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1 Einleitung

1.1 Alterung und Neurodegeneration

Die meisten Menschen kénnen heutzutage erwarten, ein Lebensalter von Gber 70 Jahren zu
erreichen. Die Lebenserwartung fir neugeborene Madchen betrug 2019 in Deutschland 83,3
Jahre, fir Jungen 78,5 Jahre. Damit ist die Lebenserwartung in den letzten 25 Jahren um ca.
5 Jahre angestiegen (DESTATIS 2019). In Kombination mit den zurlickgehenden Geburtenra-
ten fOhrt dieser Anstieg der Lebenserwartung zu einer rapiden Alterung der Gesellschaft. In
den Jahren von 2015 bis 2050 wird sich der Anteil der Gber 60-J&hrigen an der Weltpopulation
von 12 % auf 22 % erhéhen (World Health Organization 2015). Im Moment ist Japan das
einzige Land, in dem 30 % der Bevolkerung tber 60 Jahre alt sind. Allerdings wird sich dies
bis 2050 ebenfalls &ndern und viele andere Lander werden weltweit vor diesem demografi-
schen Wandel stehen.

Diese Veranderungen sind flr jedes einzelne Individuum, aber auch fir die gesamte Gesell-
schaft, eine groBartige Chance, jedoch zugleich eine groBe Herausforderung. Zusatzliche Le-
bensjahre bringen die Mdglichkeit mit sich, sich in neuen Bereichen weiterzubilden oder langer
arbeiten zu kénnen. AuBerdem tragen éltere Personen auf verschiedensten Wegen zum fami-
lidren und gesellschaftlichen Leben bei. Unabdingbar ist es dabei aber, sowohl physisch als
auch psychisch gesund zu bleiben. Aus diesem Grund spielt die sogenannte ,Healthy Life
Expectancy”, das heiBt, eine Lebenszeit in guter Gesundheit, ohne Erkrankungen und Beein-
trachtigungen, eine wichtige Rolle. Sind die zusatzlichen Lebensjahre durch Erkrankungen und
Immobilitat geprégt, so ist dies negativ fir die alteren Menschen und die Gesellschaft anzuse-
hen (World Health Organization 2015).

Mit dem Altern geht ein erhdhtes Risiko fur die hauptsachlichen Krankheitsbilder der Men-
schen, wie Krebserkrankungen, Diabetes und karidovaskuldre und neurodegenerative Erkran-
kungen, einher (World Health Organization 2015). Hierbei spielt z.B. die Demenz, als Folge
von neurodegnerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Erkrankung (AD), eine entschei-
dende Rolle, da sich diese Art der Indisposition langfristig sowohl auf die physische als auch
psychische Gesundheit ausiiben kann.

Im Jahr 2015 waren mehr als 47 Millionen Menschen weltweit von einer Demenz betroffen. Im
Jahre 2030 wird sich diese Zahl voraussichtlich auf 75 Millionen betroffene Menschen erhéhen
und bis 2050 sogar verdreifachen (Prince et al. 2015). Daraus ergibt sich eine der groBten
gesundheitsspezifischen Herausforderungen unserer Zeit, da die persénlichen, sozialen und

6konomischen Konsequenzen der Demenz enorm sind. Die Demenz flhrt zu einer Zunahme
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der langfristigen Kosten fiir den Staat, die Gesellschaft und Familien und zu einem Verlust der
Produktivitat eines Landes. Im Jahr 2015 wurden die gesamten globalen Kosten fiir Demenz
auf US$ 818 Milliarden geschatzt (Prince et al. 2015). Aus diesem Grund ist es umso wichtiger,
effektive Praventions- und Therapieanséatze zu entwickeln und prézise und kostengtinstige Di-
agnosemdglichkeiten zu etablieren, die eine frihere Erkennung neurodegenerativer Erkran-
kungen ermdglichen oder sogar die Entstehung hinauszégern bzw. verhindern kénnen. Hier-
bei kommt vor allem der Pravention eine entscheidende Rolle zu. Alle pharmakologischen
Ansatze, die zum Beispiel die AD ursachlich heilen sollen, sind bisher klinisch gescheitert,
weshalb auf absehbae Zeit nur die Pravention als Option zur Verfligung steht.

