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Abstract

Introduction: Physical exercise can cause oxidative stress. A suitable non-invasive
method to reduce oxidative stress during exercise is an adequate intake of antioxidants
via the diet. The aim of this master's thesis was to investigate the effects of different diets

(LGI, HGI or LCHF) on oxidative DNA status in endurance athletes.

Methods: This randomised, non-blinded intervention study included 30 male, non-
professional athletes and spanned a duration of ten weeks. The intervention comprised a
standardised training intervention and a nutritional intervention: a high-fat, low-
carbohydrate diet (LCHF), a high-carbohydrate diet with a low glycaemic index (LGI) or
a high glycaemic index (HGI). Blood samples were taken before and after the intervention
and DNA damage was detected in whole blood using the Comet assay. Furthermore,
oxidised DNA bases were determined by an additional incubation step with FPG and the

resistance of the cells to external oxidative stress was measured by treatment with H>O».

Results: None of the three nutritional interventions showed a significant protective effect
against oxidative DNA damage. Nevertheless, a downward trend was observed in the LGI

group after all three treatments.

Limitations: There were numerous limitations in this study that may not have led to
statistical significance in the results. This includes storing the blood samples at -20°C
instead of -80°C and the challenge of counting comets (small number, overlapping comets

and a noisy background).

Conclusion: Reduced levels of % tail DNA in the LGI group after Lysis, H2O2 and FPG
treatment suggest that a diet rich in antioxidants and avoiding acute hyperglycaemia has

the potential to reduce oxidative DNA damage.
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Zusammenfassung

Einleitung: Korperliche Bewegung kann oxidativen Stress hervorrufen. Eine geeignete
nichtinvasive Methode, zur Reduzierung von oxidativem Stress wéhrend korperlicher
Belastung, ist eine angemessene Zufuhr von Antioxidantien iiber die Erndhrung. Ziel
dieser Masterarbeit war es, die Auswirkungen verschiedener Erndhrungsformen (LGI,

HGI oder LCHF) auf den oxidativen DNA-Status bei Ausdauersportlern zu untersuchen.

Methoden: An dieser randomisierten, nicht-verblindeten Interventionsstudie nahmen 30
mannliche, nicht-professionelle Athleten fiir zehn Wochen teil. Die Intervention umfasste
eine einheitliche Trainingsintervention sowie eine Erndhrungsintervention: eine
fettreiche, kohlenhydratarme Didt (LCHF), eine kohlenhydratreiche Didt mit einem
niedrigen (LGI) oder einem hohen glykdmischen Index (HGI). Vor und nach der
Intervention wurden Blutproben entnommen und DNA-Schiden wurden im Vollblut mit
dem Comet-Assay nachgewiesen. Aullerdem wurden oxidierte DNA-Basen durch einen
zusitzlichen Inkubationsschritt mit FPG ermittelt und die Widerstandsfahigkeit der
Zellen gegeniiber externem oxidativem Stress wurde durch die Behandlung mit H>O>

gemessen.

Ergebnisse: Keine der drei Erndhrungsinterventionen zeigte eine signifikante
Schutzwirkung gegeniiber oxidativen DNA-Schdden. Dennoch konnte eine sinkende

Tendenz in der LGI-Gruppe nach allen drei Behandlungen beobachtet werden.

Limitationen: In dieser Studie gab es zahlreiche Limitationen, die moglicherweise zu
keiner statistischen Signifikanz in den Ergebnissen gefiihrt haben. Dazu gehort die
Lagerung der Blutproben bei -20°C statt bei -80°C und die Herausforderung bei der
Kometenzdhlung (geringe Anzahl, iiberlappende Kometen und ein rauschiger

Hintergrund).

Schlussfolgerung: Reduzierte Werte der % tail-DNA in der LGI-Gruppe nach einer Lyse-
, H202- und FPG-Behandlung deuten darauf hin, dass eine Didt, die reich an
Antioxidantien ist und eine akute Hyperglykédmie vermeidet, das Potenzial besitzt,

oxidativen DNA-Schaden zu reduzieren.

VIl



1. Einleitung

In physiologischen Prozessen entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowohl durch
endogene als auch durch exogene Quellen. Abhédngig von der ROS-Konzentration zeigen
sie eine positive (z.B. Immunfunktion) oder eine negative (z.B. Schiden an Lipiden,
Proteinen und Nukleinsduren) Funktion. Um diesen negativen Einfluss zu mildern, sind
antioxidative Abwehrsysteme von entscheidender Bedeutung. Das Abwehrsystem setzt
sich aus enzymatischen (Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalase) und
nicht-enzymatischen (Glutathion, Harnséure und Antioxidantien in der Nahrung wie
Vitamin E, C) Antioxidantien zusammen. Wenn ein Ungleichgewicht zwischen der
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und den Abwehrmechanismen des Korpers

herrscht, dann fiihrt das zu oxidativen Stress.

Es ist bekannt, dass korperliche Bewegung durch den gesteigerten oxidativen
Stoffwechsel auch oxidativen Stress hervorrufen kann. Trainingsart und -intensitét
bestimmen das Ausmalf: moderate Belastung fiihrt zu keinem oxidativen Stress und zeigt
sogar eine antioxidative Schutzwirkung, wihrend eine intensive erschopfende Belastung
(z.B. Laufen) zu erhohtem oxidativem Stress und unerwiinschten Auswirkungen fiihren

kann.

Aus diesem Grund scheint eine Unterstiitzung endogener Abwehrsysteme durch eine
angemessene Zufuhr von Antioxidantien iiber eine abwechslungsreiche und ausgewogene
Erndhrung ein geeignetes nichtinvasives Instrument zur Vorbeugung oder Reduzierung
von oxidativem Stress wihrend korperlicher Belastung zu sein. Die Verwendung von
Antioxidantien als Nahrungsergénzungsmittel ist ein umstrittenes Thema, da ein
UbermaB an exogenen Antioxidantien sich nachteilig auf die Gesundheit und die

Leistungsfahigkeit auswirken konnen.

Diese Masterarbeit untersucht die Effekte einer zehnwochigen Trainings- und
Erndhrungsintervention mit variabler Kohlenhydratzufuhr und glykdmischem Index auf
oxidative DNA-Schédden. Im Fokus steht die Analyse, inwiefern korperliche Aktivitidt den
oxidativen Stress beeinflusst und ob eine gezielte Erndhrungsmethode dazu beitragen
kann, diesen zu minimieren. Die Erndhrungsintervention umfasst populére

Erndhrungsmethoden im Sportbereich: eine fettreiche, kohlenhydratarme Didt (LCHF-



Diét) sowie eine kohlenhydratreiche Diét, entweder mit einem niedrigen glykdmischen
Index (LGI-Diit) oder einem hohem glykdmischen Index (HGI-Diét). Der Comet-Assay,
eine etablierte Methode zur Untersuchung von DNA-Schiden auf Einzelzellebene, wird

zur Bewertung des oxidativen Stresslevels eingesetzt.

Es wird erwartet, dass eine LGI-Diét zu niedrigeren oxidativen DNA-Schéden fiihrt, im

Vergleich zu einer HGI-Didt und einer LCHF-Diit.

In dieser Arbeit werden geschlechtsneutrale Bezeichnungen verwendet. Ausdriicke wie
»Sportler” sollen gleichermallen fiir Angehdrige aller Geschlechter gelten, aufler es wird

explizit darauf hingewiesen, um welches Geschlecht es sich handelt.

1.1. Freie Radikale und ROS

Freie Radikale sind kleine diffusionsfdhige Molekiile, die aufgrund des ungepaarten
Elektrons hochreaktiv sind (Ziech et al., 2010). Aufgrund der hohen Reaktivitit ist es
thnen moglich, Elektronen von anderen Verbindungen zu abstrahieren, um Stabilitét zu
erreichen. Jedoch verliert das angegriffene Molekiil sein Elektron und wird selbst zu

einem freien Radikal, wodurch eine Kettenreaktion in Gang gesetzt wird, was schlieBlich

zu Zellschiden fithren kann (Phaniendra et al, 2015).

Zu den freien Radikalen gehdren reaktive Sauerstoffspezies. Der Begriff bezieht sich
sowohl auf sauerstoffzentrierte Radikale als auch auf Nicht-Radikale, die reaktive
Derivate von Sauerstoff sind (z.B. H>O») (Powers et al., 2020). ROS kann entweder aus
endogenen oder exogenen (Umweltverschmutzung, Alkohol, Tabakrauch,
Schwermetalle, Ubergangsmetalle, industrielle Losungsmittel, Pestizide, bestimmte
Drogen wie Halothan, Paracetamol und Strahlung) Quellen produziert werden

(Phaniendra et al, 2015).

Zu den endogenen Quellen von ROS werden Mitochondrien als Hauptquelle gezéhlt, aber
auch andere Organellen stimulieren die ROS-Produktion. Beispielsweise Peroxisomen
und das endoplasmatische Retikulum (ER) sowie nahezu alle Enzyme, die Sauerstoff
nutzen, einschlieBlich NADPH-Oxidase, mikrosomales Cytochrom P450 und
zytoplasmatische Xanthinoxidase (Kaminskyy & Zhivotovsky, 2014).



ROS entsteht unter acroben Bedingungen in der Elektronentransportkette (ETC), bei der
weniger als 10% des verbrauchten Sauerstoffs {iber aufeinanderfolgende Ein-Elektron-

Wege reduziert werden.

= -
O
2 2H+

0, H,0,——>HO" +HO

4e |[4H"

e, H (H)
H+

OH,0=

Abbildung 1: Reduktion von molekularem Sauerstoff (Lushchak, 2014.)

Das fiihrt zur Umwandlung von molekularem Sauerstoff in Superoxid-Anion Radikale
(O2 "), gefolgt von einer Ein-Elektronen-Reduktion mit gleichzeitiger Aufnahme von
zwel Protonen, was Wasserstoffperoxid (H2Oz) ergibt (Lushchak, 2014). Die Reduktion
von Oy ~ erfolgt spontan oder wird durch das Enzym Superoxiddismutase (SOD)
katalyisert. H>O- ist ein nichtradikales ROS, das fiir Membranen durchléssig ist und eine
relativ lange Halbwertszeit in der Zelle hat. Daher schidigen chronisch hohe zelluldre
H>0O»-Spiegel die Zellbestandteile und sind zytotoxisch. H>O» nimmt ein weiteres
Elektron auf und wird in ein Hydroxylradikal (HO) und ein Hydroxylanion (OH)
gespalten. SchlieBlich interagiert das HO mit einem weiteren Elektron und Proton, was
zur Bildung von Wassermolekiilen fiihrt (Lushchak, 2014). Im Vergleich zu anderen
reaktiven Spezies gelten Hydroxylradikale aufgrund ihrer hohen Reaktivitit als die

schédlichsten ROS (Powers et al., 2020).

Zu den reaktiven Sauerstoffspezies gehoren nicht nur die oben erwdhnten Molekiile Oy~
, H202 und HO, sondern auch verschiedene Peroxide, wie Lipidperoxide und Peroxide
von Proteinen und Nukleinsduren. Dariiber hinaus gibt es auch viele andere reaktive
Spezies von Stickstoff (RNS), Kohlenstoff, Schwefel, Halogenen und viele mehr
(Lushchak, 2014).



1.2. Oxidativer Stress

Aufgrund der vorteilhaften und schiadlichen Wirkung von ROS auf biologische Systeme,
spielen ROS eine doppelte Rolle. Die positiven Funktionen treten bei moderaten oder
niedrigen Konzentrationen auf und sind an verschiedenen physiologischen Funktionen
beteiligt, beispielsweise an der Immunfunktion (d. h. der Abwehr pathogener
Mikroorganismen), an einer Reihe zelluldrer Signalwege, an der mitogenen Reaktion und

an der Redoxregulation (Phaniendra et al, 2015).

Bei hoheren Konzentrationen von ROS wird oxidativer Stress erzeugt (Phaniendra et al,
2015). Oxidativer Stress ist definiert als ,ein Ungleichgewicht zwischen
Oxidationsmitteln und Antioxidantien zugunsten der Oxidationsmittel, das zu einer
Storung der Redoxsignalisierung und -kontrolle und/oder zu molekularen Schéden fiihrt*
(Sies & Jones, 2007, nach Sies et al., 2017, S. 717). Das bedeutet, dass der Uberschuss
an ROS, und somit ein Mangel an enzymatischen und nicht-enzymatischen
Antioxidantien, zu potenziellen Schiden bei Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren

filhren kann (Phaniendra et al, 2015).

Das Hydroxylradikal reagiert mit allen Komponenten des DNA-Molekiils und schidigt
dabei sowohl die Purin- und Pyrimidinbasen als auch das Desoxyribose-Riickgrat. In
diesem Zusammenhang ist die Bildung von 7,8-Dihydro-8-oxoguanosin (8-0x0G) die am
ausflihrlichsten untersuchte DNA-Schéadigung. Aus diesem Grund wird oxidativer Stress
mit einer Reihe menschlicher Krankheiten, wie Diabetes mellitus und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, sowie mit dem Alterungsprozess in Verbindung gebracht (Phaniendra et

al, 2015, Kaminskyy & Zhivotovsky, 2014).

1.3. Antioxidatives Abwehrsystem

Fiir die Zellgesundheit ist die Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts besonders
wichtig und um das Risiko oxidativer Schiden in Zeiten erhéhter ROS-Produktion zu
verringern, spielen antioxidative Abwehrmechanismen eine Schliisselkomponente
(Powers & Jackson, 2008). Unter dem Begriff Antioxidantien werden im Allgemeinen
alle Substanzen definiert, die die Oxidation eines Substrates deutlich verzogern oder

verhindern (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Im Kampf gegen eine ROS-Toxizitét gibt es zahlreiche antioxidative Strategien, die

eingesetzt werden konnen. Einige Wirkstoffe, wie zum Beispiel Katalase, wandeln ROS



in weniger aktive Molekiile um und verhindern somit die Umwandlung in eine
schéddlichere Form. Weiterhin ist es wichtig, die Verfligbarkeit von Prooxidantien wie
Eisen- und Kupferionen iiber metallbindende Proteine zu begrenzen. Zuséatzlich konnen
zahlreiche niedermolekulare Verbindungen, die im Korper produziert werden, wie
Glutathion, Harnsdure und Bilirubin, sowie antioxidative Stoffe in unserer Nahrung, wie
Ascorbinsdure (Vitamin C) und Vitamin E, ROS einfangen und unschédlich machen

(Powers & Jackson, 2008).

