen Gate (R4) gesichert. Es wurden nur Zellen aus den Gates R1-R4
fir das Analyse-Histogramm ausgewahlt, in welchem die spezifische Telomer-FITC-
Fluoreszenz durch die Software analysiert wurde. Es wurde fur jede Zellpopulation
(Thymozyten, Lymphozyten, Granulozyten) eine eigene Analyse erstellt. Um die gemessenen
Intensitaten in Telomerléangeneinheiten zu konvertieren, wurden in jedem Lauf FITC-markierte
,Beads*, welche definierte Mengen an Fluoreszenz besitzen (MESF = Molecules of equivalent
soluble fluorocrome), parallel zu den Proben gemessen. Es wurde eine Standardkurve
(R=0.99) aus den Mittelwerten der Beads-Kalibrierungsmessungen, in der MESF-Werte
gegen die Fluoreszenz-Intensitaten aufgetragen wurden, erstellt. Anhand dieser Kurve wurden
die Fluoreszenz-Intensitdten der Thymozyten, Lymphozyten und Granulozyten in MESF-
Werte konvertiert. Die MESF-Werte wurden abschliefend anhand einer zuvor aus einer
anderen Studie (WERNER et al., 2019) erstellten Southern Blot Standard Kurve in

Kilobasenpaar-Einheiten (kbp) konvertiert.
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FlowFISH FACS Gating und Validierung
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Abbildung 12: Telomerlange in Leukozyten-Subpopulationen, FACS-FlowFISH.
(A) Kalibrierungs-Beads und MESF-Standardkurve. (B) Pro Probe wurden je 10° Rinder-Thymozyten als
interner Standard verwendet. (C) Komplettes Gating fiir eine reprasentative Probe (T — Thymozyten, L —
Lymphozyten, G — Granulozyten). LDS751 wurde zur DNA-Gegenfarbung verwendet.
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4.7  Statistische Analyse

Alle Parameter wurden auf eine Normalverteilung anhand des Kolmogorov-Smirnoff-
Verfahrens untersucht. 6 Parameter waren normalverteilt: Granulozyten-Telomerlange,
Magermasse des Korpers, Magermasse der Beine, A/G-Quotient, Blutdruck und Grofe. Diese
Parameter wurden unter den Probandengruppen anhand von ANOVA und dem Newman-
Keuls-Test als Post-hoc-Test verglichen. Fir die verbleibenden Parameter wurden Gruppen-
Unterschiede anhand des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests und Newman-Keuls-
Tests analysiert. Im Fall von ungleichen GruppengrdRen bei fehlenden Messwerten wurde der
Dunn‘s-Test als post-hoc-Test genutzt. EffektgroRen (ES; effect size) wurden kalkuliert als
Unterschiede in Mittelwerten, die durch zusammengefasste Standardabweichungen geteilt
wurden und nach Hopkins et al. interpretiert wurden (HOPKINS et al., 2009): ES <0.2 trivial,
ES >0.2-0.6 klein, ES >0.6-1.2 moderat, ES >1.2—2.0 groR, ES >2.0 sehr groB. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) in Graphen und Tabellen mit
95%-Konfidenzintervallen dargestellt. Das statistische Signifikanzniveau wurde bei P-Werten

< 0,05 festgelegt.
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Abbildung 13: Zustandigkeiten Methodenteil.
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5  Ergebnisse

5.1 Klinische Ergebnisse

Abbildung 14 gibt einen Uberblick des Flussdiagramms der Studie. Alle 140 Probanden, die
eingeschlossen wurden, wurden klinisch und molekular charakterisiert. Der Vergleich der

klinischen Daten zwischen den Gruppen ist in Abbildung 15 gezeigt.

Die jungen FuBballspieler waren zwischen 18 und 30 Jahre alt. Der Altersdurchschnitt lag bei
22 Jahren. Zum Zeitpunkt der Studie absolvierten sie im Durchschnitt 5, mindestens jedoch 4
Trainingseinheiten pro Woche. Dies schloss die Spiele pro Woche ein. lhre Trainingslaufbahn
umfasste im Durchschnitt 16, mindestens jedoch 10 Jahre. Davon erfolgten im Durchschnitt 6
Jahre Training in der 2. Dénischen Liga oder héher. Neben dem FuRballtraining flhrten die
Sportler 2 sonstige Trainingseinheiten pro Woche durch, die vor allem Krafttraining und

Lauftraining beinhalteten.

Die éalteren FulRballspieler waren zwischen 65 und 80 Jahre alt. Der Altersdurchschnitt lag bei
72 Jahren. Zum Zeitpunkt der Studie absolvierten sie im Durchschnitt 2, mindestens jedoch 1
Trainingseinheit pro Woche. Dies schloss ein Spiel pro Woche ein. lhre Trainingslaufbahn
umfasste im Durchschnitt 61, mindestens jedoch 40 Jahre. Sie spielten in der ,,Danish Super
Grand Old Masters (65+)“-Liga oder der ,,Grand Veteran Masters (70+)“-Liga. Neben dem
FuRballtraining erfolgte 1 sonstige Trainingseinheit pro Woche, die Lauftraining, Krafttraining,

Fahrrad fahren, Golf, Tennis, Schwimmen, Tanzen oder Gymnastik beinhaltete.

Die alten Kontrollpersonen (bten seit 22 Jahren kein reguléres korperliches Training aus. Sie
waren im Durchschnitt 71 Jahre alt. Die jungen Kontrollpersonen hatten seit 5 Jahren kein
reguldres korperliches Training. Sie waren im Durchschnitt 24 Jahre alt. 10 der Probanden
haben nie an einem reguléren korperlichen Training teilgenommen. Jeweils 10 Probanden der
Gruppen alte FulRballspieler und alte Kontrollpersonen nahmen blutdrucksenkende und/oder

cholesterinsenkende Medikamente.