1.1.1 Alterung des Gehirns

Die Alterung ist ein Phanomen, welches durch viele Faktoren beeinflusst wird und auf vielen
verschiedenen Ebenen wie z.B. zellularer, molekularer und Gewebsebene passiert und den
gesamten Koérper betrifft (Cummings 2007). Die Alterung ist mit einer progressiven Abnahme
der Fahigkeit der Zellen und des Organismus, mit Stress, Schadigung und Krankheiten umge-
hen zu kénnen, verbunden (Madreiter-Sokolowski et al. 2018). Zelluldre Kennzeichen fur Al-
terung sind in den verschiedenen Organismen oft &dhnlich und beinhalten z. B. genomische
Instabilitat, Telomerverkiirzung, Erschépfung der Stammzellaktivitat, Stérungen des Energie-
und Redoxmetabolismus und mitochondriale Dysfunktion (siehe Abbildung 1.1) (L6pez-Otin
et al. 2013; Madreiter-Sokolowski et al. 2018).

ALTERUNG
Telomerverkiirzung \ e ~ Stoérung des Energie-&
N T S/ Redoxmetabolismus
N S 2 > Mitochondriale
N Genomische = pysfunktion
. Instabilitat =
\\
\\\\ /7"7"’/> ‘
\ P [ 4 A .
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Abbildung 1.1 Zellulare Kennzeichen fiir die Alterung (eigene Darstellung). Die zelluldren
Kennzeichen der Alterung sind zwischen den verschiedenen Organismen oft dhnlich und beinhalten
genomische Instabilitat, Telomerverklirzung, Erschépfung der Stammzellaktivitat, Stérungen des Ener-
gie- und Redoxmetabolismus und mitochondriale Dysfunktion. Die Telomerverkirzung fihrt zur Zellse-
neszenz und zur Schadigung der DNA, die wiederum die mitochondriale Biogenese iiber die Runterre-
gulierung des Masterregulator PGC-1a verringern. Altersbedingte Mutationen der mtDNA fiihren zur
genomischen Instabilitat. Diese Schadigungen treten vermehrt auf, da die Reparaturkapazitat sowie die
antioxidativen Abwehrsysteme abnehmen. Die bei einer mitochondrialen Dysfunktion (MD) vermehrt
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gebildeten ROS tragen weiter zur Schadigung der mtDNA und nDNA bei. Die Schadigung der mt und
nDNA kann zu einer MD fUhren, aber diese kann auch durch Anomalien, die mit der Alterung auftreten,
hervorgerufen werden. Es kommt zur vermehrten Akkumulation von dysfunktionalen Mitochondrien, die
aufgrund der altersbedingten Abnahme der Auto- und Mitophagie nicht ausreichend abgebaut werden.
Die MD fuhrt zu einer erhéhten ROS-Bildung, zu einer verringerten ATP-Produktion, zu einer Abnahme
der antioxidativen Enzyme und zu einem gestdrten Calciummetabolismus. Der vermehrte oxidative
Stress durch die MD flihrt zu einer chronischen Inflammation und fiihrt in Kombination mit der vermin-
derten ATP-Produktion und generell reduzierten Mitochondrienfunktion zur Zellseneszenz. Diese Fak-
toren fiihren auch zur Erschépfung der Stammzellaktivierung, da nicht mehr ausreichend Energie vor-
handen ist. Eine Stdrung des Energie-und Rexometabolismus fihrt zu einer Abnahme der mitochondri-
alen Funktion und erhéht dadurch ebenfalls die ROS-Bildung. Die Kombination dieser Prozesse tragt
dann wiederrum zur Alterung bei. mtDNA=mitogene Desoxyribonukleinsdure; nDNA=nukledre Desoxy-
ribonukleinsdure; ROS=Reaktive Sauerstoffspezies.

Vor allem die altersbedingten Veranderungen des zentralen Nervensystems und somit auch
des Gehirns und die damit einhergehenden Folgen sind fir das einzelne Individuum von Be-
deutung. Der Begriff ,normal brain aging” wird verwendet, um die normale Alterung des Ge-
hirns zu beschreiben, die keine klinisch diagnostizierte neurodegenerative, psychiatrische o-
der verwandte Pathologien einschlieBt (Smiljanic et al. 2017). Es kommt allerdings bei der
normalen Alterung zu molekularen Verdnderungen, die auch bei vielen Erkrankungen beo-
bachtet werden kénnen.