Zellen enthalten sowohl enzymatische als auch nicht-enzymatische Antioxidantien.
Superoxiddismutase (SOD), Glutathionperoxidase (GPXs) und Katalase (CAT) gehdren
zu den wichtigsten antioxidativen Enzymen. SOD bildet die erste Verteidigungslinie
gegen Superoxidradikale, da SOD Superoxidradikale unter Bildung von
Wasserstoffperoxid (H202) und Sauerstoff (O2) dismutiert. GPXs sind fiir die Reduktion
von H>O> oder organischem Hydroperoxid (ROOH) unter Bildung von Wasser (H2O)
bzw. Alkohol (ROH) verantwortlich. Fiir diese Reaktion ist ein Elektronendonor
notwendig, wie reduziertes Glutathion (GSH). Die Hauptfunktion des antioxidativen
Enzyms CAT ist der Abbau von H>02 in H20 und Oz. Neben den priméren antioxidativen
Enzymen tragen auch weitere Enzyme direkt oder indirekt zum zelluldren Schutz vor
Oxidation bei. Dazu gehoren Enzyme wie Peroxiredoxin, Glutaredoxin und

Thioredoxinreduktase (Powers & Jackson, 2008).

Wie oben erwidhnt, gibt es in den Zellen auch zahlreiche nicht-enzymatische
Antioxidantien (z.B. GSH, Harnséure, Bilirubin). GSH spielt eine wichtige Rolle bei der
Pravention von oxidativem Stress. Zu dem Aufgabengebiet von GSH gehort, dass es
direkt mit verschiedenen Radikalen reagieren kann, indem es ein Wasserstoffatom abgibt
und es als Substrat fiir GPXs fungiert, um H>O; und organische Hydroperoxide zu
eliminieren. Aullerdem reduziert GSH andere Antioxidantien wie Vitamin E und C in der
Zelle. Das triagt zu deren Aufrechterhaltung im reduzierten Zustand bei, da es sich dabei

um begrenzte Ressourcen handelt (Powers & Jackson, 2008).

Wichtige Antioxidantien in der Nahrung sind zum Beispiel Vitamin E, Vitamin C und
Carotinoide. Vitamin E, insbesondere alpha-Tocopherol, schiitzt Zellmembranen vor
oxidativem Stress und Carotinoide ermoglichen das Abfangen verschiedener ROS-

Spezies, einschlieBlich Superoxid- und Peroxylradikalen. Im Gegensatz zu Vitamin E und



Carotinoiden ist Vitamin C hydrophil und kann Superoxid-, Hydroxyl-, und
Lipidhydroperoxidradikale direkt abfangen. Zudem ist Vitamin C entscheidend beim
Recycling von Vitamin E, wodurch ein effizientes Antioxidans-Netzwerk

aufrechterhalten wird (Powers & Jackson, 2008).

1.4. Einfluss von Lebensstilfaktoren

Mehrere Faktoren beeinflussen die Anfilligkeit fiir oxidativen Stress, indem der
Antioxidansstatus oder die Bildung freier Sauerstoffradikale beeinflusst wird. Einige
dieser Faktoren sind rétselhaft, da sie neben ihrer unmittelbar oxidierenden Eigenschaft
auch eine langfristige Schutzwirkung besitzen. Dazu gehort der Lebensstil, der entweder
endogenen (Sport) oder exogenen (Nahrung) Ursprungs sein kann. Diese wirken hiufig
gleichzeitig und es ist zu erwarten, dass ihre Wirkungen zumindest additiv oder eher

synergistisch sind (Moller et al, 1996).

1.4.1. Sport

Bewegung ist auf zwei Arten mit oxidativem Stress assoziiert. Einerseits wird der
oxidative Stoffwechsel erhoht, was zu oxidativem Stress fiihrt, andererseits scheinen die
Anpassungen an regelmifBiges Training eine antioxidative Schutzwirkung zu haben
(Moller et al, 1996). Es ist allgemein bekannt, dass regelmiBige, nicht erschopfende
korperliche Bewegung eine positive Auswirkung auf Krankheiten wie Diabetes mellitus
oder koronare Herzkrankheiten hat. Dabei kommt es zur Verbesserung des Plasma-
Lipidspiegels, zur Erhdhung der Knochendichte und hilft beim Abnehmen. Allerdings
gehen die positiven Effekte von Bewegung durch Erschopfung und mangelndes Training

verloren (Vina et al., 2000).

Die erhohte Stoffwechselrate, die mit kdrperlicher Bewegung einhergeht, erhoht den
mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im Muskelgewebe und dementsprechend auch die
Bildung mitochondrialer ROS (Packer et al., 2008). Die Pionierarbeit von Davies et al
zeigt, dass Laufen bis zur Erschopfung zu einem zwei- bis dreifachen Anstieg der
Konzentration freier Radikale in Muskeln und in der Leber der Ratte fiihrt. Die
erschopfende korperliche Betdtigung flihrte auch zu einem Anstieg der
Lipidperoxidationsprodukte (Davies et al., 1982). Weitere Arbeitsgruppen, wie Sastre et
al, kamen ebenfalls zu dem Entschluss, dass eine einzige Trainingseinheit nur dann

oxidativen Stress verursacht, wenn sie erschopfend ist. Sie fanden eine lineare



Korrelation zwischen den Verhiltnissen von oxidiertem zu reduziertem Glutathion und

Laktat zu Pyruvat (Sastre et al., 1992).

Die unerwiinschten Auswirkungen konnen durch Training teilweise verhindert werden.
Kurz nach der Studie von Davies et al., zeigten Salminen und Vihko, dass
Ausdauertraining die Anfalligkeit fiir Schaden durch freie Radikale verringert. In dieser
Studie wurden die Lipidperoxidatioskapazititen in den Muskeln von Mausen untersucht,
die entweder Ausdauertraining durchgefiihrt haben oder nicht und das Ausdauertraining
erhohte die Widerstandsfihigkeit der Muskulatur gegentiber Verletzungen durch
Lipidperoxidation (Salminen & Vihko, 1983).

Das bedeutet, dass es bei der Durchfiihrung einer einzelnen Trainingseinheit eine
Intensitédtsschwelle gibt: MéBiges Training fiihrt nicht zu oxidativem Stress, wohingegen
intensives Training in Verbindung mit Erschopfung dies tut (Alessio, 1993). Das wird

durch das Konzept “durch Bewegung induzierte Hormesis” unterstitzt.
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Abbildung 2: (A) Darstellung der ROS-Jormesis-Kurve. (B) Zusammenhang zwischen den durch kérperliche Bewegung
induzierte ROS-Produktion und der physiologischen Funktion (Powers et al., 2020).

Der Begriff Hormesis wird verwendet, um eine biphasische Dosis-Wirkungskurve zu
beschreiben. Das impliziert, dass kleine Mengen des Stressors (z.B. Radikale) vorteilhafte
adaptive Effekte auf Zellen haben konnen, widhrend hohe Mengen des Stressors zu
Schiden an den Zellen fithren. Wie man in Abbildung 2 sehen kann, erreichen
geringfligige Mengen an ROS, die durch Bewegung erzeugt werden, kein schédliches
Niveau. Stattdessen spielen sie sogar eine entscheidende Rolle bei der Anpassung der

Skelettmuskulatur an die Bewegung (Powers et al., 2020).



1.4.2. Erndhrung

Ascorbat, Tocopherole, Polyphenole und Carotinoide sind als Antioxidantien in der
Nahrung bekannt. Da der Mensch sie nicht selbst synthetisieren kann, ist eine Zufuhr iiber
die Nahrung, meist aus pflanzlichen Produkten, erforderlich. Antioxidantien aus der
Erndhrung sind besonders wichtig, um dem Korper dabei zu helfen, die schadlichen

Auswirkungen von ROS in Stressphasen entgegenzuwirken (Andre et al., 2010).

Ein wichtiges lipidlosliches Antioxidans ist zum Beispiel Vitamin E, das Singulett-
Sauerstoff unterdriickt und die Lipidperoxidation hemmt. In der Studie von Hartmann et
al., wurde der Einfluss von Vitamin E auf DNA-Schiden in weiflen Blutzellen von
Menschen nach einem einzigen erschdpfenden Ausdauerlauf untersucht. Eine kurzfristige
Einnahme von Multivitamin oder Vitamin E reduzierte die DNA-Schédden bei einigen
Probanden. Jedoch zeigte eine 14-tdgige Einnahme von Vitamin E vor dem Training, dass
die DNA-Schiden bei allen Probanden deutlich verringert wurden und bei vier von fiinf
Personen verhinderte die Supplementierung vollstindig die Entstehung von DNA-

Schédden nach dem intensiven Training (Hartmann et al., 1995).

Die Meta-Analyse von Stepanyan et al. wurde durchgefiihrt, um bestehende Literatur zu
identifizieren und zusammenzufassen, die die Auswirkungen einer Tocopherol
Supplementierung auf die sportliche Leistung und oxidativen Stress untersuchen. Im
Gegensatz zur Studie von Hartmann et al., zeigte diese systematische Zusammenfassung
von 14 ausgewdhlten Studien keine signifikant schiitzende Wirkung von Vitamin E

Supplementen gegen durch Sport verursachten oxidativen Stress (Stepanyan et al., 2014).

Die Verwendung von Antioxidantien als Nahrungsergdnzungsmittel ist ein umstrittenes
Thema, denn die Wirksamkeit hdngt von verschiedenen Faktoren ab, einschlieBlich der
Dosierung, der Trainingsart und des individuellen oxidativen Stressniveaus. Au3erdem
zeigt die aktuelle Studienlage, dass eine strenge Definition als Pro- oder Antioxidantien
fir Vitamin E wie auch fiir andere antioxidative Molekiile etwas schwer ist, da
Antioxidantien sowohl in vivo als auch in vitro als Folge ihrer physikalischen
Eigenschaften sowie Dosis und Dauer einer Supplementierung zu Prooxidantien werden

konnen (Pingitore et al., 2015).

Resveratrol, ein Polyphenol mit antioxidativen Eigenschaften, zeigt zum Beispiel unter

bestimmten experimentellen Bedingungen prooxidative Aktivititen. In einer Studie



wurde der DNA-Status von 25 Laufern mit Hilfe des Comet Assays bewertet. Dabei
wurde die Resveratrol-Behandlung direkt in Agarose eingebettete Zellen durchgefiihrt
und je nach individuellem Grundzustand des oxidativen Stresses konnte Resveratrol (100
uM) vom Antioxidans zum Prooxidans wechseln, was in vitro zu hoheren DNA-Schéaden

fiihrte (Tomasello et al., 2012).

Das bedeutet, dass ein UbermaB8 an exogenen Antioxidantien sich nachteilig auf die
Gesundheit und die Leistungsfahigkeit auswirken kann. Im Vergleich zu Kapseln
enthalten vollwertige Lebensmittel Antioxidantien in natiirlichen Verhiltnissen, die
synergistisch wirken konnen, um die antioxidative Wirkung zu optimieren. Daraus lésst
sich vermuten, dass eine angemessene Zufuhr von Antioxidantien {iber eine
abwechslungsreiche und ausgewogene Erndhrung eine bessere Schutzwirkung gegen
Bewegung induzierte ROS-Produktion hat als einzelne sekundire Pflanzeninhaltsstoffe

(Pingitore et al., 2015).

Angesichts der Erkenntnisse iiber die synergistischen Effekte natiirlicher Antioxidantien
in vollwertigen Lebensmitteln und deren potenzieller Fahigkeit oxidative Schidden zu
minimieren, richtet sich der Fokus im néchsten Kapitel auf die Untersuchung
verschiedener Erndhrungsweisen im Sport und deren Auswirkungen auf den oxidativen
Stress. Naher eingegangen wird auf eine kohlenhydratreiche Erndhrung mit hohem oder
niedrigem glykdmischen Index sowie auf eine fettreiche und kohlenhydratarme

Erndhrung.

1.5. Langfristige Erndhrung bei Ausdauersportlern

Die Fihigkeit Ausdaueraktivititen wie Laufen durchzufiihren, hdngt vor allem vom
oxidativen/aeroben Stoffwechsel ab. Die Hauptsubstrate fiir den Energiestoffwechsel bei
langerem Ausdauertraining sind Kohlenhydrate und Fett; Protein trdgt nur in geringem

Male (<5%) zur ATP-Bereiteistellung bei (Alghannam et al., 2021).

Konkret werden Muskelglykogen und Blutzucker (Glukose) sowie intramuskulére
Triglyceridspeicher (IMTGs) und freie Plasmafettsduren (FFAs) zu den Kraftstoffquellen
des Muskels gezdhlt. Das Verhdltnis zwischen der Oxidation von Fett- und
Kohlenhydratquellen im aktiven Muskel hdngt von der Trainingsintensitét und -dauer ab.
Bei geringerer Intensitdt werden FFAs fiir die Energieproduktion genutzt, wihrend bei

hoherer Intensitéit vermehrt auf Muskelglykogen, Blutzucker und IMTGs zuriickgegriffen



wird. Die maximale Fettoxidation erfolgt typischerweise zwischen 45 und 65 % der
maximalen Sauerstoffaufnahme und iber diesem Schwellenwert, was ndher an der
typischen Trainingsintensitét vieler Ausdauersportarten liegt, iiberwiegt die Oxidation
von Kohlenhydraten (hauptsdchlich Muskelglykogen). Bei ldngeren Trainingseinheiten
nimmt der Beitrag von IMTGs und Glykogen ab, wéihrend FFAs und Blutzucker

zunehmend zur Energieproduktion beitragen (Howard et Margolis, 2020).

Wenn es zu einer Ermiidung wéhrend langerem Training kommt, ist das mit entleerten
Glykogenspeichern in der Skelettmuskulatur verbunden. Der Beginn der Erschdpfung ist
abhingig vom anfinglichen Muskelglykogengehalt und die Trainingsdauer kann durch
eine erndhrungsbedingte Beeinflussung des Muskelglykogens verldangert oder verkiirzt

werden (Williams et al., 2013).

Daher konzentrieren sich Erndhrungsstrategien (durch erhohte Fett- oder
Kohlenhydratzufuhr) bei Ausdauersportlern auf eine Steigerung der Fettoxidation, um die
Geschwindigkeit der Kohlenhydratoxidation zu reduzieren und begrenzte endogene

Kohlenhydratspeicher zu erhalten (Burke und Kiens, 2006).

1.5.1. LCHF-Diit

Eine Moglichkeit die Ausdauerleistung bei trainierten Personen zu verbessern, durch
Steigerung der Muskelfettverwertung und Verringerung der Abhédngigkeit von
Muskelglykogen, ist die Anpassung an eine kohlenhydratarme (<25 % Energie) und
fettreiche (>60 % Energie) Diét (Burke et al., 2016).