Wie in Abbildung 15 gezeigt, waren die jungen Ful3ballspieler 2,7 Jahre junger als die jungen
Kontrollpersonen (p = 0,002). Die alten Fufl3ballspieler waren 1,8 Jahre dlter als die alten
Kontrollpersonen (p = 0,013). Reguléres Ful3balltraining war assoziiert mit Unterschieden der

Korperzusammensetzung.
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Verglichen mit den jungen Kontrollen lag bei den jungen Fufl3ballspielern ein um 7,6 kg
niedrigeres Korpergewicht vor (p <0,001, ES =0,58) und sie wiesen einen um 2,2 kg/m?
niedrigeren BMI auf (p < 0,001, ES = 0,65). Im Vergleich mit den jungen Kontrollpersonen
zeichnete sich die Gruppe der jungen FulBballspieler durch einen 14,2% kleineren
Ganzkorperfettanteil aus (p <0,001, ES=1,50). Der androide Fettanteil war 20,7%
(p<0,001, ES =1,47), der gynoide Fettanteil 14,4% (p <0,001, ES =1,48) geringer. Der
Quotient aus androidem und gynoidem Fettanteil (A/G-Quotient) war um 0,3 niedriger
(p < 0,001, ES = 1,00). Die Messung der Kdrpermagermasse ergab einen um 6,0 kg héheren
(p<0,001, ES=0,90), die der Beinmagermasse einen um 15kg hoheren Wert
(p = 0,010, ES = 0,56) (Abb. 15). Zudem hatten die jungen FuRballspieler im Vergleich zu den
jungen Kontrollpersonen eine um 9/min. niedrigere Herzfrequenz (p < 0,001, ES = 0,90). Es
zeigten sich eine um 0,40 mmol/l niedrigere Gesamtcholesterin- (p > 0,001, ES = 0,45) und
LDL-Cholesterinkonzentration (p > 0,001, ES = 0,53), sowie eine um 0,41 mmol/l niedrigere
Triglyzeridkonzentration (p > 0,001, ES = 0,77).

Verglichen mit den alten Kontrollpersonen wiesen die alten Fuf3ballspieler ein um 4,8 kg
geringeres Korpergewicht auf (p = 0,002, ES = 0,44). Der BMI lag 1,7 kg/m? unter dem der
alten Kontrollpersonen (p =0,013, ES =0,46). Die Gruppe der alten FuRballspieler war
charakterisiert durch einen um 4,1% geringeren Ganzkdrperfettanteil (p < 0,001, ES = 0,64).
Der androide Fettanteil war 5,6% (p <0,001, ES =0,57) und der gynoide Fettanteil 3,9%
niedriger (p = 0,022, ES = 0,64). Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied der
Korpermagermasse. Die Messung des Blutglukoseprofils ergab bei den alten Ful3ballspielern
im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen ein besseres Ergebnis. Der geschéatzte
Durchschnittsblutzucker war 0,4 mmol/l (p < 0,001, ES =0,60), der Insulinspiegel im Blut
27 pmol/l niedriger (p = 0,005, ES = 0,60). Die Herzfrequenz der alten Ful3ballspieler war mit
60/min. nicht signifikant niedriger im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen (63/min.). Der
Blutdruck und das Cholesterinprofil zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (Abb. 15).
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n=199

Screening

ausgeschlossen (n = 59):
- Einschlusskriterien nicht erfillt (n = 22)

- Teilnahme nicht zugestimmt (n = 37)

Gruppenverteilung

JF (n = 35) AF (n = 35)

JK (n = 35)

AK (n = 35)

Molekulare Messung und Va

liditatsprufung der Werte

— analsysiert (n =35) |4 analsysiert (n = 35)

— analsysiert (n =35) | —

analsysiert (n = 35)

Abbildung 14: CONSORT-Flussdiagramm (Consolidated Standards of Reporting Trials).
Anzahl der Probanden, die die Auswahlkriterien erflllten und Zuteilung zu den Probandengruppen ,,junge

FuBballspieler (JF), ,,junge Kontrollpersonen® (JK), ,,alte FuBballspieler” (AF), ,,alte Kontrollpersonen* (AK);
n, Anzahl der Probanden.
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Junge Junge Alte Alte
FuBballspieler | Kontrollpersonen | Ful3ballspieler | Kontrollpersonen
(n=35) (n=35) (n=35) (n=35)
Klinische Parameter
21.6 +£0.5
Alter (Jahre) AR 243+0.6 TTi## | 71.9+05# 70.1+0.7
. 181.7+0.9 181.7+1.1
GroRe (cm) i A 176.3+£1.0 1759+1.0
Korpergewicht (kg) Zf;#l#i 84.6+2.8 82.9 + 1.6 ## 87.7+20
BMI (kg/m2) *Zf’,fr ;2#1 25.5+0.7 f1i### | 26.7+05# 28407
Kdrperzusammensetzung
Fettanteil (%) *1’:1*? TiT 2#?# 28.7 + 1.4 ## 29.0 + 1.0 ### 331411
Androider Fettanteil (%) *1*2:};2#1 333214 36.7+ 1.5 424+ 1.7
Gynoider Fettanteil (%) *1,:‘,,;? ;2#2 28.7x144 262+ 1.0# 30.1+1.0
A/G-Quotient *2;,?; &2# LIE0OFTIHF | 14400 14+00
Korpermagermasse (kg) *63,# ;2#1 570+11 55.9+ 0.8 56.0+ 0.8
Beinmagermasse (kg) 2*1;:;2#3 203205 19.4+0.3 194+04
Klinische Untersuchung
RHF (Schlage/min.) **i?r;i## 611 60+1 63+2
SB (mmHg) 119 + 1 i | 117 £2 i 141+3 137 2
DB (mmHg) 64 + 1 1 66 + 1 THi## 82+ 3 80+1
MAD (mmHg) 82 & 1 HitH#H 83 + 1 T 102 + 2 99+ 1
Klinische Chemie
Nichternglukose (mmol/l) | 4.9+ 0.1 +1i## | 4.9 +£0.1 Tii### 56+0.1 55+0.1
HbALc (mmol/l) 5.9+ 0.1 ### ; g@:&i . 6.0 + 0.1 ## 6.3+0.1
Insulin (pmol/L) 48 + 3 #t# 64 + 5 ## 61 + 5 #it 88+9
Gesamtcholesterin (mmol/l) *ifé&i# 4.3 +0.2 tii## 55+0.1 54+0.2
HDL-C (mmol/l) 1.49 £ 0.04 é;;; %22 1.73 + 0.08 ## 156 + 0.07
LDL-C (mmol/l) *Efﬁ T‘;i# Z%Zr ;2#2 33+0.1 35+02
+ +
Triglyzeride (mmol/l) S;Eﬁ T%gi 113 T-#O'll 114+007 | 131+0.10

Abbildung 15: Klinische Daten.