Die Alterung hat unterschiedliche Effekte auf die neurologische Funktion. Mit dem Alter sinkt
sowohl die Fahigkeit, Informationen schnell zu verarbeiten als auch die Fahigkeit zur Prob-
lemlésung. Es kommt zu einer Verschlechterung des Arbeits- und Langzeitgedachtnisses so-
wie der rdumlichen Orientierung (Park & Reuter-Lorenz 2009). Bei der Gedéchtnisfunktion sind
vor allem das episodische und semantische Gedachtnis betroffen (Mayeux et al. 2001). Zu-
satzlich dazu nehmen auch die motorischen Fahigkeiten und Funktionen wie die Reaktions-
zeit, Bewegungsgeschwindigkeit und Hand- und FuBkoordination im Laufe des Alterungspro-
zesses ab. Es kénnen auch Veradnderungen des Gemiitszustandes sowie eine veranderte
Wahrnehmung und Empfindung von Emotionen auftreten (Park & Reuter-Lorenz 2009; Chris-
tensen 2001). Neben den Effekten auf die neurologische Funktion kommt es zu makroskopi-
schen Veranderungen im alternden Gehirn. Das Gewicht und Volumen des Gehirns reduziert
sich ab einem Alter von 40 Jahren alle 10 Jahre um 5 % (Svennerholm et al. 1997). Diese
Reduktion steigt bei Uber 70-Jahrigen noch weiter an. Der Volumenverlust ist assoziiert mit
einer Zunahme des ventrikuldren Volumens und der cerebrospinalen Flissigkeit (CSF) (Sca-
hill et al. 2003; Smiljanic et al. 2017). Diese Veranderungen sind regional unterschiedlich. Der
frontale und parietale Cortex sind von den Gewichts-und Volumenabnahmen starker betroffen
als der temporale und occipitale Cortex (Scahill et al. 2003; Resnick et al. 2003). Das Stratium
ist ebenfalls betroffen (Resnick et al. 2003).



Weiterhin kommt es bei der Alterung des Gehirns auch zu zellularen und molekularen Veran-
derungen. Ein Schllsselfaktor, der eine entscheidende Rolle bei der Alterung spielt, ist der
vom Gehirn zur ausreichenden Energieproduktion benétigte hohe oxidative Metabolimus. Ob-
wohl das Gehirn nur 2 % der Kérpermasse ausmacht, verbraucht es 25% der gesamten Glu-
cose des gesamten Korpers (Rossi et al. 2001). Das Gehirn produziert den gréBten Anteil der
bendtigten Energie lber die mitochondriale Atmungskette, deren Funktion immer mit der Bil-
dung von reaktiven Sauerstoffspezies einhergeht (Grune 2014; Mori & Mook-Jung 2016). Die
gebildeten freien Radikale schadigen Proteine, Lipide und Nukleinsduren. Diese Schadigung
fihrt in Kombination mit der altersbedingten Abnahme der Aktivitat und Effektivitat von Repa-
ratursystemen und Mechanismen zu einer Veranderung der Funktionalitat von Proteinen, der
Intaktheit von Membranen und durch Schaden an der DNA zur Produktion von abnormalen
und fehlgefalteten Proteinen (Grune 2014; Smiljanic et al. 2017). Die fehlgefalteten Proteine
akkumulieren im Gehirn, da die Kapazitat der Elimination solcher Proteine ebenfalls mit dem
Alter abnimmt. Auch bei wichtigen Neurotrophinen wie dem brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), kommt es zu altersbedingten Verdnderungen. BDNF stimuliert die synaptische Plas-
tizitdt und Erinnerungsbildung und zeigt protektive Effekte auf das Uberleben und die Aufrecht-
erhaltung der neuronalen Strukturen im Erwachsenenalter. Altersbedingt kommt es zu einer
Abnahme der peripheren und wahrscheinlich auch cerebralen Konzentrationen an BDNF,
wodurch er seine Funktionen nicht mehr in vollem Mafe ausfiihren kann (Marinus et al. 2019).
Eine altersassoziierte Abnahme der Neurotransmitter Serotinin, Glutamat und Dopamin tragt
ebenfalls zu den altersbedingten Veranderungen der Gehirnfunktion bei (Mattson et al. 2004;
Béackman et al. 2006).