Es hat sich gezeigt, dass eine LCHF-Didt (zwei bis vierwochige Exposition) die
Fettoxidation deutlich erhoht, jedoch wird der Muskelglykogengehalt wihrend der
Anpassungsphase reduziert. Ein Versuch dem entgegenzuwirken ist die Zufuhr von
Kohlenhydraten vor einer ldngeren Trainingseinheit. Trotz dieser Bemiihungen scheint
die LCHF-Diit per se nicht zu einer deutlichen Steigerung der Trainingskapazitit oder
Leistung zu fiihren. Mittlerweile gibt es sogar Hinweise darauf, dass eine fettreiche
Erndhrung nicht glykogensparend ist, wie bisher angenommen, sondern in Wirklichkeit
zu einer Herunterregulierung des Kohlenhydratstoffwechsels fiihrt (Burke und Kiens,

2006).
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Denn die Fettanpassung hat Auswirkungen auf die Regulierung von
Pyruvatdehydrogenase (PDH), ein Schliisselenzym, das die Oxidation von
Kohlenhydraten (CHO) im Muskel reguliert. Es wird angenommen, dass durch die
Verringerung der zirkulierenden Insulinkonzentration und die erhohten FFA-Spiegel, die
PDH-Aktivitét herunterreguliert wird (Yeo et al., 2011). Stellingwerff et al. untersuchten
die Auswirkungen einer flinftdgigen fettreichen Didt mit Training und darauffolgender
eintdgiger CHO-Wiederherstellung auf die Aktivitdit von PDH. Trotz der aufgefiillten
Muskel- und Blutkohlenhydratspeicher, durch die eintdgigen Kohlenhydratzufuhr, konnte
die PDH-Aktivitdt nicht gesteigert werden (Stellingwerf et al., 2006). Und diese
Unterdriickung der PDH-Aktivitdit und der CHO-Oxidation kann sich negativ auf
hochintensives Training auswirken, wenn der Kohlenhydratbedarf der Muskeln am
hochsten ist. Die Tatsache, dass die PDH-Aktivitdt trotz einer CHO-Wiederherstellung
weiterhin reduziert ist, deutet darauf hin, dass solche Ansétze nicht empfehlenswert sind,

wenn eine anhaltende hohe Trainingsintensitét gefordert ist (Yeo et al., 2011).

1.5.1.1. Auswirkungen einer LCHF-Didt auf den durch Sport induzierten oxidativen Stress

Es existieren nur wenige Studien, die Informationen dariiber liefern, wie sich eine LCHF-
Diét auf den entstehenden oxidativen Stress bei Ausdauersportlern auswirkt. Es sollte
beachtet werden, dass kohlenhydratarme Didten ein hoheres Risiko fiir einen
Néhrstoffmangel aufweisen, da sie eine Einschrinkung der Lebensmittelauswahl
erzwingen. Typischerweise sind wenig Ballaststoffe und Mikronéhrstoffe (Eisen,
Magnesium, Eisen, Kalium, Folsdure und Antioxidantien) enthalten, sind aber reich an
gesdttigten Fettsduren und Cholesterin. Eine kohlenhydratarme, fettreiche Diét besteht
aus wenig Obst, Gemiise und Getreide, die bei langfristiger Einnahme zu einem erh6hten

Risiko von oxidativem Stress fithren kann (Bilsborough & Crowe, 2003).

Eine Studie, die etwas Licht ins Dunkel bringt, untersuchte bei Ratten den Einfluss einer
achtwochigen Keto-Diét hinsichtlich des Schutzes vor Muskel- und Organschéden nach
dem Training sowie den Einfluss auf die Erholung von Miidigkeit. Zur Bewertung des
oxidativen Stresses im Muskel und in der Leber wurde das Mikrotiterplatten-Assay-Kit
fiir Thiobarbitursiure-reaktive Substanzen (TBARS) und das Protein Carbonyl Assay Kit
verwendet (Huang et al., 2018). TBARS-Assay ist ein indirekter Indikator fiir den Grad
des  oxidativen  Stresses. Der  Test beinhaltet die  Reaktion  von

Lipidperoxidationsprodukten, = hauptsdchlich =~ Malondialdehyd  (MDA), mit
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Thiobarbiturséure (TBA), was zur Bildung von MDA-TBA2-Addukten namens TBARS
fiihrt (Leon et Borges, 2020). Der Proteincarbonylgehalt ist ein Marker fiir die
Proteinperoxidation (Powers & Jackson, 2008). Die Autoren haben festgestellt, dass nach
der erschopfenden Laufeinheit sowohl die TBARs- als auch die Proteincarbonyl-Spiegel
im Muskel angestiegen sind. Obwohl eine ketogene Diét im Ruhezustand keine Zunahme
der Lipidperoxidation verursachte, trug die Erndhrung (im Vergleich zur Kontrollgruppe)
zum durch den Sport verursachten oxidativen Stress bei. Der TBARs-Spiegel in der Leber
verschlechterten sich weder durch das Training noch durch die ketogene Fiitterung, aber
die Oxidation von Proteinseitenketten wurde durch die ketogene Fiitterung abgeschwécht.
Das kann darauf hinweisen, dass eine ketogene Diét die Leber vor durch den Sport
verursachten Schédden schiitzt. Die Diét forderte auch die Erholung von Miidigkeit nach

einem anstrengenden Training (Huang et al.,2018).

In einer weiter Studie wurde gezeigt, dass eine 14-tdgige ketogene Didt (KD) die
antioxidative Kapazitdit im Blut gesunder Personen erhoht. Die KD steigerte die
Konzentrationen der Harnsdure und des Gesamtantioxidationsstatuses, was auf eine
verstarkte antioxidative Kapazitit hindeutet. Superoxiddismutase und Katalse zeigten
keine signifikanten Verdnderungen, sowie Malondialdehyd und damit fand keine
vermehrte Lipidperoxidation statt. Somit ist die gesteigerte antioxidative Kapazitét keine
adaptive Reaktion auf einen erh6hten oxidativen Stress (Nazarewicz et al., 2007). Zwar
lassen sich diese Ergebnisse nicht direkt auf Ausdauersportler iibertragen, aber sie deuten

darauf hin, dass eine ketogene Didt die antioxidativen Kapazitdten erhdhen kann.

Eine Hypothese ist, dass eine erhdhte Ketolyse, die durch eine LCHF-Diit ausgelost
werden kann, oxidativen Stress in den Mitochondrien verursacht, das wiederum eine
zelluldre adaptive (hormetische) Reaktion hervorruft. Diese Adaption ist durch die
Aktivierung der Zellschutzmechanismen Nrf2, Sirtuine 1 und 3 und AMPK
gekennzeichnet und umfasst die Hochregulierung von Genen und Mediatoren, die an

antioxidativen und entziindungshemmenden Aktivititen beteiligt sind (Kolb et al., 2021).

Die erwidhnten Studien an Ratten und gesunden Personen legen nahe, dass eine
kohlenhydratarme, fettreiche Didt durch ihre antioxidativen Kapazititen dazu beitragen
kann, den durch Sport induzierten oxidativen Stress zu minimieren. Allerdings zeigen

erhohte TBARs- und Proteincarbonyl-Spiegel im Muskel nach intensivem Training
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mogliche Belastungen auf. Hinzu kommt, dass eine fettreiche Didt wenig Antioxidantien
enthilt. Die Komplexitdt dieser Ergebnisse unterstreicht die Notwendigkeit weiterer
Forschungsarbeiten, um klare Schlussfolgerungen zwischen dieser Erndhrungsweise,

sportlicher Leistung und oxidativen Stress zu ziehen.

Angesichts der vorliegenden Untersuchungen stellt sich die Frage nach einer moglichen
Alternative zu einer LCHF-Diét. Es zeigt sich, dass eine ketogene Diét im Vergleich zu
einer kohlenhydratreichen Diét zu keiner signifikanten Steigerung der Trainingskapazitét
oder Leistung fiihrt, sondern mit einer erhdhten wahrgenommen Anstrengung einhergeht
(Burke, 2021). In Anbetracht der beobachteten Effekte wie reduziertem Muskelglykogen
und initialen Symptomen wie Miidigkeit und Konzentrationsschwierigkeiten, ergibt sich
die Uberlegung nach Ernihrungsweisen, die reicher an Antioxidantien sind und
moglicherweise weniger anspruchsvoll als ketogene Diidten, aber dennoch #hnliche
metabolische Effekte erzielen. Dazu gehdren eine gesteigerte Fettoxidation und die

Langzeiterhaltung der Glykogenspeicher.

1.5.2. Glykdmischer Index

Ein moglicher Ansatz, die Trainingsleistung bei Sportlern zu verbessern, ist die
Berticksichtigung des glykdmischen Index (GI). Der glykdmische Index unterteilt
Kohlenhydrate danach, inwieweit sie den Blutzuckerspiegel erhéhen. Das ermoglicht
eine Einstufung von Lebensmitteln auf der Grundlage ihrer tatsdchlichen postprandialen
Blutzuckerreaktion im Vergleich zu einem Referenzlebensmittel, entweder Glukose oder
WeiBlbrot (Siu & Wong, 2004, nach Jenkins et al., 1981). Der GI wird aus der
inkrementellen Fldche wunter der postprandialen Plasmaglukosekurve eines
Testlebensmittels (50 g) berechnet und mit der Fldche nach dem Verzehr einer gleichen
Menge aus einem Referenzlebensmittel verglichen. Der GI spiegelt die
Gesamtgeschwindigkeit der Verdauung und Absorption eines CHO-Lebensmittel wider.
Eine Didt mit einem niedrigen glykdmischen Index fiihrt zu einem langsameren Anstieg
des Blutzuckerspiegels im Vergleich zu einer Didt mit einem hohem glykdmischen Index

(Siu & Wong, 2004).

Theoretisch kann eine LGI-Didt zu einer verbesserten Ausdauerleistung fiihren. Ein
moglicher Mechanismus besteht darin, dass eine postprandiale Hyperglykdmie und

Hyperinsulindmie = vermieden  werden, wodurch  die  Fettoxidation, die
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Plasmaglukosekonzentration und die CHO-Verfiigbarkeit wéhrend des Trainings
aufrechterhalten werden. Die Reduktion des Insulinspiegels, der als Hemmer der Lipolyse
bekannt ist, konnte die Hemmung der Fettsdureoxidation vermindern. Dies wiederum
tragt dazu bei, das Muskelglykogen wihrend des Trainings aufrechterhalten bleibt (Wong
etal., 2017).

Zwei Meta-Analysen untersuchten die Auswirkung des glykdmischen Index einer vor
dem Training eingenommenen Mahlzeit auf die Ausdauerleistung. Wong et al. kamen zu
dem Entschluss, dass die Ausdauerleistung nach einer LGI-Mahlzeit besser ist,
insbesondere wenn das Training-bis-Erschopfungsprotokoll verwendet wird (Wong et al.,
2017). Im Unterschied dazu wurde in der Meta-Analyse von Burdon et al. festgestellt,
dass es keinen signifikanten Leistungsvorteil einer LGI-Mahlzeit gegeniiber einer HGI-

Mahlzeit gab (Burdon et al., 2017).

Einige Studien haben untersucht, ob der langfristige Verzehr (3 — 5 Tage) von HGI- oder
LGI-Mahlzeiten den Substratstoffwechsel und die Trainingsleistung beeinflusst. Chen et
al. beobachtete nach einer 3-tdgigen Didt keinen Einfluss des GI auf die Fett- oder
Kohlenhydratoxidation und die Trainingsleistung (Chen et al., 2008). Ebenso
beobachteten Hamzah et al, dass nach einer 5-tdgigen Diét, die Gesamtfettoxidation und
somit der Beitrag von Fett zum Energieverbrauch beim Laufen nach beiden
kohlenhydratreichen (LGI und HGI) Diéten niedriger war als im Kontrollversuch und es
keinen Einfluss auf die Trainingskapazitéit gab. Daher sind weitere Studien erforderlich,
um festzustellen, ob sich die Anpassungen des glykdmischen Index einer
kohlenhydratreichen Diét iiber einen ldngeren Zeitraum von denen unterscheiden, die in

kiirzeren Interventionsstudien beobachtet wurden (Hamzah et al., 2009).

Zdzieblik et al. fiihrte eine vierwdchige Interventionsstudie bei 28 Ausdauerathleten
durch, die aus drei unterschiedlichen Didten (HFLC vs. Kohlenhydratreich LGI oder
HGI) bestand. Die Ergebnisse zeigen einen Leistungsvorteil aller Gruppen bei
submaximalen Bedingungen, wobei die HFLC- und LGI-Gruppe einen ausgeprigteren
Effekt aufwiesen. Bei hoheren Intensititen nahm die Leistung in der HFLC-Gruppe ab,
wihrend sie in beiden GI-Gruppen zunahm. Die besseren Effekte von LGI im Vergleich
zu HGI lassen sich moglicherweise durch eine gesteigerte metabolische Flexibilitdt

erkliren. Denn in der Gruppe mit LGI waren die Laktatkonzentrationen unter
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Ruhebedingungen und unter submaximalen Bedingungen im Vergleich zum
Ausgangswert niedriger, was auf eine gesteigerte Fettoxidation hinweisen konnte

(Zdzieblik et al.,2022).

Abschlielend ldsst sich feststellen, dass ecine LGI-Didt das Potenzial besitzt, die
Ausdauerleistung sowohl bei submaximalen als auch bei hohen Intensititen zu
verbessern. Da aufgrund der metabolischen Flexibilitdt, die Fettoxidation bei
submaximalen Intensitéten gesteigert werden kann, wahrend bei hoheren Intensitaten auf
die vollen Glykogenspeicher zuriickgegriffen werden kann. Jedoch sind ldngere
Interventionsstudien notwendig, um die gewiinschten metabolischen Anpassungen, eine
gesteigerte Fettoxidation und eine verringerte Nutzung von Muskelglykogen, zu
beweisen. Ebenso ist es ratsam, diesen Erndhrungsansatz mit einer LCHF-Didt zu

vergleichen, bei der bereits dhnliche Verdnderungen beobachtet wurden.

1.5.2.1. Auswirkungen einer LGI-Didt auf den durch Sport induzierten oxidativen Stress

Die beste Empfehlung in Bezug auf den oxidativen Stress, der durch Sport induziert
werden kann, scheint eine ausgewogene Erndhrung reich an natiirlichen Antioxidantien
und sekundiren Pflanzenstoffen zu sein. Dieser Erndhrungsansatz setzt sich zusammen
aus dem regelmiBigen Verzehr von verschiedenen Obst- und Gemiisesorten,
Vollkornprodukten, Hiilsenfriichten, Sprossen und Samen und ist eine Moglichkeit, um
den gesamten Bedarf an Antioxidantien bei korperlich aktiven Menschen und Sportlern
zu decken (Yavari et al., 2015). Die oben beschriebene Erndhrungsstrategie entspricht
einer Didt mit einem niedrig glykdmischen Index, die durch ballaststoffreiche und

pflanzliche Lebensmittel charakterisiert ist (O Keefe et al., 2008).

Eine Hypothese ist, dass eine akute Hyperglykdmie oxidativen Stress hervorruft (Ceriello,
1997). Die Rolle der Hyperglykdmie wird durch den Nachweis gestiitzt, dass es wahrend
eines oralen Glukosetoleranztests bei normalen Probanden und Diabetikern zu einem
Anstieg von MDA im Plasma und einer Verringerung der zirkulierenden Antioxidantien

kommt (Ceriello et al., 1998).