Klinische Parameter, Kérperzusammensetzung, klinische Untersuchung und klinische Chemie der jungen
FuBballspieler, alten FulRballspieler, jungen Kontrollpersonen, alten Kontrollpersonen. Gruppen-
Mittelwerte £ SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, verglichen mit JK; ¥ p < 0.05, ¥ p < 0.01,
T++ p < 0.001, verglichen mit AF; # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001, verglichen mit AK; 8§88 p < 0.001,
verglichen mit JF. BMI: Body Mass Index; RHF: Ruheherzfrequenz; SB: systolischer Blutdruck; DB:
diastolischer Blutdruck; MAD: mittlerer arterieller Druck; HbAlc: Hamoglobin Alc; HDL-C: High-Density
Lipoprotein Cholesterin; LDL-C: Low-Density Lipoprotein Cholesterin.
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5.2 Experimentelle Ergebnisse

5.2.1 Realtime PCR-Messung der mRNA-Expression

Durch die Realtime PCR wurde die Genexpression verschiedener Telomer-regulierender Gene
auf MRNA-Ebene untersucht. Das Protein TRF2 ist Teil des Shelterin-Komplexes und dient
der Ausbildung der schiitzenden T-Loop-Struktur. Diese stellt einen essentiellen Bestandteil
zum Schutz vor Seneszenz und Apoptose dar. Die relative mRNA-Expression von TRF2 war
bei den jungen FuBballspielern 5,49 (95% KI: 3,56-7,42). Die jungen Kontrollpersonen hatten
einen Wert von 1,70 (95% KI: 0,88-2,52). Somit war die mMRNA-Expression von TRF2 bei den
jungen FuRballspielern im Vergleich zur jungen Kontrollgruppe 3,2-fach erhoht
(p=0,003,ES =0,86). Die Messung der relativen TRF2-mRNA-Expression der alten
Kontrollpersonen ergab 1,50 (95% KI: 0,83-2,16). Verglichen mit den jungen FuRballspielern
lag hier eine 3,7-fach erhthte mRNA-Expression vor (p=0,003, ES=0,91). Die alten
FuRRballspieler unterschieden sich mit dem Messergebnis 3,96 (95% KI: 1,85-6,07) nur
tendenziell von den alten FuBballern (p = 0,560, ES = 0,60) (Abb. 16).

TRF2 mRNA (Realtime PCR)
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TRF2 mRNA Expression (vs. 18s, 2*AACT)
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Abbildung 16: TRF2 mRNA Expression
bei jungen FulRballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuRRballspielern (AF), und alten Kontrollen (AK).
Normierung auf 18s mRNA. ** p< 0,01 im Vergleich mit JK, ff p < 0,01 verglichen mit AK.
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Das fir die DNA-Reparatur wichtige Protein Ku70 dient dem Schutz der Telomerenden vor
Verschmelzungen und interagiert mit der Telomerase. Die relative mRNA-Expression von
Ku70 war bei den jungen FuRballspielern 2,87 (95% KI. 1,76-3,99). Die jungen
Kontrollpersonen hatten den Wert 1,28 (95% KI: 0,83-1,72). Somit war die Ku70 mRNA-
Expression der jungen Fuf3ballspieler im Vergleich zu den jungen Kontrollpersonen 2,2-fach
héher (p < 0,001, ES =0,61). Die alten Kontrollpersonen wiesen eine relative Ku70-mRNA-
Expression von 1,29 auf, normiert auf 18s (95% KI: 1,03-1,56). Bei den jungen Ful3ballspielern
zeigte sich im Vergleich zu der alten Kontrollgruppe eine 2,2-fach erhéhte mRNA-EXxpression
von Ku70 (p = 0,016, ES = 0,62). Die alten FuBballspieler waren durch eine tendenziell héhere
Ku70-mRNA-Menge charakterisiert [1,77 (95% KI: 1,30-2,23)], welche sich aber von den alten
Kontrollpersonen nicht signifikant unterschied (p = 1,000, ES = 0,44) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Ku70 mRNA Expression
bei jungen FulRballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuRRballspielern (AF), und alten Kontrollen (AK).
Normierung auf 18s mMRNA. *** p < 0,001, verglichen mit JK; f p < 0,05, verglichen mit AK.
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Das Protein POT1a besitzt als struktureller Teil des Shelterin-Komplexes eine wichtige
Schutzfunktion fur die Telomere und ist an einem negativen Feedback-Mechanismus der
Telomerlangenregulation beteiligt. Die POT1a-Expression der jungen FuBballspieler lag bei
2,35 (95% KI: 1,77-2,92). Die jungen Kontrollpersonen hatten den Wert 1,07 (95% KI: 0,92-
1,22). Somit war die mRNA-Expression des Gens POT1a bei den jungen Fufl3ballspielern im
Vergleich zu den jungen Kontrollpersonen 2,2-fach erhoht (p = 0,002, ES = 0,93). Die alten
FuRballspieler wiesen einen Wert von 1,22 auf (95% KI: 0,89-1,55). Bei den alten
Kontrollpersonen ergab die Messung 0,74 (95% KI: 0,58-0,91), weshalb sich die alten
FuBballspieler nicht signifikant von den alten Kontrollpersonen unterschieden
(p = 0,085, ES = 0,66). Verglichen mit den alten Fu3ballspielern (p = 0,003, ES = 0,78) sowie
mit den alten Kontrollpersonen (p < 0,001, ES =1,10) lag bei den jungen Ful3ballspielern eine
hohere POT1a mRNA-Expression vor (Abb. 18).
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Abbildung 18: POT1a mRNA Expression
bei jungen FuBballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuRRballspielern (AF), und alten Kontrollen (AK).
Normierung auf 18s mMRNA. ** p < 0,01, verglichen mit JK; tt p < 0,01., verglichen mit AF; fff p < 0,001,
verglichen mit AK.
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Das Tumorsuppressor-Protein pl6 dient als Biomarker der Zellalterung und steht mit
altersassoziierten Erkrankungen in Verbindung. Es ist an dem Signalweg der Telomer-
induzierten Seneszenz beteiligt. Die p16-mRNA-Expression der alten Kontrollpersonen lag bei
2,53 (95% KI: 1,87-3,19). Die alten Ful3ballspieler hatten den Wert 1,59 (95% KI: 1,24-1,94).
Somit war die p16-Expression bei den alten Kontrollpersonen im Vergleich zu den alten
FuBballspielern 1,6-fach erhéht (p =0,025, ES=0,59). Das Messergebnis der jungen
Kontrollpersonen ergab 1,14 (95% KI: 0,90-1,37). Bei den alten Kontrollpersonen lag eine 2,2-
fach hohere pl6-mRNA-Expression als bei den jungen Kontrollpersonen vor
(p < 0,001, ES = 0,87). Die jungen FulRballspieler wiesen eine p16-mRNA-Expression von 1,30
auf (95% KI: 0,98-1,62), sodass die Gruppe der alten Kontrollpersonen durch eine 1,9-fach
hohere p16-mRNA-Menge charakterisiert war (p < 0,001, ES = 0,76). Im Vergleich der p16-
MRNA-Expression der alten FuRBballspieler mit derer beider junger Probandengruppen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied. Es zeigte sich kein Unterschied der p16-mRNA-Expression

der beiden jungen Probandengruppen (Abb. 19).
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Abbildung 19: p16 mRNA Expression
bei jungen FuRballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuRRballspielern (AF), und alten Kontrollen (AK).
Normierung auf 18s mRNA. *** p < 0,001, verglichen mit JK; t p < 0,05, verglichen mit AF; ### p < 0,001,
verglichen mit JF.
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5.2.2 Telomeraseaktivitatsmessung

Die Telomeraseaktivitat wurde mittels TRAP-Assay bestimmt. Hierbei handelt es sich um ein
Enzymaktivitats-Protokoll, gefolgt von einer Realtime PCR der gebildeten Telomerstlicke im
Reagenzglas. Die Messwerte der Proben werden auf HEK-Tumorzellen mit definierter
Telomeraseaktivitat bezogen.