Ein weiteres entscheidendes Merkmal des Alterungsprozesses im Gehirn sind Veranderungen
der synaptischen Plastizitat. Neuronale Verbindungen sind dynamisch und kénnen sich als
Antwort auf extrinsische und intrinsische Stimuli verandern. Diese Plastizitét erlaubt dem Ge-
hirn, Schadigungen durch Verletzungen oder Krankheiten zu kompensieren und sich an ver-
anderte Anforderungen und Umgebungen anzupassen (Lernfahigkeit und Bildung von Erinne-
rungen). Im Rahmen des physiologischen Alterns verlangsamen sich plastische Prozesse. Die
Anzahl der Synapsen sinkt und die Morphologie der synaptischen Kontakte verandert sich
(Schaefers & Teuchert-Noodt 2016).

Diese altersbedingten Veréanderungen des Gehirns machen die Gehirnalterung zu einem der
wichtigsten Risikofaktoren fur die AD.



1.1.2 Alzheimer Erkrankung

In Deutschland leben zurzeit 1,7 Millionen Menschen mit einer Demenz. Jahrlich kommt es zu
mehr als 300.000 Neuerkrankungen und bis 2050 wird die Anzahl an Demenzkranken in
Deutschland bis auf 3 Millionen ansteigen. Zwei Drittel der Erkrankten leiden unter der Alzhei-
mer Erkrankung (Alzheimer Europe 2018).

Bei der Alzheimer Erkrankung (AD) handelt es sich um eine progressive neurodegenerative
Erkrankung mit frihbeginnendem Gedachtnisverlust und zunehmenden, schweren kognitiven
Symptomen, die zu einer Demenz fUhren. Die genaue Ursache bzw. Ursachen der AD sind
noch nicht bekannt, aber wie bei den meisten chronischen Erkrankungen vermutet man ein
Einwirken von multiplen Faktoren (siehe Abbildung 1.3). Man kann bei der Entstehung der
Alzheimer Krankheit jedoch prinzipiell zwei Formen unterscheiden, die familidre (FAD) und
sporadische Alzheimer Krankheit.

Bei der FAD handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte Form der Alzheimer Krank-
heit, die nur bei 10 % der Patienten als Ursache der Erkrankung auftritt und noch vor dem 65.
Lebensjahr beginnt (Eckert et al. 2003; Hauptmann et al. 2009). Die familiare Form wird vor
allem mit Mutationen in den Genen assoziiert, die fiir Preselinin 1 (PS1), Preselinin 2 (PS2)
und das Amyloid B Precursor Protein (APP) codieren (Keil et al. 2006). Jede der drei Mutatio-
nen fihrt zu einer gesteigerten Produktion und Akkumulation von Amyloid 3 (AB). Bei der spo-
radischen AD stellt das Altern den Hauptrisikofaktor dar (Oboudiyat et al. 2013; Eckert et al.
2003). Das Risiko, an AD zu erkranken, verdoppelt sich nach dem Erreichen des 65. Lebens-
jahres alle 5 Jahre und es besteht ab einem Alter von 85 Jahren eine 50 %ige Chance an AD
zu erkranken. Die meistens AD-Patienten erkranken an dieser Form. Allerdings konnten auch
bei der spatbeginnenden, sporadischen AD (LOAD) genetische Varianten identifiziert werden,
die mit einem hoheren Risiko fur die Erkrankung an AD einhergehen (Winblad et al. 2016).
Hierbei muss vor allem das €4 Allel, eine spezifische Variante des Apolipoprotein E Gens
(APOE- &4), hevorgehoben werden. Bei diesem Allel handelt es sich um einen signifikanten
Risikofaktor fiir AD (Saunders et al. 1993; Bertram et al. 2007; Genin et al. 2011).

Patienten mit einer sporadischen AD oder FAD teilen die gleichen allgemeinen klinischen und
neuropatholgischen Symptome, wie z.B. die extraneuronalen, toxischen Amyloid-Oligomere
und Plaques, intraneuronale neurofibrillare Bandel (NFT), die aus hyperphosphoryliertem Tau
bestehen, regionsspezifische Abnahmen des zerebralen Glucosemetabolismus, synaptische
und mitochondriale Dysfunktion (Oboudiyat et al. 2013).