In einer von Welis durchgefiihrten randomisiert kontrollierten Studie wurde der Einfluss
von verschiedenen GI auf den oxidativen Stress bei College-Athleten analysiert, indem
die Probanden in eine Gruppe mit hohem GI und eine Gruppe mit niedrigem GI aufgeteilt

wurden. Die Interventionsdidt enthielt jedoch nur 1000 Kalorien, bestehend aus 70%
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Kohlenhydraten, 15% Protein und 15% Fett und wurde zwei Wochen lang dreimal taglich
eingenommen. Um den oxidativen Stress zu messen, wurden Blutproben fiir den MDA -
Serumspiegel sowohl am Anfang als auch am Ende der Intervention nach einer Phase des
Fastens und einem 5-km-Lauf entnommen. Am 1. Interventionstag ist ein Anstieg der
MDA-Serumspiegel in beiden Gruppen zu beobachten, wobei der Anstieg in der Gruppe
mit hohen GI signifikant hoher ist. Am letzten Tag konnten die gleichen Ergebnisse
festgestellt werden, jedoch ohne einen signifikanten Unterschied im durchschnittlichen
MDA -Spiegel zwischen den Gruppen. Es konnte gezeigt werden, dass der GI den MDA -

Serumspiegel als Parameter fiir oxidativen Stress beeinflusst (Welis, 2014).

Obwohl die Literatur tiber die Auswirkungen vollstdndiger Erndhrungsstrategien auf den
durch korperliche Betdtigung verursachten oxidativen Stress noch rar ist, deuten die
vorliegenden Indizien darauf hin, dass eine LGI-Diét potenziell dazu beitragen konnte,
den oxidativen Stress bei Sportlern zu reduzieren. Es bedarf dennoch weiterer
Untersuchungen, um die potenziellen Vorteile einer LGI-Diit in Bezug auf die Leistung

und oxidativen Stress bei Sportlern zu verstehen.

1.6. Comet — Assay

Der Comet-Assay, auch als Einzelzell-Gelelektrophorese bekannt, stellt eine relativ
einfache Methode zur Messung von DNA-Schiden auf Einzelzellebene dar. Diese
Technik hat sich als anerkanntes Instrument im Bereich des Biomonitorings etabliert und
ermoglicht die Untersuchung der Auswirkungen verschiedener Einfliisse wie Erndhrung
und Lebensstil auf das Ausmal3 der DNA-Schadigung in menschlichen Zellen (Collins et
al., 2014).

1.6.1. Entwicklung

Vor fast 50 Jahren verdffentlichten Cook et al. eine Arbeit zur Struktur des Zellkerns.
Dabei haben sie festgestellt, dass durch die Lyse von Zellen in Losungen mit
nichtionischem Detergens und hohen Salzkonzentrationen, kerndhnliche, aber
proteinarme Strukturen freigesetzt werden (Cook et al., 1976). Die Behandlung mit der
Lyselosung fiihrt zur Entfernung von Membranen, Zytoplasma und Nukleoplasma und
zur Zerstorung von Nukleosomen, wobei fast alle Histone durch den hohen Salzgehalt
aufgelost werden. Schlussendlich bleibt, gemeinsam mit der DNA, das Nukleoid, das aus

einer Kernmatrix oder einem Kerngeriist aus RNA und Proteinen besteht, iibrig. Bei der
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DNA bleibt die negative Superspiralisierung erhalten, welche sie hatte, als sie um die
Histone des Nukleosoms gewickelt war. Dies impliziert, dass eine freie Rotation der DNA
nicht moglich ist (Piperakis, 2009). Cook et al. schlugen ein Modell vor, bei dem die DNA
als superspiralisierte Schleifen an ein Kernskelett oder eine Matrix gebunden ist. Denn
sie fanden heraus, dass diese Nukleotide von einem DNA-Heiligenschein umgeben
werden, wenn sie entweder durch Zugabe eines Interkalationsmittels wie Ethidiumbromid
oder durch Bestrahlung mit Rontgenstrahlen behandelt werden (Cook et al., 1976,
McCready et al., 1980). Das heilit, wenn die Superspiralisierung durch einen Einzel- oder
Doppelstrangbruch gelockert wird, kann sich die DNA-Schleife frei in einen
Heiligenschein um den Nukleoidkern bewegen (Collins, 2015).

Rydberg und Johanson waren 1978 die Vorreiter, DNA-Schiden in einzelnen Zellen
direkt zu quantifizieren, indem sie in Agarose eingebettete Zellen unter milden
alkalischen Bedingungen lysierten, um eine teilweise Entfaltung der DNA zu
ermOglichen. Nach der Neutralisation erfolgt die Farbung der Zellen mit Acridinorange
und das Ausmal} der DNA-Schéidigung wird bestimmt, indem das Verhéltnis von griiner
(doppelstrangiger DNA) zu roter (einstrangiger DNA) Fluoreszenz gemessen wird. Diese
Technik beinhaltet jedoch zahlreiche kritische Schritte (Singh et al., 1988, nach Rydberg
& Johanson,1978).

Zur weiteren Entstehung des Comet Assays trugen Ostling und Johanson 1984 bei
(Ostling & Johanson, 1984). Sie entwickelten eine Mikrogel-Elektrophorese-Technik, um
die Empfindlichkeit beim Nachweis von DNA-Schiden in isolierten Zellen zu
verbessern. Dabei wurden die Lyse und Elektrophorese unter neutralen Bedingungen
durchgefiihrt, die Farbung erfolgte mit Ethidiumbromid und das Migrationsmuster wurde
mit einem Mikroskopphotometer quantifiziert (Singh et al., 1988, nach Ostling &
Johanson, 1984). Das erhaltene Bild sah aus wie ein ,,Komet* mit einem Kopf (head), der
aus intakter DNA bestand, und einem Schweif (tail). Der Schweif wurde von Ostling und
Johanson als DNA mit entspannter Superspiralisierung beschrieben, die durch das
elektrophoretische Feld zur Seite gezogen werden (Piperakis, 2009). Das heil3t, wenn die
negativ geladene DNA Briiche enthaltet, entspannen sich die DNA-Superspiralen und die
gebrochenen Enden wandern wéhrend der Elektrophorese in Richtung Anode (Olive &

Banath, 2006).
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In Abbildung 1 ist links ein typisches Nukleoid nach der Lyse Behandlung dargestellt. Es
besteht aus einem dichten DNA-Kern mit einem Heiligenschein aus DNA um ihn herum.
Eine Kernmatrix im Kern sorgt fiir die Bindung der DNA, in Form einer Reihe von
supergewundenen Schleifen. Die Superspiralisierung wird gelockert, wenn Briiche
vorhanden sind und die DNA-Schleifen dehnen sich weiter aus, wodurch der

Durchmesser des Heiligenscheins zunimmt (Shaposhnikov et al., 2015).

. Cell in agarose
/ Lysis: Triton X-100, 2.5 M NaCl

Nucleoid after lysis

Electrophoresis

Comet tails: DNA loops
Supercoiled DNA pulled to one side?

Abbildung 3. loops or fragments (Shaposhnikov et al., 2015).

Auf der rechten Seite ist ein Nukleoid nach dem Elektrophorese Schritt abgebildet. Die
Matrix ist in der Agarose immobilisiert, wahrend der Kometenschweif, der durch
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht wird, einem Heiligenschein entspricht, der

durch das elektrophoretische Feld zur Seite gezogen wird (Shaposhnikov et al., 2015).

Zwar erlauben die neutralen Bedingungen der Mikrogel-Elektrophorese-Technik den
Nachweis doppelstrangiger DNA-Briiche, nicht jedoch den Nachweis einzelstrangiger
DNA-Briiche (Singh et al., 1988). Dieser Assay wurde spiter von zwei Gruppen
modifiziert, einmal von Singh et al. im Jahr 1988 und einmal von Olive et al. im Jahr
1990. Singh et al. fiihrte die Elektrophorese in einzelnen Zellen unter stark alkalischen
Bedingungen (pH>13) durch und erméglicht so eine Erkennung von Einzelstrangbriichen
und alkalilabilen Stellen (Singh et al., 1988). Olive et al., die den Begriff “Comet Assay”
vorgestellt haben, fiihrten eine Elektrophorese unter neutralen oder mild alkalischen

Bedingungen durch, um Einzelstrangbriiche zu erkennen (Collins et al., 2014).
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Der alkalische Comet Assay von Singh et al. hat seit den 1990er Jahren an Popularitit
zugenommen und hat damit auch die bisher gleichermaflen empfindlichen Methoden zum
Nachweis von ein- und doppelstrangiger DNA-Briiche sowie alkalilabiler Regionen
(ALS) ersetzt, namlich alkalische Elution und alkalische Entwindung (Collins et al,
2023).

Der Comet Assay ermoglicht es, die beschiddigte DNA zu “sehen”. Ein grof3er Vorteil ist,
dass DNA-Strangbriiche und einige Basenverdnderungen mit Farbstoffen und nicht durch
radioaktive Markierung der Zellen gemessen werden konnen. Da nur Nukleoide und
keine proliferierenden Zellen benotigt werden, ist der Assay fiir jede Zelllinie oder jedes
Gewebe geeignet, aus dem eine FEinzelzellsuspension gewonnen werden kann,
einschlieBlich differenzierter Zellen. Aulerdem kann er in einem breiten Spektrum von
in vivo, in vitro und ex vivo Anwendungen eingesetzt werden (Koppen et al., 2017). Die
bereits genannten Griinde sowie weitere zahlreiche Vorteile, wie die Notwendigkeit einer
geringen Anzahl von Zellen pro Probe (<10.000), die hohe Empfindlichkeit fiir den
Nachweis von DNA-Schdden und die Moglichkeit, Unterschiede in der Reaktion auf
DNA-schiadigende Wirkstoffe zwischen Zellen derselben exponierten Population zu
messen, bewirken, dass der Comet Assay so attraktiv ist (Kumaravel et al., 2009, Collins

et al., 2023).

1.6.2. Farbung, Visualisierung und Quantifizierung

Nach der Elektrophorese erfolgt die Neutralisierung (das heiflt, die Entfernung der
alkalischen Losung aus den Gelen) und das Waschen der Objekttriger. Der letzte Schritt
ist die Farbung der DNA, die Visualisierung der Kometen und die Quantifizierung. Die
Féarbung erfolgt mit einem DNA-bindenden Farbstoff, davon sind viele bekannte oder
potenzielle Mutagene. Die am héufigsten verwendeten Reagenzien sind beispielsweise
SYBR Gold, SYBR Green, Ethidiumbromid (EB), DAPI und GelRed (Collins et al,
2023). EB ist zum Beispiel ein starkes Mutagen und Toxin und eine Dekontamination
durch EB stellt ein Problem fiir die Laborsicherheit dar (Huang et al., 2010). Es konnen
auch andere neu entwickelte Farbstoffe verwendet werden, die auf ihre Sicherheit
iiberpriift worden sind. Dazu gehort GelRed, ein rot fluoreszierender
Nukleinsdurefarbstoff, der das gleiche Spektrum wie EB aufweist. GelRed ist auch
hochempfindlich und nachweislich nicht mutagen und nicht zytotoxisch (Collins et al.,

2023, Huang et al., 2010).
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Um das Ausmall der DNA-Schidigung zu bewerten, sind zwei Arten der
Kometenauswertung  gebrduchlich:  die  visuelle  Bewertung  oder  die
Computerbildanalyse, die beide auf der Fluoreszenzmikroskopie basieren. In den
Anfiangen wurde ein einfaches Analysesystem auf der Grundlage einer visuellen
Bewertung entwickelt. Die Einteilung der Kometen erfolgt je nach Form und GréB3e des
Schweifs in die Klassen 0 (kein Schweif, d. h. kein erkennbarer Schaden) — 4 (fast die
gesamte DNA im Schweif) und es wird eine Gesamtpunktzahl fiir 100 Kometen
berechnet, die zwischen 0 und 400 willkiirlichen Einheiten liegt (Collins, 2004, Koppen
et al., 2017, Collins et al., 1995).

Abbildung 4: Visuelle Klassifizierung, vorgeschlagen von Collins et al. (1995).

Die visuelle Methode ist zuverldssig, schnell, kostengiinstig und liefert Ergebnisse, die
mit anspruchsvolleren und teureren Bildanalysesytemen vergleichbar sind. Zuséitzlich
sind die Ergebnisse reproduzierbar zwischen den Labors und zwischen den Bewertern

(Koppen et al., 2017).

Die alternative Methode ist die Computerbildanalyse, die aus zwei Hauptphasen besteht:
Kometenerkennung oder -segmentierung und Kometenbewertung. Je nachdem, ob der
Erkennungs- oder Segmentierungsprozess automatisiert erfolgt, kann er in ein halb- oder
vollautomatisches Instrument unterteilt werden. Verschiedene Programme werden dafiir
genutzt, darunter Comet Assay IV, HiComet, OpenComet, Comet Score and CASP (Hong
et al., 2020). Mithilfe der Computerbildanalyse konnen verschiedene Deskriptoren
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analysiert werden, darunter Gesamtintensitit (DNA-Gehalt) (total intensity),
Schweiflinge (tail length), prozentuale DNA im Schweif (% tail-DNA) und
Schweifmoment (tail moment) (Olive & Banath, 2006). Hinsichtlich der Objektivitét
sollte die automatisierte Bildanalyse der halbautomatischen Bildanalyse und der visuellen
Bewertung iiberlegen sein. Es gibt jedoch potenzielle Einschrankungen bei der Erfassung
von Kometen vor einem verrauschten Hintergrund und der Unterscheidung zwischen
zwei Zellen, also iiberlappenden Kometen, die aber visuell aufgelost werden konnen

(Azqueta et al., 2019, Hong et al., 2020).

Um die Ergebnisse von Comet-Assay-Analysen zu beschreiben, werden verschiedene
Deskriptoren benutzt. Am hdufigsten werden der Prozentsatz der DNA im Schweif, die
Schweiflinge und der Schweifmoment (das Produkt aus %T und Schweiflidnge)
verwendet. Die Schweifldnge als MaB fiir DNA-Schiden wird von vielen Forschern in
Frage gestellt, da bereits bei geringen Mengen an DNA-Strangbruchmitteln die maximale
Wanderung der DNA erreicht wird. Es herrscht eine Debatte, ob die Daten einer Comet-
Assay-Analyse als % tail-DNA oder als Schweifmoment angegeben werden sollen. Ein
Einwand gegen den Schweifmoment ist, dass es schwierig sei, sich die Kometen anhand
dieses Deskriptors vorzustellen (Moller et al., 2014). Derzeit wird die Nutzung des % tail-
DNA als MaB fiir DNA-Schiden empfohlen (Koppen et al., 2017).

1.6.3. Aktuelles Prinzip

Die weit verbreitetste Version des Comet-Assay ist die alkalische Methode mit
zusitzlichen Modifikationen (Behandlung der Zellen mit ROS oder Behandlung der
Zellkerne mit ldsionsspezifischen Enzymen) (Collins et al., 2023, Hoelzl et al., 2009).