Bei den jungen Ful3ballspielern ergab das TRAP-Assay eine Telomeraseaktivitat von 130 HEK-
Zell-Aquivalenten (95% KI: 79-181). Bei den jungen Kontrollpersonen zeigte sich eine
Telomeraseaktivitit von 31 HEK-Zell-Aquivalenten (95% KI: 23-29). Somit war die
Telomeraseaktivitat der jungen FuBballspieler im Vergleich zu den jungen Kontrollpersonen
4,2-fach erhoht (p = 0,001, ES = 0,85). Die alten FuRballspieler hatten eine Telomeraseaktivitat
von 78 HEK-Zell-Aquivalenten (95% KI: 45-110). Bei den alten Kontrollpersonen wurde eine
Telomeraseaktivitat von 86 HEK-Zell-Aquivalenten gemessen (95% KI: 51-122). Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied der Telomeraseaktivitat der alten Ful3ballspieler und der
alten Kontrollpersonen (p = 1,000, ES = 0,10). Die alten Kontrollpersonen wiesen eine hdhere
Telomeraseaktivitat auf als die jungen Kontrollpersonen (p = 0,042, ES = 0,74) (Abb. 20).
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Abbildung 20: Telomeraseaktivitat
bei jungen Fulballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuBballspielern (AF) und alten Kontrollen (AK).
Berechnung in HEK-Zell-Aquivalenten. ** p < 0,01, * p < 0,05 verglichen mit JK.
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5.2.3 Telomerlangenmessung

5.2.3.1 Realtime PCR Telomerldngenmessung

Die Leukozyten-Telomerlangen, die durch den Telomer/Referenzgen-Quotienten (T/S-
Quotient) ermittelt wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier
Probandengruppen (p = 0,263, ES =0,10-0,51). Der T/S-Quotient der alten FuBballspieler
betrug 1,03 (95% KI: 0,82-1,24). Der Wert der alten Kontrollpersonen lag bei 1,12 (95% KI:
0,98-1,26). Die jungen Ful3ballspieler hatten einen T/S-Quotient von 1,40 (95% KI: 1,05-1,75).
Die jungen Kontrollpersonen wiesen ein Ergebnis von 1,32 auf (95% KI: 1,03-1,61). Daher
bestand die Notwendigkeit, ergdnzend eine Messmethode anzuwenden, mit der einzelne

Leukozytenpopulationen separat gemessen werden kénnen.

5.2.3.2 FACS-Flow-FISH Telomerldangenmessung

Die FACS-Flow-FISH-Analyse mit Rinder-Thymozyten als interner Kontrollstandard in jeder
Probe ist die Goldstandard-Methode zur Messung von Telomerldngen in Leukozyten-
Subpopulationen in klinischen Studien (BAERLOCHER et al., 2006) (siehe Methodenteil).

Die Messung erbrachte einen signifikanten Unterschied der Telomerldngen zwischen allen
alten und allen jungen Probanden, unabhangig davon, ob sie Sportler waren oder nicht. Alte
Probanden hatten eine ~4-7% kurzere Telomerldange in Granulozyten (p < 0,01, ES =0,70-
1,19). In den Lymphozyten der alten Probanden lag eine ~3-4% Kkiirzere Telomerlédnge
(p<0,001, ES=0,67-1,15) verglichen mit den jungen Probanden vor. Es konnte kein
signifikanter Unterschied der Lymphozyten- bzw. Granulozyten-Telomerldngen zwischen
jungen Fuf3ballspielern und jungen Kontrollpersonen festgestellt werden. Bei den alten
Probanden zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede der Telomerlangen zwischen den
Gruppen. Die Telomerlédnge der Granulozyten der alten FulRballspieler betrug 7344 Basenpaare
(95% KI: 7203-7486 bp). Die Telomerlange der Granulozyten der alten Kontrollpersonen
betrug 7168 Basenpaare (95% KI: 7062-7273 bp). Somit war die Granulozyten-Telomerlédnge
der alten FuBballspieler im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen 177 Basenpaare langer
(p=0,047,ES=0,48) (Abb. 21). Dies entspricht einem Unterschied von 2,5%. Die
Telomerlange der Lymphozyten der alten FuRRballspieler betrug 6332 Basenpaare (95% KI:
6251-6413 bp). Die Telomerlange der Lymphozyten der alten Kontrollpersonen lag bei
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6250 Basenpaaren (95% KI: 6192-6309 bp). Die Lymphozyten-Telomerlange der alten
Fulballspieler war im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen 82 Basenpaare langer
(p = 0,009, ES = 0,39) (Abb. 22). Dies entspricht einem Unterschied von 1,3%. Somit liegt die
Interpretation nahe, dass die altersbedingte Telomerlangenverkirzung bei alten FuBballspielern

im Vergleich zu alten Nichtsportlern signifikant reduziert ist.
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Abbildung 21: Granulozyten-Telomerldnge
transformiert in Basenpaar-Werte, bei jungen FuBballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuBRballspielern
(AF) und alten Kontrollen (AK). ## p < 0,01, verglichen mit JF; ** p < 0,01, verglichen mit JK;
f p < 0,05, verglichen mit AK.
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Abbildung 22: Lymphozyten-Telomerlange

transformiert in Basenpaar-Werte, bei jungen Fuballspielern (JF), jungen Kontrollen (JK), alten FuRRballspielern
(AF) und alten Kontrollen (AK). ### p < 0,001, verglichen mit JF; *** p < 0,001, verglichen mit JK; ff p < 0,01,

verglichen mit AK.
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6 Diskussion

Die vorliegende Querschnittsstudie hatte zum Ziel, erstmals Telomerlange und Telomer-
assoziierte Proteine in jungen und alten FulRballerspielern zu vergleichen. Hierzu wurden
molekularbiologische Analysen in den mononukleédren peripheren Blutzellen von 4 Gruppen a
35 Probanden durchgefuihrt. Der wichtigste klinisch-experimentelle Befund ist eine signifikante
Reduktion der altersabhdngigen Telomerlangenverkirzung in Leukozytensubpopulationen
langjahriger FuBballathleten von ca. 72 Jahren mit einer mittleren Sportanamnese von ca. 61
Jahren. Dies war mit einer deutlichen Reduktion des Seneszenzmarkers p16 im Vergleich zu
gleich alten, inaktiven Kontrollpersonen vergesellschaftet. Junge Profi-FuRballspieler von ca.
22 Jahren zeigten eine hohere Telomeraseaktivitat und Expression der Telomer-stabilisierenden
Faktoren POT1a und TRF2 sowie des DNA-Maintenanceproteins Ku70, was auf lange Sicht
die relative Telomerverldangerung bei Sportlern im Vergleich zu inaktiven Personen erklaren

kdnnte.