In den letzten Jahren gab es viele verschiedene Theorien, was die AD Pathologie bedingt und
wie abnormale Prozesse zur Bildung von Amyloid-Plaques und NFTs flihren. Eine Hypothese,



die seit Jahrzehnten im Fokus der Alzheimer Forschung steht, ist die Amyloid Hypothese
(Hardy & Higgins 1992). Die meisten genetischen Formen, die zur Alzheimer Erkrankung flh-
ren, stehen in Verbindung mit der AB-Prozessierung. Amyloid B ist ein Peptid, welches aus
APP durch die Spaltung mittels der y-Sekretase gebildet wird (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2 Die APP-Prozessierung - Nicht-amyloidogener und amyloidogener Weg (mo-
difiziert nach (Picone et al. 2014)). Die APP-Prozessierung kann in zwei Wege geteilt werden. Der
nicht-amyloidogene Weg wird durch die a-Sekretase initiiert, die mit der AB-Doméane spaltet und die
Freisetzung von A so verhindert. Die B-Sekretase initiiert den amyloidogenen Weg und generiert 16sli-
ches B-sekretiertes APP (sAPPB) und das membrangebundene Fragment CTFf. Beide Fragmente sind
Substrate fir die y-Sekretase, die CTFB weiter prozessiert und so das amyloidogene AB-Fragment und
die APP intrazelluldare Doméane (ACID) freisetzt. AB bildet dann durch eine Fehlfaltung fibrilldre Aggre-
gate. AICD=Amyloid precursor protein intrazelluldre Doméne; APP=Amyloid B Precursor Protein; AB=
Amyloid B; CTF=C-terminales Fragment.

Die Akkumulation von intra- und extrazellularen Amyloid-Plaques oder -Oligmeren wird flr ent-
scheidend, aber nicht unbedingt notwendig fir die Entwicklung von AD gehalten. Personen
mit einer Amyloid-Deposition haben ein erhéhtes Risiko an AD zu erkranken, allerdings gibt
es auch Personen mit AD, die keine Amyloid-Plaques oder Oligomere aufweisen (Pike et al.
2007; Herrup 2015). Die Effekte von Amyloid sind multifaktoriell, aber basierend auf der Amy-
loid-Hypothese, wird vermutet, dass es durch erhéhten oxidativen Stress, mitochondriale Dys-
funktion, synaptische Unterbrechung und die Hyperphosphorylierung von Tau zur Entwicklung
der AD kommt. Allerdings sind in den letzten Jahren viele Amyloid-spezifischen Therapien
gescheitert (Alzheimer's Association 2019), was wiederum bedeutet, dass die Amyloid Entfer-
nung bzw. die Verhinderung der Bildung entweder friiher im AD Kontinuum stattfinden muss,
die Pathogenese unabhéngig von der Amyloid Deposition stattfindet und/ oder Amyloid das
Ende einer irreversiblen Kaskade von Events signalisiert, die zur Neurodegeneration flihren
(Drachman 2014; Herrup 2015).



Neben der Amyloid-Hypothese existiert die Tau-Hypothese. Tau ist ein Mikrotubuli-assoziier-
tes Phosphoprotein, welches durch alternatives RNA-Splicing entsteht. Die Phosphorylierung
des Taus beeintrachtigt die Fahigkeit des Tauproteins, die Mikrotubuli-Anordnung zu stimulie-
ren, negativ. Mikrotubulis sind die strukturelle Hauptkomponente des Cytoskeletts der Nerven-
zellen und sind in den axonalen Transport involviert. Das Tau-Protein ist die Hauptkomponente
der neurofibrillaren Strange, die im Gehirn von AD-Patienten zu finden sind. In mehreren Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass die Mikrotubuli Anordnung in Gehirnen von AD-Patienten
beeintrachtigt ist und dass dieses Defizit durch die Hyperphosphorylierung von Tau ausgeldst
worden sein kénnte (Daccache et al. 2011; Oboudiyat et al. 2013). Tau kénnte méglicherweise
auch synergistisch mit Amyloid eine neuronale Dysfunktion ausldsen (Ittner & Gétz 2011).