Das umfasst die Einbettung der Zellen in Agarose auf einem Mikroskopobjekttriger,
unterschiedliche Behandlungen (Lyse-Behandlung, H>0»2-Behandlung,
lasionsspezifische Enzym-Behandlung), die alkalische Behandlung (Unwinding-
Periode), Elektrophorese, Neutralisation und Waschen sowie Farbung der DNA,

Visualisierung der Kometen und Quantifizierung (Collins, 2004 und Azqueta et al., 2019).

Die Lyse-Behandlung fiihrt zur Entfernung von Membranen und 16slichen
Zellbestandteilen sowie Befreiung der DNA von Histonen durch hochmolekulares NaCl,
was zu proteinarmen Kernen mit supergekndulter DNA fiihrt — bekannt als Nukleoid.

Nach Befolgung der weiteren Schritte entstehen sowohl einzelne als auch doppelte
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Strangbriiche sowie ALS, die endogene DNA-Schiden widerspiegeln. ALS sind jene
DNA-Modifikation, die unter alkalischen Bedingungen zu einem SB wird, z.B. Apurin-
/Apyrimidin-Stellen (AP) (Collins et al., 2023, Azqueta et al., 2019, Hoelzl et al., 2009).

Hinzu kommt das viele Protokolle Referenzstandards verwenden, wie z.B. Zellen, die mit
Oxidationsmitteln (H202) behandelt wurden. Die Exposition gegeniiber ROS (H203) ist
ein Hinweis auf Verdnderungen der Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber exogenen
oxidativen DNA-Schidden und gibt somit Aufschluss liber den antioxidativen Status

(Azqueta et al., 2019, Hoelzl et al., 2009).

Jedoch liefert die Messung von DNA-Strangbriichen nur begrenzte Informationen, da sie
rasch repariert werden und verschiedene Ursachen haben konnen. SSBs konnen auf eine
groBere zelluldre Schiadigung hinweisen, sind aber im Allgemeinen nicht mutagen und
stellen keine groBBe Bedrohung fiir die genomische Stabilitdt dar. Im Gegensatz dazu
haben Verdnderungen an den DNA-Nukleobasen, wie Oxidation oder Alkylierung,
groBBere Auswirkungen auf die Genotoxizitit und Karzinogenese, als Einzelstrangbriiche.
Diese Nukleobasenldsionen werden langsamer repariert und konnen zu Mutationen
fiihren. Um den Assay spezifischer und empfindlicher zu gestalten, wurde ein zusétzlicher
Schritt eingefiihrt: ldsionsspezifische Endonukleasen, die spezifische DNA-Schiden
erkennen und zusétzliche Briiche erzeugen. Die am hiufigsten verwendeten Enzyme sind
das bakterielle DNA-Reparaturenzym Endonuklease III, zum Nachweis oxidierter
Pyrimidine, und Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG), das oxidierte Purine
(wie 8-0x0Q@) erkennt (Collins, 2004, Collins et al., 2023).

Parallel zur Verwendung des Enzyms wird ein zweiter Gelsatz zur Kontrolle mit einem
Reaktionspuffer (ohne Enzym) inkubiert. Subtrahiert man die mit dem Reaktionspuffer
inkubierten Proben, von dem mit dem Enzym inkubierten Proben, erhdlt man die
Ergebnisse des Assays als ,,netto enzymempfindlichen Stellen“, d.h. die Differenz der
Kometen DNA-Migration (Schwanzintensitit, TI) [enzymempfindliche Stellen = %
Schweif-DNA Enzym - % Schweif-DNA Puffer] (Collins et al., 2023).

Bei der alkalischen Behandlung, auch Unwinding-Periode (Entwirrung der DNA)
genannt, werden alkalilabile Stellen in Briiche umgewandelt. Ein wichtiger Schritt, denn
in der Elektrophorese konnen nur DNA-Strukturen, die Briiche enthalten, in Richtung

Anodenende wandern. Danach erfolgt eine Neutralisierung (d.h. Entfernung der
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alkalischen Losung aus den Gelen) und ein Waschen der Objekttriger. Der letzte Schritt
beinhaltet den Nachweis der Kometen durch Fluoreszenzmikroskopie nach Anfarbung

mit einem DNA-bindenden Farbstoff (Collins et al., 2023, Azqueta et al., 2019).

Als Orientierung, wie stark der DNA-Schaden in nicht exponierten und unbelasteten
Zellen sein sollte, dient die Faustregel: nicht mehr als 10 % der ,,tail DNA* (Collins et
al., 2023).
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2. Methoden und Material

Dieser Abschnitt umfasst eine detaillierte Darstellung des Studiendesigns, der
Probandenauswahl sowie der Interventionen, die im Rahmen der Studie durchgefiihrt
wurden. Dariliber hinaus werden die spezifischen Schritte des Comet-Assay eingehend
behandelt, beginnend mit der Vorbereitung der Zellen bis hin Quantifizierung der
Ergebnisse. Zum Schluss erfolgt eine Erlduterung der statistischen Auswertung der

erhobenen Daten.

2.1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit ist Teil der Arbeitsgruppe Erndhrung, Bewegung und Gesundheit
der Universitdt Wien und wurde als kontrollierte, offene, randomisierte, nicht-verblindete
Studie konzipiert. Ein Ziel dieser Studie war es herauszufinden, inwiefern sich
verschiedene Didten und das Training auf den oxidativen Stress und Marker fiir DNA-
Schiaden auswirken. Insgesamt nahmen 30 Probanden teil, die auf 3 Gruppen aufgeteilt
wurden. Die Studiendauer betrug 10 Wochen und beinhaltete ein vorgeschriebenes

Ausdauertraining mit einer Erndhrungsintervention.

Der Trainingsplan und die durchgefiihrten Tests waren fiir alle Probanden gleich,
unterschieden sich jedoch in ihrer Erndhrungsweise. Die Erndhrungsintervention setzte
sich aus einer Low-GI, High-GI und LCHF-Didt zusammen. Zu Beginn (pre) und am
Ende (post) der Studie wurde zweimal vends Blut abgenommen. Anhand dieser
Blutproben wurden die Auswirkungen der Trainings- und Erndhrungsintervention auf

Marker fiir DNA-Schiden und oxidativen Stress mittels Comet-Assay untersucht.

2.2. Probanden

Die Studienpopulation beinhaltete 30 normalgewichtige, nicht-professionelle Athleten.

Einschlusskriterien fiir diese Studie waren: méannliches Geschlecht; Alter zwischen 18
und 40 Jahren; keine akuten oder chronischen Erkrankungen; hobbymaiBig sportlich aktiv

(ca. 2x/Woche); keine Erfahrungen mit den Diéten der Intervention.

Ausschlusskriterien beinhalteten: Kontraindikationen gegen korperliche Belastung
entsprechend der Richtlinien der ACSM; Alter <18 beziehungsweise > 40 Jahre;

Einnahmen von Medikamenten, die die Messungen beeinflussen kdnnten oder laut
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WADA-Code im Training und/oder Wettkampf verboten sind; Leistungssportler mit

eigenem Trainingsplan.

Zu Beginn und nach der 10-wdochigen Intervention wurden Analysen zur
Korperzusammensetzung durchgefiihrt, einschlieflich eines gestuften Belastungstests zur
Bestimmung der maximalen Sauerstoffaufnahme sowie ein 5-km-Zeitfahren. Auf
Grundlage der ermittelten maximalen VO>-Werte wurden die Probanden zufillig zu einer

der drei Didtgruppen zugeteilt.

2.3. Interventionen

2.3.1. Trainingsintervention

Die Trainingsintervention bestand aus fiinf Laufeinheiten pro Woche fiir 10 Wochen, von
denen drei im gleichmdfigen Tempo und zwei als Intervalleinheiten durchgefiihrt
wurden. Die Trainingseinheiten konnten unabhéngig voneinander iiber die Woche verteilt
werden, unter der Bedingung, dass lange Laufe und Intervalleinheiten nicht an
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt werden und mindestens ein Ruhetag zwischen

den beiden Intervalleinheiten liegt.

Fiir die Einbeziehung in die abschlieBende Analyse war eine Mindestanforderung von
75% der vorgeschriebenen Schulungsminuten erforderlich. Um dies kontrollieren zu
konnen, wurden alle Trainingseinheiten mit einer Sportuhr (Polar Vantage M, Polar
Electro Oy, Kempele, Finnland) und einem Herzfrequenzgurt (Polar H10, Polar Electro
Oy, Kempele, Finnland) aufgezeichnet und tiberpriift.

2.3.1. Erndhrungsintervention
Die Erndhrungsintervention umfasste drei Gruppen:

- LGI-Diat: 50-60 % Kohlenhydrate mit > 65 % der Energie aus
kohlenhydratreichen Lebensmitteln mit niedrigem glykédmischen Index (GI < 50)
pro Tag

- HGI-Didt: 50-60 % Kohlenhydrate mit > 65 % der Energie aus
kohlenhydratreichen Lebensmitteln mit hohem glykdmischen Index (GI > 70) pro
Tag

- LCHF-Diit: > 65 % Fett, maximal 50 g Kohlenhydrate pro Tag
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Wiéhrend der Studie sollten die Teilnehmer wochentlich einen Werktag und einen
Wochenendtag  protokollieren.  Die  Protokolle  wurden von  geschulten
Erndhrungsfachleuten mithilfe der Software nut.s (dato Denkwerkzeuge, Wien,
Osterreich) iiberpriift. Zur Bewertung der Studien-Compliance und fiir weitere
Berechnungen wurde der Durchschnitt von 20 24-Stunden Erinnerungsprotokolle pro

Teilnehmer herangezogen.

Der glykdmische Index der verzehrten Lebensmittel wurde nach den Methoden von
Atkinson, Foster-Powell und Atkinson, Brand-Miller berechnet (Atkinson et al., 2008;
Atkinson et al., 2021). Dabei wurde die Kohlenhydratmenge pro Mahlzeit in Gramm
bestimmt. Der GI fiir jedes Lebensmittel in der Mahlzeit wurde proportional berechnet
und summiert, um einen GI fiir jede Mahlzeit des Tages zu erhalten. Diese wurden addiert
und durch die Anzahl der Mahlzeiten geteilt. SchlieBlich wurde der durchschnittliche GI

aller Protokolle fiir jeden Teilnehmer ermittelt.

2.4. Comet-Assay

2.4.1. Technische Gerdte und Equipment

Tabelle 1: Firmen und Produktnamen der technischen Gerdte und der Materialien

Material / Geriit Hersteller

Objekttrager VWR

Objektgldser VWR

Mikrowelle ELTA

Inkubator Memmert

Wasserbad GFL - Gesellschaft fiir

Labortechnik

Magnetriihrer Heidolph

Elektrophorese Power

PEQLAB-Biotechnologie

Supply GmbH

Elektrophorese PEQLAB-Biotechnologie
GmbH

Fluoreszenzmikroskop PEQLAB-Biotechnologie

GmbH
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Comet-IV Programm Comet-IV
Fluoreszenzmikroskop Prior
Fluoreszenzlampe Nikon
pH-Meter Metrohm Inula
Waage Sartorius
Vortex Heidolph

2.4.2. Chemikalien
Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalien Abkiirzung Hersteller
Normal Melting Agarose NMP Invitrogen
Low Melting Agarose LMP Invitrogen
Dulbecco’s Phosphate PBS Sigma-
buffered saline Aldrich
Natriumchlorid NaCl Sigma-
Aldrich
Trizma Base Tris Sigma-
Aldrich
Natriumhydroxid NaOH Sigma-
Aldrich
Triton X-100 Sigma-
Aldrich
Kaliumhydroxid KOH Sigma-
Aldrich
2-Ethansulfonsdure HEPES Sigma-
Aldrich
Kaliumchlorid KCl Sigma-
Aldrich
Rinderserumalbumin BSA Sigma-
Aldrich
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Wasserstoffperoxid H>0O» Sigma-

Aldrich
Formamidopyrimidin-DNA- FPG New
Glykosylase England

Biolabs
Ethanol Absolut 99,9% AustrAlca
GelRed Botum
Ethylendiamintetraaceticacid EDTA Sigma-

Aldrich

2.4.2. Vorbereitung der Zellen
In dieser Untersuchung wurden zwei vendse Blutabnahmen aus der Armbeuge
durchgefiihrt. Jeweils 50ul Vollblut der Probanden wurden aliquotiert und bei -20°C fiir

den Comet-Assay eingefroren.

Die Vollblutproben wurden vor Gebrauch aus dem Tiefkiihlschrank entnommen, in der

Hand aufgetaut und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

2.4.3. Durchfiihrung

2.4.3.1. Beschichtung der Slides

1000 mg Normal Melting Agarose (NMA) wurden mit 100 ml destilliertem Wasser (Aqua
dest.) vermischt und langsam in der Mikrowelle erhitzt. Bis die Agarose nach mehreren
Durchgingen (ca. vier) ganz klar und fliissig war. Das Wasserbad wurde auf 55°C
erwidrmt und die Agarose wurde wihrend des gesamten Vorgangs hineingestellt. Die
Slides wurden nacheinander in Agarose getaucht und nach langsamem Herausziehen
wurde die Hinterseite mit einem Papiertuch sorgfiltig gesdubert und iiber Nacht oder
Wochenende zum Trocknen ausgelegt. Nach der Trocknung wurde die beschichtete Seite

markiert, in eine Slidebox gegeben und im Kiihlschrank bis zur Verwendung gelagert.

2.4.3.2. Herstellung der Losungen

2.4.3.2.1. IM KOH und 10M NaOH
Fiir IM KOH wurden 56.11g 1Mol KOH in 1L Aqua dest. aufgeldst und fiir 10M NaOH

wurden 400g 10Mol NaOH in 1L Aqua dest. aufgelost. Beide Losungen sind jeweils 1
Jahr haltbar.
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2.4.3.2.2. Low Melting Agarose (LMA) 0,8 %
800mg LMA wurden in 100ml PBS in der Mikrowelle gelost, um eine 0,8%ige
Agaroselosung zu erhalten. Danach wurde die Agarose a 10ml in kleine Fldschchen

aligoutiert und bis zur Verwendung im Kiihlschrank gelagert.

2.4.3.2.3. Puffer F — 10x Stock (Enzymreaktionspuffer fiir FPG)

Zur Herstellung der Puffer F Losung wurden 190.6g 40mM HEPES, 149.12g 0.1M KCl,
2.92g 0.5mM EDTA und 4g 0.2mg/ml BSA in 2L Aqua dest. aufgeldst. Nachdem ein pH
von 8 mittels IM KOH erreicht wurde, wurde Puffer F in Falcon Tubes aliquotiert und

bei -20°C eingefroren.

Bei Verwendung wurde Puffer F in einem Wasserbad (37°C) aufgetaut und danach in
einem 50ml Messzylinder abgemessen. Anschlieend wurde der Puffer in einem 500ml
Messzylinder mit Aqua dest. im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und der gewtinschte pH von 8

wurde mittels 1M KOH eingestellt. Die Verdiinnung wurde ebenfalls auf Eis gelagert.