Da sportliche Aktivitat sowohl die Gesamtsterblichkeit als auch die kardiovaskuldre Mortalitat
reduziert, wird in den aktuellen Leitlinien eine regelmaRige sportliche Aktivitat zur
kardiovaskuldren Pravention empfohlen (VISSEREN et al., 2021). Den positiven Effekten von
Sport liegen vielféltige Mechanismen zu Grunde, die unter anderem dem Entstehen oder dem
Progress kardiovaskularer Erkrankungen entgegenwirken (HAMBRECHT et al., 2000; LAUFS
et al., 2004; MALIK et al.,, 2020; STEWART, 2002; TANAKA et al., 2000). Ein neuer
Mechanismus ist die positive Beeinflussung des Telomersystems und damit der zelluldren
Seneszenz (WERNER et al., 2009; WERNER et al., 2008). Die Leukozyten-Telomerléange wird
als von den klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren moglicherweise unabhéngiger Risiko-
Pradiktor fur die Entwicklung kardiovaskulédrer Erkrankungen angesehen (WILLEIT et al.,
2010). Es existieren bereits einige Studien, die den Einfluss verschiedener sportlicher
Aktivitaten auf die Telomere und Telomer-assoziierte Proteine untersuchen (LUDLOW et al.,
2008; MUNDSTOCK et al., 2015; ORNISH et al., 2013; SAVELA et al., 2013; WERNER et
al., 2019). Es ist jedoch noch unklar, welchen Einfluss Art, Intensitat, Haufigkeit, Dauer und
Gesamtmenge der sportlichen Aktivitat haben (MUNDSTOCK et al., 2015). Somit besteht ein
Bedarf an Studien zur Untersuchung der Auswirkungen verschiedener Sportmodalitéten auf die
Telomere. FuBRball ist eine Sportart mit einem intermittierenden Bewegungsmuster, bestehend
aus anaeroben Phasen hoher Intensitét abgewechselt mit Erholungsphasen geringerer Intensitat
(KRUSTRUP et al., 2010a). Es liegen bereits Arbeiten vor, die positive Auswirkungen von
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FuBballtraining auf das kardiovaskuldre System, die maximale aerobe Leistungsfahigkeit, den
Blutdruck, den Fettstoffwechsel, die Knochen und die Muskeln demonstriert haben
(ANDERSEN et al., 2014a; ANDERSEN et al., 2014b; HAGMAN et al., 2018; KRUSTRUP
etal., 2010a; KRUSTRUP et al., 2010b; LUO et al., 2018; MOHR et al., 2014; SCHMIDT et
al., 2014; SKORADAL et al., 2018; SUNDSTRUP et al., 2016). Die vorliegende Studie ist die
erste Querschnittsstudie, die die Effekte von lebenslangem Profi-Fufballtraining auf
Leukozyten-Telomerldnge, Telomeraseaktivitdt und mRNA-Expression des pro-seneszenten
Proteins p16 und der Telomer-assoziierten Proteine TRF2, Ku70 und POT1a untersucht.
Aufgrund der Maoglichkeit der nicht-invasiven Gewinnung und der wahrscheinlich fur das
Herz-Kreislaufsystem insgesamt représentativen Eigenschaften wurde in dieser Studie, wie es
ublich ist, die Telomerlangenmessung in Leukozyten durchgefiihrt (DANIALI et al., 2013;
HERRMANN et al., 2018; LUDLOW et al., 2013). Die Telomerldngen-PCR ist relativ schnell
und an vielen Proben gleichzeitig durchzufiihren. Sie gilt aber als hypothesen-generierend, weil
einzelne Zellpopulationen nicht gesondert betrachtet werden konnen. Effekte auf die
Telomerldnge in einer Gruppe konnen sowohl unter- als auch Uberschatzt werden
(GUTIERREZ-RODRIGUES et al., 2014). In der vorliegenden Studie zeigten sich in der Flow-
FISH-Untersuchung signifikante Telomerlangenunterschiede, nicht jedoch in der Realtime
PCR. Dieses Ergebnis bestatigt vorangehende Studien, die die Flow-FISH-Methode als
genauste, sensitivste, spezifischste und reproduzierbarste Methode zur Telomerl&ngenmessung
in Leukozyten-Subpopulationen bewerten (BEHRENS et al., 2017; GUTIERREZ-
RODRIGUES et al., 2014).
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6.1 Experimentelle Ergebnisse der alten Studienteilnehmer

Alte FuBRballspieler hatten sowohl in Granulozyten als auch in Lymphozyten langere Telomere
als ihre altersgleichen inaktiven Kontrollpersonen. Die Expression des pro-seneszenten
Proteins p16 war bei den alten FuRballern reduziert. Es zeigten sich jedoch keine Unterschiede
bezlglich der Telomersaseaktivitdt und der Telomer-assoziierten Proteine bei den alten
Sportlern im Vergleich zu den alten Nichtsportlern.

Da die Telomerase mafRgeblich zur Telomerkonservierung beitragt (AUNAN et al., 2016), ist
es bemerkenswert, dass kein Unterschied der Telomeraseaktivitdt zwischen alten
Fulballspielern und alten Kontrollpersonen gemessen wurde. Es wird vermutet, dass die
Telomerase und das Protein p16 kooperativ die zellulare Seneszenz regulieren. Eine erhdhte
pl6-Expression wirkt den anti-seneszenten Effekten der Telomerase entgegen (YANG et al.,
2008). Somit konnte bereits alleine die erniedrigte p16-Expression der alten FuRballspieler im
Vergleich zu den alten Kontrollpersonen, die eine 1,6-fach hohere p16-Expression aufwiesen,
positive Auswirkungen auf die Telomerldange haben. Laut Literaturangaben steigt die
Expression von pl6 mit zunehmendem Alter deutlich an, um die Stammzellproliferation
aufgrund von steigendem oxidativem Stress und akkumulierten ROS zu reduzieren (LIU et al.,
2009; YANG et al., 2008). Dennoch war die pl6-Expression der alten Fufl3ballspieler nicht
hoher als die der beiden jungen Probandengruppen. Somit ist es denkbar, dass lebenslanges
regelmaRiges FuBballtraining den altersassoziierten p16-Anstieg reduziert und auf diese Weise
der Telomerverkiirzung entgegenwirkt. Die anti-seneszenten Proteine TRF2, Ku70 und POT1a
unterschieden sich zwar nicht zwischen den alten Probandengruppen, die EffektgroRen waren
aber dennoch klein bis moderat. Deswegen kann vermutet werden, dass diese Faktoren zu den
Unterschieden der Telomerlange beigetragen haben kdnnten.