Ein Glucose-Hypometabolismus sowie eine mitochondriale Dysfunktion werden ebenfalls als
mogliche Ursachen der AD-Pathologie diskutiert und riicken in den Fokus des wissenschaftli-
chen Interesses. Immer mehr Studien deuten an, dass Abnormitaten im Glucosemetabolis-
mus, in der mitochondrialen Funktion und damit verbundener oxidativer Stress unveranderli-
che Eigenschaften der AD darstellen und schon Jahrzehnte vor dem Einsetzen der ersten
klinischen Symptome sowohl bei der familidren als auch sporadischen AD-Form auftreten
(Gibson & Shi 2010). Ein regional beeintrachtigter Glucosemetabolismus ist ein Marker fir
eine synaptische Dysfunktion. Bei APOE ¢ positiven, jingeren Erwachsenen konnte bereits
vor der Entwicklung einer friihen AD ein verminderter Glucosemetabolismus im Gehirn festge-
stellt werden (Reiman et al. 2004). Eine mitochondriale Dysfunktion (MD) scheint ebenfalls ein
SchllUsselfaktor in der Pathogenese von AD zu sein (siehe 1.1.2.1) (Swerdlow et al. 2014).
Amyloid und Tau kénnten zu einer mitochondrialen Dysfunktion fihren, aber eine mitochond-
riale Dysfunktion fuhrt auch zu einem Glucosehypometabolismus und wird haufig bereits frih
bei Personen detektiert, die ein erhdhtes Risiko flir AD haben (Silva et al. 2012). AuBerdem
kann die MD zu den meisten der Mechanismen fihren, bei denen vermutet wird, dass sie die
Hirnfunktion bei AD beeintrachtigen. Hierzu z&hlen z.B. oxidativer Stress, Apoptose und die
Inhibition der Proteindegradierung und Autophagie, die dann wiederum zur Akkumulation von
Amyloid und phosphorylierten Tau fuhrt. Veranderungen in der Calcium-Homd&ostase fiihren
ebenfalls zu klinischen Symptomen. Diese Abnormitaten im Calciummetabolismus werden
durch einen abnormalen Glucosemetabolismus und MD verstarkt (Supnet & Bezprozvanny
2010). Aufgrund dieser starken Effekte auf die Pathogenese der AD riicken Préaventionsan-
satze und Therapien, die die mitochondriale Funktion oder den Glucosemetabolismus als Ziel
haben, immer weiter in den Fokus der Forschung.

Ein letzter Mechanismus, der bei der Pathologie der AD berlcksichtigt werden muss, ist die
gesteigerte Insulinresistenz, die in den Gehirnen von AD-Patienten detektiert werden konnte.
Diese Insulinresistenz verringert die Aufnahme der Glucose in das Gehirn, aber sie kann auch
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unabhangig davon zur AD-Pathologie beitragen (Middleton & Yaffe 2010). Die Interaktion oder
Beschleunigung der Pathogenese findet vor allem Uber verlangertes, fehlerhaftes Insulin oder
den Insulin-like growth factor (IGF) — Weg statt (Schneider et al. 2007; Schneider et al. 2009).
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Abbildung 1.3 Einflussfaktoren und Ursachen der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung.
Die Alzheimer Erkrankung hat multifaktorielle Ursachen. Vier Hauptfaktoren sind vermutlich die amy-
loidogene APP-Prozessierung, hyperphosphoryliertes Tau, ein Glucose-Hypometabolismus und die mi-
tochondriale Dysfunktion (MD). Alle vier Zustande kénnen im Laufe des Alterungsprozesses auftreten.
Die amyloidogene APP-Prozessierung kann auBerdem durch Mutationen im Preselinin-1 und -2 Gen
und APP-Gen, durch Trisomie 21 und Umweltnoxen hervorgerufen werden. Mutationen kénnen eben-
falls das Protein Tau beeinflussen und eine mit dem Alter auftretende Insulinresistenz und MD kdnnen
zu einem Glucose-Hypometabolismus des Gehirns beitragen. Die amyloidogene APP-Prozessierung
fOhrt zur Bildung und Aggregation von AB-Oligomeren und Plagques, die wiederum die Tau-Hyperphos-
phorylierung und damit NFT-Bildung und -Aggregation beginstigen kdnnen. AuBerdem kann die Akku-
mulation von AB zu einer MD fiihren und dadurch sowie durch gesteigerten oxidativen Stress und sy-
naptische Unterbrechungen zu einer neuronalen Dysfunktion beitragen. Die Hyperphosphorylierung von
Tau und die NFT-Bildung und Aggregation kann ebenfalls die mitochondriale Funktion negativ beein-
flussen, die Bildung von AB-Oligomeren und Aggregaten stimulieren und eine neuronale Dysfunktion
ausldsen. Der auftretende Glucose-Hypometabolismus kann zu einer synaptischen Dysfunktion flihren,
die schlussendlich ebenfalls in der neuronalen Dysfunktion endet. Die durch mehrere Faktoren bedingte
MD fihrt zusammen mit dem Glucose-Hypometabolismus zu einer gestérten Calciumhomdostase, die
ebenfalls zur Entstehung der neuronalen Dysfunktion beitragt. Weiterhin fihrt die MD zu gesteigertem
oxidativen Stress durch eine vermehrte ROS-Bildung, zu einer verringerten ATP-Produktion und einer
Abnahme des MMPs. Der vermehrte oxidative Stress kann ebenfalls zur neuronalen Dysfunktion fihren.
Durch die Inhibierung der Proteindegradation und Autophagie tragt die MD zur Bildung und Aggregation
von AR und NFTs bei. APP=Amyloid 8 Precursor Protein; ATP=Adenosintriphosphate; AB=Amyloid (3;
MD=mitochondriale Dysfunktion, MMP=mitochondriales Membranpotential; NF T=neurofibrillidre
Strédnge; ROS=reaktive Sauerstoffspezies.