2.4.3.2.4. Lyselosung

Téglich wurde 1 Liter Lyselosung hergestellt. Die Reagenzien (146.1g 2.5M NacCl, 29.2¢g
0.1M EDTA und 1.211g 10mM Tris) wurden in 1 Liter Aqua dest. mittels Magnetriithrer
aufgelost und danach wurden tropfchenweise 10 M NaOH hinzugefiigt, um einen pH von
10 einzustellen. Kurz vor der Verwendung wurde Triton X-100 mittels Pasteurpipette

hinzugefiigt (1m1/100ml).

2.4.3.2.5. Elektrophoreseldsung
Ebenso wurde die Elektrophoreselosung jeden Tag frisch hergestellt. Dafiir wurden 24g
0.3M NaOH und 0.58g 0.001M EDTA in 2L Aqua dest. aufgelost und danach im

Kiihlschrank gelagert.

2.4.3.2.6. H,O, — Stocklosung

Wochentlich wurde eine 0.1M H20:-Stocklosung hergestellt, die anschlieBend im
Kiihlschrank gelagert wurde. Dafiir wurden 10ml Aqua dest. in ein Falcon Tube gegeben,
103l wieder entnommen und 103ul H>O» hineinpipettiert.

Vor der Verwendung musste die Stocklosung (100uM Stock 1:769 Verdiinnung) verdiinnt

werden. Hierzu wurden 100ml Aqua dest. in ein Schraubglas gegeben, 130ul wieder
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entnommen und 130ul H2O»-Stockldsung dazu pipettieren. Das Ganze wurde danach auf

Eis gelagert.

2.4.3.2.7. FPG
Am Tag der Verwendung wurde FPG-Stock aus dem Gefrierfach entnommen und es
wurde eine 1:250 Verdiinnung hergestellt. Dafiir wurden Sul FPG mit 1250ul Puffer F

vermischt und auf Eis gelagert.

2.4.3.3. Aufbringen der Zellen auf die Slides

Die Vorbereitungen fiir die Aufbringung der Zellen auf die Slides umfassen mehrere
Schritte. Pro Proband wurden 8 Slides (4x Original und 4x Backup) verwendet, die zuvor
beschriftet wurden. Die Beschriftung enthielt die Behandlungsart (Lyse, H2O», Puffer und
FPG), das Datum, die Probanden-ID, Kiirzel der Labormitarbeiter: innen und zusétzlich
ein B fiir die Backup-Slides. Ebenso wurden jeweils 2 Eppis pro Zeitpunkt (pre, post,
TT1, TT2), vier Eppis fiir die Kontrolle und fiinf Kiivetten (2x Lyse, 1x H202, 2x FPG +
Puffer) fiir die spatere Behandlung vorbereitet. Die Proben zusammen mit der Lyse- und

H>0»-Losung wurden wihrenddessen auf Eis gelagert.

4‘ TT2 TT1 post pre I— 4| TT2 TT1 post pre Ii
OO00O W OO000O b

0000 0000

0000 o 0000 "o
0000 0000

[ cooo m 0000 mm
0000 0000
0000 0000
0000 0000

Abbildung 5: Pipettierschema fiir einen Probanden (Anna Moitzi, 2023)
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Die LMA-Agarose wurde in der Mikrowelle aufgelost und in das vorgewérmte
Wasserbad (37°C) gestellt. Parallel wurde das Vollblut in der Hand aufgetaut und dann
wurden jeweils 10ul Vollblut je Probe in die Eppis aliquotiert.

AbschlieBend wurden 200ul Agarose mit einer Pipette in ein Eppi mit Vollblut gegeben
und nach einem kurzen Mischen wurde die Losung auf die Slides, die sich in silbernen
Kammern befanden, mit einer elektronischen Pipette aufgetragen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass jeder Tropfen prizise und gleichméBig platziert wurde. Nachdem die
Gelpunkte ausgehértet waren, wurden die Slides in die entsprechenden Kiivetten gegeben
und mit den entsprechenden Ldsungen aufgefiillt. Alle Kiivetten bis auf die H2O»-
Kiivette, die mit der H,O2-Losung gefiillt wurde, wurden mit der Lyselosung befiillt. Alle
Kiivetten wurden im Kiihlschrank (4°C) fiir eine Stunde inkubiert. Die H>O»-Slides
wurden zu Beginn fiir 21 Minuten inkubiert, gefolgt von einer 2-miniitigen PBS-Wische,

bevor sie in die Lyse-Kiivetten iiberfiihrt wurden.

2.4.3.4. Enzymbehandlung mit FPG

Nach einer Stunde wurden die FPG- und Puffer-Slides aus der Lyse-Kiivette genommen
und sie wurden dreimal fiir jeweils fiinf Minuten mit Puffer F gewaschen. Im Anschluss
wurde die Unterseite der Slides gut abgewischt und in die Silberkammern gelegt. Mit
einem speziellen Silikonaufsatz mit Lochern werden die Slides in der Silberkammer
durch Metallklammern eingespannt und in einer Box mit Eis gelagert. Bei diesem Schritt
muss vorsichtig gearbeitet werden, da es ansonsten zu Verlusten der Gele kommen kann

(z.B. durch zu festes Einspannen).

Parallel wurden je 30ul Puffer bzw. FPG in die Locher des Silikonaufsatzes auf die
Gelpunkte pipettiert. Nach dem Pipettieren wurden die Silberkammern noch zusitzlich
mit einem Silikondeckel leicht abgedeckt und wurden fiir 30 Minuten bei 37°C in den

Inkubator gestellt. Die Lyse- und H>O»-Slides blieben wihrenddessen in der Lyse.

2.4.3.5. Alkali-Behandlung und Elektrophorese
Nach Ablauf der 30 Minuten im Inkubator, wurde jede Behandlungsmethode in eine
Reihe gelegt und mit Platzhalter-Slides aufgefiillt. Die gekiihlte Elektrophoreseldosung
wurde rechts in die Elektrophorese geleert, bis alle Slides gut bedeckt waren. Darauf

folgte fiir 20 Minuten die Unwinding-Periode im Dunkeln, bei der die Elektrophorese

31



abgedeckt war. Im Anschluss an die Unwinding-Periode, erfolgte die Elektrophorese fiir

30 Minuten bei 25V, 330mA und maximalen Strom sowie maximaler Leistung.

2.4.3.5. Neutralisation

Nach der Elektrophorese wurden die Slides auf der Unterseite abgewischt und fiir Smin
in kalten PBS inkubiert und danach fiir 5Smin in Aqua dest. Anschlieend wurden die
Slides einmal fiir 15min in 70%igem Ethanol dehydriert und zum Schluss in 100%igem
Ethanol.

Die Slides wurden wieder auf der Unterseite abgewischt und iiber Nacht getrocknet. Am
nichsten Tag wurden sie in Boxen eingeordnet und im Kiihlschrank gelagert. Wichtig ist

es die Gele gekiihlt zu lagern, denn dann halten sie lange.

2.4.3.5. Fdarbung, Visualisierung und Quantifizierung

Zum Firben wurde 3ul Gelred mit 10ml destilliertem Wasser in einem dunklen Falcon
Tube vermischt. Alle Gelpunkte wurden so mit Gelred bedeckt, dass das Gelred
miteinander verbunden war. Danach wurden die Gelpunkte mit einem Deckglas
zugedeckt und bei liberschiissigem Farbstoff wurden die Slides auf der Unterseite und der
Seite trockengewischt. Da der Farbstoff lichtempfindlich ist, wurde im Dunkeln

gearbeitet.

Pro Proband und Zeitpunkt wurden je 50 Zellen pro Gel ausgezéhlt, d.h. insgesamt 100
Zellen. Beim Auszihlen wurde darauf geachtet, dass iiberlappende Kometen vermieden
werden, sowie Kometen in der Ndhe des Gelrandes oder in der Ndhe von Blasen, da diese
dazu neigen, anomal zu sein. Es wurde angestrebt, 3-5 Kometen pro Bild auszuwihlen.
Die Selektion der Gelpunkte wurde systematisch initiiert, beginnend mit dem Gelpunkt
links oben, gefolgt vom darunterliegenden Gelpunkt und anschlieBend mit dem Gelpunkt
neben dem zuerst ausgewihlten Gelpunkt. Dieser Prozess wurde schrittweise fortgefiihrt
bis zum letzten Gelpunkt. Fiir die Quantifizierung wurde die Software ,,Comet [V-Video
Imaging System* verwendet, wihrend die Visualisierung mittels einer Kamera

ermoglicht wurde, die das Programm mit dem Fluoreszenzmikroskop verkniipfte.

Die Software ermittelt die DNA-Schiden durch die Berechnung des prozentualen Anteils
der DNA im Kopf- bzw. Schweifbereich. Zur Auswertung wurde der Durchschnitt der
DNA-Anteile fiir jeweils 50 Zellen ermittelt und anschlieBend der Gesamtdurchschnitt
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aus diesen beiden Werten berechnet. Die Ergebnisse des Comet Assays wurden als

Prozentsatz der DNA im Schweif (% tail-DNA) ausgedriickt.

2.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Statistics 29 fiir Windows und Microsoft
Office Excel 2023. Die Daten wurden als Mittelwert = Standardabweichung (Std.)
dargestellt und ein Signifikanzniveau von p < 0.05 wurde als statistisch signifikant
gewertet. Vor der Analyse erfolgte eine Uberpriifung auf AusreiBer mittels Boxplot, auf
Normalverteilung durch den Shapiro-Wilk-Test (p > 0.05) und auf Homogenitit der
Varianzen mit Hilfe des Levene’s Tests. Da die Voraussetzungen erfiillt waren, wurde die
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen (two-way mixed ANOVA)

durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Studienkollektiv

Zu Beginn nahmen 30 Probanden an der Studie teil. Wéhrend der nachfolgenden
Trainings- und Erndhrungsintervention gab es 2 Teilnehmer in der LCHF-Gruppe, die aus
der Studie ausschieden, weil sie die Interventionen nicht befolgten. Infolgedessen wurden
am Ende nur die Daten von 28 Probanden (Tabelle 3) fiir die abschlieBende statistische
Analyse beriicksichtigt. Es wurden ausschlie8lich jene Probanden mit einbezogen, die

beide Zeitpunkte (pre und post) erfolgreich absolviert hatten.

Tabelle 3: Anzahl der ausgewerteten Probanden

Gruppe Haufigkeit

LGI 10

HGI 10

LCHF 8

Total 28
3.1.1. Alter

Die Stichprobe umfasste Teilnehmer im Altersbereich von 23 bis 39 Jahren. Das

durchschnittliche Alter betrug 29.29 + 4.29 Jahre.

Tabelle 4: Deskriptive Analyse des Alters

Minimum Maximum Mittelwert + Std.
LGI 23 35 29,7 + 3,68
HGI 24 39 30£5,5
LCHF 23 34 27,88 £3.4
Insgesamt 23 39 29,29 + 4,29
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Die grafische Darstellung verdeutlicht, dass die HGI-Gruppe die hochsten Alterswerte

aufwies, wiahrend in der LCHF-Gruppe viele Teilnehmer tendenziell jiinger waren.

Alter nach Gruppe
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Abbildung 6: Altersverteilung pro Gruppe

3.1.1. Body Mass Index

Die vorliegende Tabelle prasentiert Daten zu den Body-Mass-Index (BMI)-Werten der
Probanden. Der BMI variiert je nach Gruppe, wobei die HGI-Gruppe mit 22.95 + 2.55
den niedrigsten durchschnittlichen BMI aufweist. Die LCHF-Gruppe zeigt einen
breiteren BMI-Bereich von 20.6 bis 35.0, mit einem Mittelwert von 25.61 + 4.56.

Tabelle 5: Deskriptive Analyse des BMls

Minimum Maximum Mittelwert + Std.
LGI 19,8 28.4 24,04 £2,7
HGI 19,3 26,9 22,95 +2,55
LCHF 20,6 35,0 25,61 £4,56
Insgesamt 19,3 35,0 24,1 £ 3,34
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Es ist wichtig anzumerken, dass in der LCHF-Gruppe ein Ausreifler vorhanden war.
Dennoch deutet der Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung der Daten in dieser Gruppe
hin (p > 0.153).
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Abbildung 7: Boxplot

3.2. Ergebnisse Comet-Assay
3.2.1. Lysis Behandlung

Die Mittelwerte der Lyse Behandlung vor Beginn der Intervention variieren nur
geringfiigig zwischen den Erndhrungsgruppen. Nach 10 Wochen ist der hochste Anstieg
in der HGI-Gruppe (37.21 £+ 15.63) zu beobachten, dicht gefolgt von der LCHF-Gruppe
(35.84 £ 13.52). Die LGI-Gruppe zeigt einen leichten Riickgang (27.23 + 13.92) und den

geringsten Unterschied zwischen den zwei Zeitpunkten.
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Tabelle 6: Deskriptive Analyse der Lyse Behandlung auf % tail-DNA

Gruppe Zeitpunkt n Mittelwert Standardabweichung
LGI Lyse pre 10 29,19 7,95
Lyse post 10 27,23 13,92
LCHF Lyse pre 8 29,27 8,09
Lyse post 8 35,84 13,52
HGI Lyse pre 10 29,08 12,65
Lyse post 10 37,21 15,63

Lysis Behandlung

W Ly pe=
B Ly post

Folail-[INA

LGl LCHF HGI

Abbildung 8: Effekte der Ernéhrungsintervention auf % tail-DNA vor und nach der Intervention

Die durchgefiihrte multivariate Analyse hat ergeben, dass es keine statistisch signifikante

Wechselwirkung zwischen der Intervention und der Zeit auf die % tail-DNA gab (F (2,
25)=1.07,p =0.36, 1> = 0.08). Der Haupteffekt der Zeit (F (1, 25)=1.85,p=0,19,n*=
0.07) sowie der Gruppe (F(2 ,25) = 0.82, p = 0.45, n* = 0.06), zeigten ebenfalls keinen

signifikanten Unterschied.



Tabelle 7: Two-way mixed ANOVA: Einfluss von Zeitpunkt und Gruppe auf % tail-DNA

df F p n
Zeitpunkt (Lyse pre, Lyse post) 1 1,85 0,19 0,07
Gruppe 2 0,82 0,45 0,06
Zeitpunkt x Gruppe 2 1,07 0,36 0,08
Residuen (zwischen Probanden) 25
Residuen (innerhalb von Probanden) 25

3.2.2. H20O2 Behandlung

Beobachtet wird eine Abnahme der prozentualen tail-DNA in der LGI-Gruppe nach der

Durchfiihrung der Erndhrungsintervention. Im Kontrast dazu zeigen die Gruppen LCHF

und HGI eine Zunahme der % tail-DNA.