Aufgrund von negativen Feedback-Mechanismen weil} man aus anderen Modellen, dass die
Telomerase bevorzugt zu kurzen Telomeren rekrutiert wird (SMOGORZEWSKA, DE
LANGE, 2004). Da die Telomerlangen-Verkiirzung der alten FulRballspieler aufgrund der
genannten Faktoren reduziert und somit die Telomerlange besser erhalten war, ware ein solcher
negativer Feedback-Mechanismus auf die Telomeraseaktivitdt in dieser Studienkohorte
denkbar. AuBerdem wurde bereits gezeigt, dass die Telomerase akut nach Ausdauertraining
heraufreguliert wird (WERNER et al.; 2019). Da hier ein anderes Studiendesign vorlag, ist
jeweils eine ,,steady state* Messung erfolgt, um Akuteffekte moglichst auszuschlief3en.

Einer der moglichen Mechanismen flr die Telomeraseaktivierung, neben dem Scherstress, ist
IGF1 (insuline like growth factor 1) (TORELLA et al., 2004). Die IGF1-Konzentration nimmt

mit zunehmendem Alter ab. Durch Sport kann es zu einer IGF1-Erh6hung kommen
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(POEHLMAN, COPELAND, 1990). Freiwilliges Laufradtraining bei Mausen fiihrte zu einer
Hochregulation der myokardialen IGF1-Expression (WERNER et al., 2008). Allerdings zeigte
eine  prospektive, randomisierte  klinische  Studie mit einer  sechsmonatigen
Trainingsintervention keine Regulation von IGF-1 bei einer chronischen, regelméfigen, der
Préventionsempfehlung  entsprechenden, korperlichen — Aktivitdt, obwohl deutliche
Telomereffekte zu beobachten waren (WERNER et al., 2019).

Der in dieser Studie beobachtete zelluldre ,,Anti-Aging-Effekt“ von FufBiball bestétigt die
Ergebnisse friherer Studien zu Ausdauertraining, die gezeigt haben, dass moderates oder
intensives Ausdauertraining anti-seneszente Effekte in zirkulierenden Blutzellen bewirkt
(LAROCCA et al., 2010; ORNISH et al., 2013; TUCKER, 2017; WERNER et al., 2009;
WERNER et al., 2008; WERNER et al., 2019). Der Telomerlangenunterschied von 177
Basenpaaren in Granulozyten und 82 Basenpaaren in Lymphozyten zwischen alten
FuBballspielern und alten Kontrollpersonen ist weniger stark ausgepragt als der in der Studie
von LaRocca und Kollegen. Diese Studie zeigte eine ca. 900 Basenpaare groRere
Leukozytentelomerlénge é&lterer Ausdauerathleten verglichen mit gleichalten Nichtsportlern
(LAROCCA et al., 2010). Der weniger stark ausgepragte Effekt bei den alten FulRballspielern
konnte in der geringeren Menge waochentlichen Trainings (3,5 Trainings/Woche) im Vergleich
zu den alten Ausdauerathleten (> 5 Trainingseinheiten/Woche, >45 min/Tag) und der
Messmethode begriindet liegen. Zudem waren die alten FuBballspieler deutlich alter (o 72
Jahre) als die Ausdauerathleten (55-72 Jahre) und die Leukozytentelomerldnge wurde mittels
einer modifizierten Southern Blot Analyse und nicht anhand der in dieser Studie verwendeten
Flow-FISH-Methode bestimmt. Die Studien lassen sich somit nicht direkt miteinander

vergleichen, treffen aber qualitativ vergleichbare Aussagen.

Ob eine signifikante Assoziation korperlicher Aktivitat und der Telomerlange besteht, wurde
uber viele Jahre hinweg diskutiert. Wahrend ein systematischer Review von 2015 keine
deutliche Assoziation zeigte (MUNDSTOCK et al., 2015), zeigte sich in einer
Querschnittsstudie von 2017 mit fast 6000 20 bis 84 Jahre alten Mannern und Frauen ein
Unterschied von um 140 Basenpaare langeren Telomeren bei Personen mit einer hohen
korperlichen Aktivitat im Vergleich zu nicht aktiven Kontrollpersonen, was einem biologischen
Altersvorteil von 9 Jahren entspricht (TUCKER, 2017). In Bezug auf diese Angaben hétten die
alteren Ful3ballspieler dieser Studie einen biologischen Altersvorteil von ungefahr 11 Jahren,

bezogen auf die Telomerléange in Granulozyten, und 5 Jahren, bezogen auf die Telomerlénge in
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Lymphozyten, verglichen mit den alteren Kontrollpersonen. Die unterschiedlichen Ergebnisse
dieser Studien konnten unter anderem durch die unterschiedlichen Sportmodalitaten bedingt
sein. In einer kurzlich veroffentlichten randomisierten und kontrollierten Studie mit
vorangehend inaktiven Probanden fiihrten sechs Monate Ausdauer- oder Intervalltraining, nicht
aber Krafttraining, zu einer erhohten Telomeraseaktivitit und Telomerlange (WERNER et al.,
2019). Eine mogliche Erklarung hierfir wére, dass es in der Regel bei Ausdauertraining zu
einer hoheren Herzfrequenz kommt als bei Krafttraining. Dies fiihrt zu einem hdoheren
Scherstress in den GeféalRen, wodurch es zu stérkeren Effekten auf zellulédrer Ebene kommen
konnte (GRASSELLI et al., 2008; SCHIRMER et al., 2015; WERNER et al., 2009; WERNER
et al., 2008).