Wie oben bereits beschrieben kénnen die Ablagerungen von AB und Tau auf der einen Seite
zu einer mitochondrialen Dysfunktion fihren. Auf der anderen Seite kann aber auch die mito-
chondriale Dysfunktion die AB-Akkumulation sowie die Bildung von NFTs Uber eine Inhibition



der Proteindegradation und Autophagie begunstigen. Die mitochondriale Dysfunktion kann au-
Berdem den Glucosehypometabolismus beeinflussen und beide flihren wiederum zu einer ge-
stérten Calciumhomdostase. Insgesamt scheinen alle Theorien sich gegenseitig zu beeinflus-
sen und damit gemeinsam zur Entstehung der Erkrankung beizutragen (siehe Abbildung 1.3).

Fir eine zukinftig effektive Behandlung von AD ist eine friihzeitige Diagnose essentiell. Zurzeit
beinhaltet die Diagnostik der AD psychometrische Tests, bildgebende Verfahren und Liquor-
diagnostik. Psychometrische Tests wie der Mini Mental Status Test (MMST) oder die CERAD
(Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease) — Testbatterie werden zur Erfas-
sung der kognitiven Leistung herangezogen. Bildgebende Verfahren zéhlen nicht zur Routine-
diagnostik, allerdings kbnnen mittels dieser Verfahren AB-Fibrillen Gber Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) sichtbar gemacht werden und der Metabolismus von APP mittels Isoto-
penmarkierung von AB-Peptiden analysiert werden (Single Photon Emission Computed To-
mographie (SPECT)) (Selkoe & Hardy 2016). Zudem kénnen tber eine Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) Veranderungen des Hirnvolumens untersucht werden. Mittels Liquordiagnostik
kénnen auBerdem Idsliche AB-Monomere und Tau in der CSF nachgewiesen werden. Die Er-
forschung weiterer, kostenglnstiger Biomarker mithilfe derer die Erkrankung friihzeitig erkannt
werden kann, ist sowohl fir die Diagnostik als auch fir die Forschung essentiell (Jack et al.
2018). Hierfur kdnnte mdglichweise ein von Schindler et al. entwickelter Labortest in Frage
kommen, der zwei B- Amyloide bereits in geringen Konzentrationen im Blut nachweisen kann
(Schindler et al. 2019).