Tabelle 8: Deskriptive Analyse der H202 Behandlung auf % tail-DNA

Gruppe Zeitpunkt n Mittelwert Standardabweichung
LGI H2O,_pre 10 38,15 13,38
H>0;_ post 10 34,26 17,78
LCHF HO»_pre 8 40,85 8,89
H>0;_ post 8 43,29 13,1
HGI H>0;_pre 10 35,28 11,15
H>O2_ post 10 40,43 13,14
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Abbildung 9: Effekte der Erndhrungsintervention auf % tail-DNA vor und nach der Intervention
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Ebenso zeigte auch hier eine Varianzanalyse mit Messwiederholungen, dass keine

statistisch signifikante Wechselwirkung vorhanden war (F (2, 25) = 0.88, p = 0.43, n*> =
0.07). Die Haupteftekte Zeitpunkt (F (1, 25) =0.17, p = 0.68, n* = 0.01) und Gruppe (F

(2,25)=0.68, p=0.52, n* = 0.05) waren ebenfalls nicht signifikant.

Tabelle 9: Two-way mixed ANOVA: Einfluss von Zeitpunkt und Gruppe auf % tail-DNA

df F p n2
Zeitpunkt (H2O2_pre, H2O_post) 1 0,17 0,68 0,01
Gruppe 2 0,68 0,52 0,05
Zeitpunkt x Gruppe 2 0,88 0,43 0,07
Residuen (zwischen Probanden) 25
Residuen (innerhalb von Probanden) 25
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3.2.3. FPG-Behandlung

Vor Beginn der Intervention wiesen die durchschnittlichen Prozentséitze der tail-DNA in
den Gruppen mit kohlenhydratarmer Erndhrung (LGI und HGI) héhere Werte auf als in
der LCHF-Gruppe. Nach der Intervention wurde eine Abnahme der % tail-DNA in allen
drei Erndhrungsgruppen beobachtet.

Tabelle 10: Deskriptive Analyse der FPG-Behandlung auf % tail-DNA

Gruppe Zeitpunkt n Mittelwert Standardabweichung

LGI nettoFPG_pre 10 15,72 8,17
nettoFPG_post 10 10,55 6,42

LCHF nettoFPG_pre 8 11,83 5.8
nettoFPG_post 8 7,49 5,93

HGI nettoFPG_pre 10 15,33 9,55
nettoFPG_post 10 10,45 6,41

nettoFPG Behandlung
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Abbildung 10: Effekte der Erndhrungsintervention auf % tail-DNA vor und nach der Intervention

Eine multivariate Analyse zeigte keine statistisch signifikante Wechselwirkung zwischen
der Intervention und der Zeit auf die % tail-DNA (F (1, 25) =0.02, p = 0.98, 1 2= 0,002).
Der Haupteffekt der Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied (F (2, 25) = 0.91, p
=0.42,112=0.07). Im Gegensatz dazu wies der Haupteffekt der Zeit einen signifikanten
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Unterschied der % tail-DNA zu den verschiedenen Zeitpunkten auf (F (1,25)=9.18,p =
0.006, n>=0.27).

Tabelle 11: Two-way mixed ANOVA: Einfluss von Zeitpunkt und Gruppe auf % tail-DNA

df F p m>

Zeitpunkt (nettoFPG_pre, nettoFPG_post) 1 9,18 0,006 0,27

Gruppe 2 091 0,42 0,07
Zeitpunkt x Gruppe 2 0,02 098 0,002
Residuen (zwischen Probanden) 25
Residuen (innerhalb von Probanden) 25
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4. Diskussion

Ziel dieser Masterarbeit war es, die Auswirkungen verschiedener Erndhrungsformen
(LGI, HGI oder LCHF) auf den oxidativen DNA-Status bei Ausdauersportlern zu
iberpriifen. Das Hauptergebnis dieser Forschung ist, dass keine der drei
Erndhrungsinterventionen im Laufe der Zeit eine schiitzende Wirkung gegeniiber

oxidativen DNA-Schaden bei Ausdauersportlern gezeigt hat.

Trotz der fehlenden statistischen Signifikanz sind bestimmte Trends in den Gruppen
erkennbar. Vor Beginn der Studie bestand ein gleiches Mall an DNA-Schédden (Lyse) in
allen drei Erndhrungsinterventionsgruppen. Nach der Lysis-Behandlung zeigte sich ein
Anstieg der % tail-DNA in der HGI- und LCHF-Gruppe, aber ein Riickgang in der LGI-
Gruppe. Ahnliches wurde nach der H,O>-Behandlung beobachtet: eine Abnahme der %
tail-DNA in der LGI-Gruppe, wihrend die LCHF- sowie HGI-Gruppe eine Zunahme
aufwiesen. Diese Beobachtungen konnen darauf hinweisen, dass die kohlenhydratreiche
Erndhrung mit einem niedrigen glykédmischen Index mdoglicherweise protektive Effekte

gegeniiber oxidativen DNA-Schaden aufweist, im Vergleich zu den anderen Gruppen.

Hervorzuheben ist der signifikante zeitliche Effekt nach der FPG-Behandlung. Das weist
darauf hin, dass sich die % tail-DNA im Laufe der Zeit, unabhidngig von der
Erndhrungsform, statistisch signifikant verringert hat. Es ist wichtig anzumerken, dass
dieser Effekt nicht durch Unterschiede zwischen den Erndhrungsinterventionen erklart

werden kann, da der Haupteffekt der Gruppe nicht signifikant war.

Die vorliegenden Tendenzen deuten darauf hin, dass eine kohlenhydratreiche Diét mit
niedrigem glykdmischen Index das Potenzial besitzt, die Resistenz gegeniiber H>O»-
induzierten Schiaden und oxidative DNA-Schéiden zu verbessern, obwohl eine statistische

Signifikanz durch weitere Forschung bestdtigt werden muss.

Der Comet-Assay wird in der humanen Biomonitoring-Forschung weitreichend
eingesetzt, um die Auswirkungen von Lebensmitteln, spezifischen Nahrstoffen sowie
Nahrungsergénzungsmitteln auf Biomarker der DNA-Stabilitédt zu beurteilen. Obwohl die
schiitzende Wirkung von Erndhrungsweisen gegeniiber oxidativer DNA-Schiden von
Interesse ist, existieren derzeit keine Studien, die die Effekte einer umfassenden

Erndhrungsweise, wie z.B. LGI, HGI oder LCHF, auf oxidative DNA-Schiden speziell
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bei Ausdauersportlern untersucht haben. Aber angesichts der vielversprechenden
Anzeichen, dass eine LGI-Diét das Potenzial besitzt, oxidativen Stress zu reduzieren,
wird im Folgenden nédher untersucht, welche Faktoren fiir diese mogliche Schutzwirkung

sprechen.

Eine Hypothese ist, dass eine akute Hyperglykédmie oxidativen Stress induzieren kann.
Dies geschieht durch zwei Mechanismen: die nicht-enzymatische Glykosylierung und das
Ungleichgewicht von NADH/NAD", das durch die Anwesenheit von Glukose in den
Zellen induziert wird (Ceriello, 1997). Untersuchungen von Ceriello et al. haben gezeigt,
dass eine Hyperglykdmie oxidativen Stress auslosen und die antioxidative Abwehr
schwichen kann (Ceriello et al., 1998). Eine Studie mit 292 gesunden Erwachsenen
untersuchte den Zusammenhang zwischen der Erndhrung mit hohem glyk@mischen Index
und oxidativem Stress, gemessen anhand von MDA und F2-Isoprostane. Die Ergebnisse
zeigen eine positive Assoziation zwischen hohem GI und erhohten Konzentrationen von
MDA und F2-Isoprostane. Die MDA- (0.55 auf 0.73 pmol/L, p < 0.02) sowie F2-
Isoprostane-Konzentrationen (0.034 auf 0.040 ng/mL, p <0.03) stiegen mit zunehmenden
GI vom niedrigsten zum hochsten Quartil (Hu et al.,, 2006). Eine weitere Studie
untersuchte den akuten Einfluss von LGI- Didten im Vergleich zu HGI-Didten auf
oxidativen Stress und kardiovaskuldren Risikofaktoren. Zwolf iibergewichtige Probanden
konsumierten beide Diédten mit gleicher Nahrstoffzusammensetzung. Nach einer Woche
war die Gesamtoxidationskapazitit des Plasmas im niichternen Zustand in der LGI-
Gruppe signifikant hoher als bei der HGI-Gruppe (Botero et al., 2009). Beide
Forschungsarbeiten legen nahe, dass der langfristige Konsum von Lebensmitteln mit
einem hohen glykdmischen Index oxidativen Stress verursachen und eine Erndhrung mit
niedrigem glykdmischen Index vorteilhaft fiir die Reduzierung von oxidativem Stress zu

sein scheint.

Ein weiterer Punkt, der die Annahme stiitzt, dass eine LGI-Didt vor oxidativen Stress
stiitzt, ist, dass eine LGI-Diét eine giinstige Lebensmittelauswahl fordert, die reich an
Antioxidantien, Mineralstoffen und Vitaminen ist. Diese Lebensmittelauswahl
unterscheidet sich deutlich von der LCHF-Diét, in der tdglich groere Mengen an
ungiinstigen Fetten (gesittigte Fettsduren) verzehrt werden und geringere Mengen an

Antioxidantien (Buyken, 2012, Bilsborough & Crowe, 2003).
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Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass eine Didt mit antioxidativen Eigenschaften,
d.h. die reich an Polyphenolen, Tocopherolen, Ascorbinsdure und Carotinoiden ist, zur
Reduzierung von oxidativen DNA-Schidden fiihren kann. In einer humanen
Interventionsstudie wurde untersucht, ob der Konsum von Gemiise mit hohem
Carotinoidgehalt einen Schutz vor oxidativen Stress bieten kann. Die Ergebnisse zeigten
sowohl eine signifikante Verringerung von DNA-Strangbriichen nach der Ergdnzung der
Erndhrung mit Tomaten-, Karotten- oder Spinatprodukten als auch eine Reduzierung von
oxidativen DNA-Schdden nach dem Verzehr von Karottensaft. Mit Hilfe des Comet
Assays wurde nachgewiesen, dass Antioxidantien, insbesondere Carotinoide, in der Lage

sind, oxidativen DNA-Schaden zu reduzieren (Pool-Zabel et al., 1997).

Prado et al. untersuchte an gesunden Personen den Einfluss einer Erndhrung, die reich an
Vollkorn, Obst und Gemiise und arm an verarbeiteten Lebensmitteln (Gruppe 1) ist und
einer Erndhrung, die reich an verarbeiteten Lebensmitteln und arm an Obst und Gemiise
(Gruppe 2) ist. Durch den Comet Assay konnten belegt werden, dass eine Erndhrung, die
der Gruppe 1 dhnelt, vor oxidativen DNA-Schéden und durch H,O-verursachte DNA-
Schéiden schiitzen kann (Prado et al., 2010). Es ist jedoch anzumerken, dass in dieser
Studie keine spezifischen Angaben dazu gemacht wurden, ob es sich um Lebensmittel
mit einem niedrigen glykimischen Index handelt. Dennoch weist sie Ahnlichkeiten mit

einer LGI-Diét auf.

Diese Untersuchungen unterstreichen die Ergebnisse dieser Masterarbeit, dass eine LGI-
Diidt durch seine antioxidativen Kapazititen oxidative DNA-Schidden reduzieren kann.
Dennoch war in der LGI-Gruppe nach der H>O2-Behandlung nur eine sinkende Tendenz

der % tail-DNA zu beobachten, die nicht signifikant war.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse nahe, dass eine LGI-Diét das Potenzial besitzt,
oxidativen DNA-Schaden zu reduzieren. Dies konnte auf die forderliche
Lebensmittelauswahl reich an Antioxidantien sowie auf die Vermeidung akuter
Hyperglykdmie zuriickzufithren sein, was langfristig zu einem verbesserten Schutz
filhrten konnte. Weitere Forschung ist jedoch erforderlich, um diese Tendenzen bei

Ausdauersportlern statistisch zu bestétigen.
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5. Limitationen

Die vorliegende Studie zur Untersuchung der Auswirkungen einer 10-wochigen
Erndhrungs- und Trainingsintervention auf oxidative DNA-Schéden liefern wertvolle
Erkenntnisse. Dennoch ist es unerldsslich die Limitationen zu betrachten, die
moglicherweise zu keiner statistischen Signifikanz in den Ergebnissen gefiihrt haben

konnten.

Seit vielen Jahren ist es gdngige Praxis, Vollblut oder isolierte periphere mononukledre
Blutzellen (PBMCs) in einem Gefriermedium zu suspendieren und langsam auf -80°C
einzufrieren. Denn durch die Bildung von Eiskristallen, ist eine zufdllige Schidigung der
DNA moglich, die z.B. durch DMSO reduziert werden kann. Neuste Untersuchungen
zeigten jedoch, dass Vollblut ohne DMSO in kleineren Mengen schockgefroren werden
kann, was den Comet-Assay Prozess, im Vergleich zur Isolierung der PBMCs, vereinfacht

(Collins et al., 2023).

Salmani et al. haben herausgefunden, dass kleine Volumina an Vollblut (~250ul) ohne
Zusatz von Kryokonservierungsmitteln entweder bei -20°C fiir bis zu 1 Woche oder bei -
80°C fiir bis zu 1 Monat ohne signifikante Zunahme des zufélligen Schadens gelagert
werden konnen (Salmani et al., 2011). Die Proben in dieser humanen Interventionsstudie
wurden langer als eine Woche bei -20°C gelagert. Die Blutabnahme fand Ende April 2023
statt und die Durchfiihrung des Comet-Assays begann Ende Juni/Anfang Juli 2023.

Um die Ursache der Nicht-Signifikanz zu ermitteln und sicherzustellen, dass sie nicht auf
den Comet-Assay selbst, sondern auf die Lagerbedingungen zuriickzufiihren war, wurde
ein Reproduktionstag durchgefiihrt. Hierfiir wurden Vollblutproben aus einer zuvor
durchgefiihrten Interventionsstudie verwendet. Die replizierten Ergebnisse zeigten Werte
in normalen Schwellenbereich fiir DNA-Schidden, wie sie in diesem Labor erwartet

werden.

Da die in dieser Studie beobachten DNA-Schidden deutlich iiber dem erwarteten
Schwellwert lagen, legt dies nahe, dass die Ursache nicht in der angewandten Methode
selbst, sondern moglicherweise in den Lagerbedingungen zu suchen ist. Zusétzlich zu den
Lagerbedingungen ist zu beriicksichtigen, dass nach dem Auftauen des Vollblutes und vor

dem aligotieren in die Eppendorf-Réhrchen einige Proben teilweise vertrocknet waren.
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In solchen Féllen wurden Backup-Proben verwendet. Diese Beobachtung konnte auf eine

Verzogerung beim Einfrieren der Proben hindeuten.