6.2 Experimentelle Ergebnisse der jungen Studienteilnehmer

Da im Vergleich zu den jungen Kontrollpersonen bei den jungen Ful3ballspielern sowohl die
Telomeraseaktivitat als auch alle Telomer-assoziierten Proteine erhoht waren und die
Expression des pro-seneszenten Proteins pl6 erniedrigt war, war es Uberraschend, dass kein
Telomerlangenunterschied zwischen den jungen Probandengruppen festgestellt werden konnte.
Allerdings wurden telomer-konservierende Effekte von Langzeit-Ausdauertraining bisher nur
bei Probanden mittleren oder hdheren Alters beobachtet (BORGHINI et al., 2015; LAROCCA
etal., 2010; OSTHUS et al., 2012; WERNER et al., 2009). Werner und Kollegen fanden heraus,
dass der altersabhéngige Telomerverlust in Lymphozyten und Granulozyten mittelalter
Athleten (@ 51 Jahre), die mehrere Jahrzehnte lang Ausdauersport betrieben, abgeschwacht
war. Im Gegensatz dazu lagen bei jungen professionellen Mittel- und Langstreckenlaufern (@
20 Jahre) keine Telomerl&dngenunterschiede im Vergleich zu gleichalten Nichtsportlern vor
(WERNER et al., 2009). Das gleiche altersabhdngige Ergebnis konnte bei Ultramarathon-
Laufern festgestellt werden: Nur Athleten tGber 53 Jahre hatten langere Telomere (BORGHINI
et al., 2015). Beim Vergleich gut trainierter Ausdauerathleten mit Nicht-Athleten, die auf
mittlerem Niveau trainierten, zeigte sich nur bei den alten (66-77 Jahre), nicht jedoch bei den
jungen (22-27 Jahre) Athleten eine reduzierte Telomerverkirzung (OSTHUS et al., 2012).
Beide Studien begriindeten diese Ergebnisse mit der geringeren Anzahl an Jahren, in der die
jungen Menschen sportlich aktiv waren. Eine weitere mdgliche Erklarung kdnnte sein, dass die
Trainings-Menge von sieben Einheiten pro Woche maéglicherweise zu hoch ist. Es wurde eine

inverse U-Korrelation zwischen Telomerlange, Trainingsvolumen und -intensitat festgestellt:
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Bei einer sehr hohen Sportintensitat konnten kiirzere, mit denen unsportlicher Kontrollpersonen
vergleichbare, Telomerldngen festgestellt werden, als bei Sportlern, die weniger intensiv und
héufig trainierten (LUDLOW et al., 2008; SAVELA et al., 2013). Akuteffekte im Sinne einer
durch akuten oxidativen Stress ausgelosten Telomerldngenverkirzung koénnen als
unwahrscheinlich angesehen werden, da die Studienteilnehmer fiir mindestens 48 Stunden vor
Blutentnahme keinen Sport ausiiben durften.

Somit ist es am wahrscheinlichsten, dass trotz der hohen Menge woéchentlichen Trainings das
junge Alter (@ 22 Jahre) der jungen FuBballspieler der Grund fiir den fehlenden Unterschied
bei der Telomerlange zwischen den jungen Probanden ist.

Die Tatsache, dass es bei den jungen FuBballspielern zu einer deutlichen Erhéhung der
telomerstabilisierenden Faktoren und der Telomerase sowie einer Erniedrigung der pl6-
Expression kommt, bietet Raum fiir die Hypothese, dass die Telomere der jungen Sportler auf

lange Sicht besser erhalten bleiben.

66



6.3  Klinische Ergebnisse der alten Studienteilnehmer

Lebenslanges FuRballtraining ist mit einer vorteilhaften Kdérperzusammensetzung, einem
verbesserten Fett- und Glukoseprofil und einer verringerten Ruheherzfrequenz assoziiert
(ANDERSEN et al., 2014a; ANDERSEN et al., 2014b; KRUSTRUP et al., 2010a; LUO et al.,
2018; MOHR et al., 2014; SCHMIDT et al., 2014; SKORADAL et al., 2018). Die alten
FuBballspieler wiesen ein geringeres Korpergewicht, einen niedrigeren BMI und niedrigere
Ganzkdorper-, Android- und Gynoid-Fettanteile als die alten Kontrollpersonen auf. Die
Korpermagermasse war bei beiden Gruppen gleich. Diese Ergebnisse stimmen mit aktuellen
Querschnittsstudien uberein, die alte FuRballspieler (@ 68 Jahre) mit gleichalten untrainierten
Kontrollen verglichen (MANCINI et al., 2017; SCHMIDT et al., 2015). Die &ahnliche
Korpermagermasse der trainierten und untrainierten Mé&nner kann am ehesten durch das
insgesamt hohere Koérpergewicht der untrainierten Personen erklart werden: Die hohere
Magermasse der Sportler wird ausgeglichen durch die aufgrund des insgesamt gesteigerten
Gewichts gleichermalen gesteigerte Magermasse der Nichtsportler.

Ubereinstimmend mit unseren Erkenntnissen konnten weder Schmidt et al. noch Mancini et al.
statistisch bedeutsame Effekte lebenslangen FufBballtrainings auf Blutdruck, Cholesterin und
Nuchternglukose beobachten, wahrend es bei Schmidt et al. zu einer um 6/min. (SCHMIDT et
al., 2015) niedrigeren Ruheherzfrequenz kam. In dieser Studie war die Ruheherzfrequenz der
alten Fulballspieler (60/min.) im Vergleich zu den alten Kontrollpersonen (63/min.) nicht
verringert. Hierbei ist es wichtig zu beachten, dass 26 % der &lteren Probanden dieser Studie
Antihypertensiva einnahm, was in der Studie von Schmidt et al. nicht der Fall war.

Bei den alten FulRballern wurde ein glnstigeres Glukoseprofil mit geringeren HbA1c-Werten
und Insulinkonzentrationen gemessen, verglichen mit den alten unsportlichen Kontrollen. Dies
bestatigt das Ergebnis einer Studie, in der bei mittelalten Mannern mit Typ 2 Diabetes bereits
eine 6-monatige Ful3balltrainingsintervention zu einer signifikanten HbA1ic-Reduktion flihrte
(ANDERSEN et al., 2014c). Die Autoren begriindeten diesen Effekt mit einer gesteigerten
mikrovaskularen Muskelperfusion oder einer gesteigerten muskularen GLUT-4-Expression.
GLUT-4 stellt einen Haupt-Glukosetransporter des Skelettmuskels dar, der fur die
insulinstimulierte Glukoseaufnahme verantwortlich ist (DAUGAARD, RICHTER, 2001).
Muskuloskelettale Anpassungen der alten FuRballspieler sind wahrscheinlich, kénnen aber in
dieser  Studie nicht belegt werden. Bekanntermallen  reduzieren niedrigere
Durchschnittsglukose- und Insulinspiegel der alten Fullballspieler das Risiko fir die
Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 (HUANG et al., 2019).