Moglicherweise stellt die Zahlung der Kometen eine weitere potenzielle Ursache fiir die
Nicht-Signifikanz dar. Die Auszdhlung der Puffer- und FPG- sowie der Lyse- und H>O»-
Slides wurde jeweils von zwei Personen durchgefiihrt. Die Beteiligung von vier
Bedienern konnte zu einer erhdhten Variation beitragen, was die hohe

Standardabweichung der Ergebnisse erkldren konnte (Collins et al., 2023).

Beim Auszéhlen wurde darauf geachtet, dass alle Bediener systematisch vorgingen. Der
Startpunkt befand sich oben links im Gel und die Zdhlung erfolgte nach rechts.
AnschlieBend wurde unter den bereits gezéhlten Kometen wieder nach links ausgezahlt
und das wurde fortgesetzt bis 50 Kometen pro Gelpunkt erreicht waren. Dieses Vorgehen
verhinderte, dass ein einzelner Komet mehrfach ausgewertet wurde. Zudem wurde
vermieden, Kometen in der Ndhe der Rédnder und Blasen auszuwihlen, und tiberlappende

Kometen wurden ausgeschlossen.

Trotz dieser systematischen Vorgehensweise konnte die Software nicht immer den
gesamten Kometen erkennen. Infolgedessen wurden die duferen gelben Rénder vom
Bediener verschoben, wohingegen die blauen, griinen oder violetten Striche in der Mitte
vom Bediener nicht verdndert wurden. Diese Anpassungen oder auch Nicht-Anpassungen

konnten dazu gefiihrt haben, dass das Comet IV-Video Imaging System die Kometen

nicht korrekt erfasst hat.

Abbildung 11: Screenshot eines Kometen im Comet-Assay 1V Bildanalysesystem (Comet Assay 1V, 2023)
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Zusitzlich gestaltete sich die Kometenanalyse als anspruchsvoll. Die Bediener
berichteten iiber eine geringe Anzahl von auszdhlbaren Kometen, teilweise liberlappende

Zellen und einen rauschigen Hintergrund.

All diese Limitationen, einschlieBlich der Lagerbedingungen und der Herausforderung
bei der Kometenzihlung, konnten dazu gefiihrt haben, dass keine statistische Signifikanz
in den Ergebnissen dieser humanen Interventionsstudie beobachtet wurde, sondern

lediglich Tendenzen erkennbar waren.
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6. Zusammenfassung

An dreiBig ménnlichen, nicht-professionellen Athleten im Alter von 23 - 39 Jahren wurde
eine Interventionsstudie durchgefiihrt. Die Studie umfasste eine einheitliche
Trainingsintervention sowie eine Erndhrungsintervention, bei der die Probanden zufillig
in drei Gruppen aufgeteilt wurden: eine Gruppe mit fettreicher, kohlenhydratarmer Diét
(LCHF), eine Gruppe mit kohlenhydratreicher Didt und hohem glykdmischen Index
(HGI) sowie eine Gruppe mit kohlenhydratreicher Didt und niedrigem glykdmischen
Index (LGI).

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, inwiefern sich die verschiedenen Didten nach
einer 10-wochigen Intervention auf den oxidativen Stress und Marker fiir DNA-Schiden
bei Ausdauersportlern auswirken. Vor und nach der Intervention wurden Blutproben
entnommen und DNA-Schidden wurden im Vollblut mit dem Comet-Assay nachgewiesen.
AuBerdem wurden oxidierte DNA-Basen durch einen zusitzlichen Inkubationsschritt mit
FPG ermittelt und die Widerstandsfahigkeit der Zellen gegeniiber externem oxidativem

Stress wurde durch die Behandlung mit H>O> gemessen.

Keine der drei Erndhrungsinterventionen zeigte eine signifikante Schutzwirkung
gegeniiber oxidativen DNA-Schidden. Dennoch konnte eine sinkende Tendenz in der LGI-
Gruppe nach allen drei Behandlungen beobachtet werden. Reduzierte Werte der % tail-
DNA in der LGI-Gruppe nach einer Lyse-, H202- und FPG-Behandlung deuten darauf
hin, dass eine Didt, die reich an Antioxidantien ist und eine akute Hyperglykdmie

vermeidet, das Potenzial besitzt, oxidativen DNA-Schaden zu reduzieren.

In dieser Studie gab es zahlreiche Limitationen, die mdglicherweise zu keiner
statistischen Signifikanz in den Ergebnissen gefiihrt haben. Dazu gehort die Lagerung der
Blutproben bei -20°C statt bei -80°C und die Herausforderung bei der Kometenzéhlung

(geringe Anzahl, liberlappende Kometen und ein rauschiger Hintergrund).

Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese dieser Studie, dass eine LGI-Diét den durch Sport
induzierten oxidativen Stress moglicherweise reduziert, und sind vereinbar mit der aktuell
vorliegenden Studienlage. Jedoch sind weitere Untersuchungen nétig, unter Beachtung

der Limitationen dieser Studie, um diese Hypothese zu bestétigen.
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8. Anhang

8.1. Vorbereitung Comet-Assay
Beschichtung der Slides

Herstellung:
1. 1000 mg Normal Melting Agarose in 100 ml Aqua dest. in der Mikrowelle 16sen
(GefaB: Erlenmeyerkolben)
2. in der Mikrowelle Agarose komplett 16sen (ACHTUNG: nicht zu lange, wegen
Siedeverzug)
Auftragen auf Slide:
1. Agarose ins Wasserbad (55°C) stellen
2. Tisch mit Papierhandtiichern auslegen
3. Cut Edge Frosted Slides eintauchen (langsam herausziehen!)
4. Riickseite gut mit einem Papiertuch sdubern (Agarose abwischen)
iiber Nacht / Wochenende trocken
6. nach Trocknung (Folgetag) beschichtete Seite markieren und in Slidebox geben
7. 1m Kiihlschrank lagern

Agarose fiir Gel-Spots

Herstellung:
1. 800 mg low Melting Agarose (LMA, 0,8 %) in 100 ml PBS in Mikrowelle 16sen
und aufkochen lassen
2. 1in kleine verschraubbare Fldschchen aliquotieren (max. 10ml)
3. 1im Kiihlschrank lagern
Puffer F — 10xStock
Aquadest.: 2140mM

HEPES: 190,6g 0,1M
KCI: 149,12g 0,5mM
EDTA: 2,92g 0,2mg/ml
BSA: 4g

1. Falcon Tubes beschriften und im Rack bereitstellen

2. HEPES, KCI und EDTA in einem gro3en Becherglas mit Magnetriihrer mischen



3. Magnetriihrer abschalten, BSA langsam in kleinen Mengen auf die Oberfliche
streuen und warten bis eine Schicht gelost ist (Magnetriihrer kann zwischendurch
vorsichtig eingeschaltet werden)

4. Ziel-pH =8 0 mit 10 M KOH einstellen

5. auf 2] Aqua dest. auffiillen

6. Aliquote bei -20°C lagern

8.1. Durchfiihrung Comet-Assay
1. Vorbereitungen
- Wasserbad auf 37°C einschalten
- Puffer F aus Gefrierschrank ins Wasserbad stellen

- grofBBes Becherglas mit Aqua dest. bereitstellen

2. Lyselosung herstellen

Aqua dest. 11 Becherglas
2,5M NacCl (CINa) 146,1g 150ml
0,IM EDTA 29,2¢g 100ml
(C10H16N208)
10mM Tris (Trizma Base, 1,211g 10ml
C4H11NO3)
ml NaOH (HNaO) 5g 10ml

11 Becherglas: 2,5M NaCl (CINa) 146,1g 150 ml 0,1M EDTA (C10H16N208) 29,2g 100
ml 10mM Tris (Trizma Base, C4AH11NO3) 1,211g 10 ml NaOH (HNaO) 8g 10 ml

=

alle Reagenzien in einem 11 Becherglas in etwas Aqua dest. 10sen

pH mit 10 M NaOH einstellen

in 1L Messkolben iiberfiihren und mit Aqua dest. auf einen 1L auffiillen
kurz schwenken

200 ml Lyselosung in 250 ml Becherglas geben

2 ml Triton X mit Pasteurpipette hinzufligen

N o u & w N

auf Eis lagern
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3. H20: Stocklosung herstellen bzw. verdiinnen

Die H>O> Stocklésung ist eine Woche haltbar und wird immer am Beginn der Woche
herstellt. 0,1 M Stocklosung:

Info: Spitzen benetzen und gut spiilen

Falcon Tube mit Alufolie umwickeln

10ml Aqua dest. in ein 15ml Falcon Tube geben

103l Aqua dest. entnehmen

P W NoR

103ul H202 — Stock dazu pipettieren
5. im Kiihlschrank lagern
100nM Stock H202 (1:769 Verdiinnung):
Info: wird tdglich hergestellt
1. Schraubglas mit Alufolie umwickeln
100ml Aqua dest. in Schraubglas geben (100ml Messzylinder)
130ul Aqua dest. entnehmen

2

3

4. Stocklosung vortexen

5. 130ul H2O2 — Stockldsung dazu pipettieren
6

auf Eis lagern

4. Beschriftungen
Slides beschriften:

pro Proband werden 8 Slides beschriftet (1x Original plus 1xBackup):
o 2x Lyse
o 2x H20,
o 2x Puffer
o 2xFPG

Backup mit B kennzeichnen
4 Kontrollslides beschriften
Datum und Probanden ID (GI..)

Eppis beschriften:
- pro Proband werden 8 Eppis benotigt:
o pro Zeitpunkt 2 Stiick

o pre

iii



o post
o TT1
o TT2

o fiir die Kontrollen beschriftet man jeweils 4 Eppis

5. Vorbereitungen zur Gelaufbringung

1.

2
3.
4

Proben mit Lyse und H>O; auf Eis lagern

Pipette auf Sul, Speed 5 und 9 Steps stellen

3 Kiivetten vorbereiten und beschriften (H202, Lyse und FPG + Puffer)
LMA-Agarose in Mikrowelle auflosen (Deckel aufschrauben, aber drauf lassen)
und ins Wasserbad stellen

Proben in Hand auftauen

10ul je Probe in Eppi aliquotieren

6. Aufbringen auf Slides

1.
2.
3.

4.
5.
6.

200ul Agarose mit 500ul Pipette in Eppi mit Vollblut geben
Kurz mischen
Auftragen auf Slides mit elektronischer Pipette
a. ! zum Aufziehen nach oben driicken
b. ! erstes Mal nach unten driicken in Luft
c. !dann jeden Tropfen moglichst préizise auf Slide autbringen
d. ! am besten rausdriicken und dann aus Slide absetzen
Kurz aushérten lassen
in jeweilige Kiivette geben

Kiivetten mit Lyse (Lyse und FPG + Puffer) und H>O» auffiillen

H20:2 — Stocklosung:

21 min im Kiihlschrank inkubieren und dann 2min mit PBS waschen und in Lyse Kiivette

geben ¢ 1h im Kiihlschrank inkubieren

7. Moist Box
Moist Box mit WEK-Wasser fiillen und in den Inkubator geben
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8. Bechergliser zum Geschirrspiiler bringen

9. Puffer F herstellen

1. Puffer F aus Wasserbad nehmen
2. in einem 50 ml Messzylinder fiillen und Menge notieren
3. in 500 ml Messzylinder fiillen und 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen
4. 500ml Becherglas auf Magnetriihrer stellen
5. Magnetriihrer dazugeben
6. pH mit 10M KOH einstellen
7. mit Uhrenglas abdecken und auf Eis lagern
10. Elektrophoreselosung herstellen
Aqua dest. 21 Becherglas
0,3M NaOH (HNaO) 24,0g 25 ml
0,001M EDTA (C10H16) 0,58¢g Sml
1. alle Reagenzien in einem 11 Becherglas auflosen
2. Ziel-pH = 13 (muss nicht eingestellt werden)
3. 1n einen 21 Messkolben {iberfiihren und mit Aqua dest. auf 21 auftfiillen
4. 1im Kiihlschrank lagern
11. FPG + Puffer
1. nach 1h Inkubation Slides aus Lyse (Beschriftung: FPG + Puffer) nehmen
2. 3x 5min in Puffer F waschen, wihrenddessen Kiivette auf Eis lagern
3. in letztem Waschschritt FPG herstellen:
a. 5 pl FPG aus Kiihlschrank nehmen
b. 1250 pl Puffer hinzufiigen (auf zweimal: 1x 1000ul + 1x 250ul)
c. auf Eis lagern
4. Slides aus Puffer nehmen, Unterseite gut abwischen und in Silberkammer legen
5. Silikon mit Lochern dariiberlegen und mit Metallauflage und -klammer fixieren
6. auf Eis lagern
7. 30ul Puffer F oder FPG auf Spots geben (parallel arbeiten) = eventuell Losung

kurz reinschiitteln




8.
9.

mit Silikondeckel abdecken
30min in Moist Box inkubieren (Zeit erst starten, wenn Inkubator wieder bei 37°C

ist)

12. Vorbereitung fiir Elektrophorese

auf Wagen mitnehmen:

Elektrophorese-Gerit
Elektrophoreselosung
Tiicher
Desinfektionsmittel
Pasteurpipette
Becherglas

1-2 Kiivetten mit PBS

Elektrophorese mit schwarzem Kabel auf linker Seite aufbauen = Luftblase in der Mitte

des Kreises

13. Elektrophorese

1.

Proben aus Moistbox und Kiihlschrank nehmen = Lyse wegleeren und zur
Elektrophorese mitnehmen

jede Behandlungsmetode in eine Reihe legen = eventuell mit Platzhaltern
auffiillen

Elektrophoreseldsung einfiillen

20min im Dunkeln inkubieren

. nach 15min Elektrophorese erstmals anschlieBen und Stromstérke tiberpriifen

(Stecker nicht auf derselben Hohe

Strom einschalten - Set/Run = Spannung 25 V - Strom auf MAX - Leistung
auf MAX - Zeiteinheit h 2 Zeit 30 min - RUN

Stromstérke sollte 330 mA sein = circa 60-80 ml Losung abnehmen und erneut
iiberpriifen)

nach 20min Inkubationszeit Elektrophorese starten

Zettel mit Licht anlassen auf Schalter kleben
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14. Neutralisation
1. Slides aus Elektrophorese nehmen und mit Papiertiichern abwischen
5 min in Kiivette mit PBS inkubieren
5 min in Aqua dest. inkubieren
70% Ethanol im Abzug herstellen: 140ml Ethanol + 60ml Aqua dest. (2 Kiivetten)
15 min in 70% Ethanol dehydrieren lassen
15 min in 100% Ethanol dehydrieren lassen

mit Papiertiichern abwischen und iiber Nacht in Lade trocknen

® N kWD

in Slidebox einordnen und im Kiihlschrank lagern

15. Aufridumen
- alles zum Geschirrspiiler bringen
- Elektrophorese und Silberkammern mit WEK-Wasser und Aqua dest. abspiilen

und zum Trocknen auflegen

16. Auszihlen
1. 10 mL Aqua dest. mit 3 pl Gelred in dunklem Falcon Tube vermischen
2. vortexen

3. im Kiihlschrank lagern
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