67



6.4 Klinische Ergebnisse der jungen Studienteilnehmer

Bei den jungen FuBballspielern waren im Vergleich zu den jungen untrainierten
Kontrollpersonen alle drei Messwerte der Korperfettanteile (gesamt, android, gynoid)
erniedrigt. Reduziertes Korperfett vermindert das Risiko der Entwicklung eines metabolischen
Syndroms oder einer kardiometabolischen Dysfunktion und geht mit einer reduzierten
Mortalitat einher (OLIVEROS et al., 2014). Es wurde mehrfach beobachtet, dass bereits kurze
FuRballinterventionen Korperfettmasse und -anteil untrainierter Erwachsener verringern,
wéhrend die Korpermagermasse hingegen nicht immer gesteigert wird (BANGSBO et al.,
2015; MILANOVIC et al., 2019; SARMENTO et al., 2020). In unserer Studie konnte bei den
jungen FuBballspielern eine hohere Korpermagermasse als bei den jungen Kontrollpersonen
festgestellt werden. In einer Langsschnittstudie mit ca. 200.000 jungen und mittelalten
Probanden (@ 39 Jahre), wurde beobachtet, dass besonders bei jungen Personen (< 50 Jahre)
die relative Muskelmasse nach einem Dosis-Antwort-Prinzip negativ mit dem Auftreten von
Typ 2 Diabetes assoziiert ist (HONG et al., 2017). Somit ist es moglich, dass die gesteigerte
Korpermagermasse der jungen FuBballspieler das Risiko fir das Auftreten eines Diabetes
mellitus Typ 2 reduziert.

Die jungen Fullballspieler hatten ein glnstigeres Lipidprofil mit geringeren LDL-Cholesterin-,
Gesamtcholesterin-, und Triglyzeridkonzentrationen sowie eine um 9/min. verringerte
Ruheherzfrequenz verglichen mit den jungen Kontrollpersonen. Die Reduktion des Gesamt-
und LDL-Cholesterins durch FulRballinterventionen konnte bereits haufig beobachtet werden,
ist jedoch nicht immer statistisch signifikant (BANGSBO et al., 2015). In einer Metaanalyse
wurde der Effekt von Freizeit-FulRballtraining auf das LDL-Cholesterin als ,,mdglicherweise
vorteilhaft“ und auf die Ruheherzfrequenz als ,,sehr wahrscheinlich vorteilhaft* eingestuft
(MILANOVIC et al., 2019). Eine gesteigerte Ruheherzfrequenz geht mit einem gesteigerten
myokardialen Sauerstoffverbrauch einher und reduziert gleichzeitig den koronaren Blutfluss.
Es wird davon ausgegangen, dass die Ruheherzfrequenz nicht nur einen Pradiktor fur die
kardiale Mortalitat, sondern auch fiir die Mortalitit jedweder Ursache darstellt (COOK et al.,
2008). Somit kann die niedrigere Ruheherzfrequenz der jungen Fulballspieler als protektiver
Faktor angesehen werden.

Zusammengefasst verdeutlichen die festgestellten Klinischen Gruppenunterschiede die
vorteilhaften Effekte lebenslangen FuRballtrainings, das allgemeine Gesundheitsprofil zu
verbessern, mit dem Ziel, das Risiko zukinftiger kardiovaskuldrer und metabolischer

Erkrankungen zu reduzieren.
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6.5 Limitationen dieser Studie

Eine generelle Limitation von Querschnittsstudien wie dieser stellt der fehlende Nachweis der
Kausalitat dar. Neben dem Alter und der Uber das Leben geleisteten korperlichen Aktivitét gibt
es einige weitere Faktoren, wie Geschlecht, Raucherstatus, Adipositas (HUZEN et al., 2014),
erndhrungsbedingte Antioxidantien und Vitamine (PAUL, 2011), Interleukin-6-Level,
sozio6konomischer Status (SHIELS et al., 2011) und psychisches Stresslevel (EPEL et al.,
2004), die mit der Leukozyten-Telomerléange assoziiert sind. Ob diese sich kausal auf harte
Endpunkte wie Lebensspanne oder Mortalitat auswirken, ist in vielen Féllen nicht klar.

Die klinischen Ergebnisse zeigen, dass beide Sportlergruppen niedrigere Werte fiir
Korpergewicht, BMI und Korperfettanteile sowie teilweise gunstigere metabolische
Laborwerte als ihre jeweils altersgleichen Kontrollgruppen aufweisen. Somit ist es
wahrscheinlich, dass die Gruppenunterschiede der experimentellen Ergebnisse ebenso von dem
metabolischen Profil beeinflusst wurden, wie von der korperlichen Aktivitat selbst. Da das
metabolische Profil mit der korperlichen Aktivitat in Verbindung steht (STEWART, 2002;
WHO, 2009), ist es schwer, diese beiden Parameter unabhéngig voneinander zu betrachten.
Alle Teilnehmer waren Nichtraucher und es war ihnen nicht gestattet, mehr als 2 alkoholische
Getrénke pro Tag zu sich zu nehmen. Die Erndhrung der Teilnehmer wurde in dieser Studie
jedoch nicht kontrolliert und dokumentiert. Es ist denkbar, dass die professionellen Athleten
eine gesiindere Erndhrung sowie einen insgesamt gestinderen Lebensstil hatten. Unterschiede
bezuglich des soziookonomischen Status und des individuellen Stresslevels wurden nicht
berucksichtigt, konnten aber als mit sportlicher Inaktivitét assoziierte Faktoren fir diese Studie
relevant sein (ALGREN et al., 2018).

Dariiber hinaus war die Menge des wdchentlichen sowie des lebenslangen Trainings
selbstberichtet und die Intensitat des aktuellen Trainings wurde nicht gemessen. Die mittlere
Herzfrequenz wahrend des Trainings wurde in dieser Studie nicht erfasst. Man hat allerdings
beobachtet, dass FuRballtraining mit einer hohen mittleren und maximalen Herzfrequenz einher
geht (KRUSTRUP et al., 2010a; KRUSTRUP et al., 2010b). Zudem kann man bei den jungen
Profifufballspielern (> 2. Dénische Liga) ein hohes Intensitétslevel als vorausgesetzt
betrachten. Trotz des hohen Alters konnten hohe mittlere Herzfrequenzen von ca. 84% der
maximal moglichen Herzfrequenz HRmax, Sowie lange Zeitspannen (18% der Trainingszeit) mit
>90% der HRmax bei alten Sportlern wahrend des FuRballtrainings beobachtet werden
(ANDERSEN et al., 2014b). Somit kann auch bei den alten FuRballspielern eine hohe
Trainingsintensitat zu erwarten gewesen sein. Dennoch wdre es interessant gewesen, den

objektiven Parameter VO2max (maximale Sauerstoffaufnahme) der Probanden zu bestimmen,
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da die Telomerlange mit dem individuellen Fitness-Level assoziiert ist (LAROCCA et al.,
2010).

Unsere Studie beinhaltete ausschlieBflich danische Manner, weshalb keine Aussage darlber
getroffen werden kann, ob die Effekte bei Frauen oder Mannern aus anderen Landern ebenso
auftreten wirden.

Aus diesen Grinden besteht die Empfehlung zu weiteren randomisierten, kontrollierten
prospektiven Studien mit einem erweiterten Testspektrum, um die durch FuBball bedingten

praventiv wirksamen regulatorischen Prozesse besser zu differenzieren.
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