Die therapeutischen Mdglichkeiten fir die AD sind bisher sehr begrenzt. Es existieren zwar
bereits zugelassene Medikamente zur Behandlung der Grundsymptomatik der AD, wie Acety-
cholinesterase-Hemmer und der nicht-kompetitive N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Antagonist
Memantin, aber derzeit gibt es keine Medikamente, die den pathobiologischen Krankheitsver-
lauf verzégern oder sogar aufhalten kénnen (Cummings et al. 2019). Die Forschung kon-
zentriert sich zurzeit vor allem auf gegen AB gerichtete Therapien. Allerdings konnte, wie be-
reits zuvor erwahnt, keine dieser Behandlungen in klinischen Studien der Phase Il iberzeu-
gen. Weitere Therapieansatze umfassen 3- und y-Sekretasehemmer, sowie Immunisierungen,
Stammzelltherapien und AB-Antikérper (Cummings et al. 2019; Selkoe & Hardy 2016). In einer
Phase llI-Studie befindet sich der vielversprechende Amyloid-Antikérper Aducanumab (Cum-
mings et al. 2019). Die Erforschung von Medikamenten, die Tau adressieren, nimmt immer
weiter zu. Zurzeit befindet sich ein Tau-Inhibitor in einer Phase Ill Studie (Cummings et al.
2019). Aufgrund der fehlenden Therapiemdglichkeiten setzt die Forschung aktuell auch auf
eine frihzeitige Pravention der Erkrankung wie z.B. durch nutritive, physische und kognitive
Strategien, die die Entstehung der Erkrankung hinauszégern und im besten Falle sogar ver-
hindern (siehe 1.4).



Milde kognitive Beeintrachtigungen

Bei milden kognitiven Beeintrachtigungen (MCI) handelt es sich um kognitive Beeintrachtigun-
gen, die fur die Definition als Demenz noch zu gering sind. Es handelt sich dabei aber um die
erste Manifestation einer grundlegenden AD-Pathologie. Ungeféhr 15 bis 20 % der Personen
Uber 65 Jahre oder &lter weisen eine MCI auf (Roberts & Knopman 2013). Von einer MCI
betroffene Personen haben ein héheres Risiko, eine Alzheimer oder eine andere Demenzform
zu entwickeln (Kantarci et al. 2009; Mitchell & Shiri-Feshki 2009). Durchschnittlich 32 % der
Personen mit MCI erkranken innerhalb von finf Jahren an der Alzheimer Erkrankung (Ward
et al. 2013). Jedoch kann eine MCI auch andere Ursachen haben und muss nicht immer in der
Entwicklung einer AD enden. Bei manchen Betroffenen regeneriert sich die kognitive Funktion
wieder oder es kommt zu keiner weiteren Verschlechterung (Alzheimer's Association 2019).
Far die klinische Diagnose einer MCI sollte der Patient bzw. ein Angehdriger bereits Beein-
trachtigungen der kognitiven Funktion bemerkt haben. Die kognitive Beeintrachtigung bei die-
sen Personen ist noch nicht so ausgepragt, dass die Aktivitaten des taglichen Lebens nicht
mehr ohne externe Hilfe durchgefiihrt werden kénnen und soziale und berufliche Fahigkeiten
und Kompetenzen sind noch vorhanden (Vega & Newhouse 2014). Die Beeintrachtigungen
treten in einem oder mehreren kognitiven Bereichen auf. Zu den kognitiven Bereichen z&hlen
Gedachtnis, ausfihrende Funktionen, visuospatiale Fahigkeiten, Sprache, Aufmerksamkeit
und das episodische Gedéachtnis. Bei standardisierten kognitiven Tests liegen die Ergebnisse
der Personen 1 bis 1,5 Standardabweichungen unter denen fir Alter, Bildung und kulturelle
Hintergriinde angepassten Scores (Oboudiyat et al. 2013).

Zahlreiche Forscher glauben, dass zuklnftige Therapien am effektivsten sind, wenn sie bereits
im Stadium der MCI eingesetzt werden (Alzheimer's Association 2019). Aus diesem Grund
kommt dieser Patientengruppe bei der Erforschung der Pathophysiologie der Alzheimer Er-
krankung sowie bei der Entwicklung und Erprobung von neuen Therapien eine entscheidende
Rolle zu.

1.1.2.1 Mitochondriale Kaskadenhypothese der AD

Wie bereits unter 1.1.2 erwahnt, spielt neben den Amyloid- und Tau-Hypothesen auch die
mitochondriale Dysfunktion eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Er-
krankung. Da die Amyloid-Hypothese vor allem auf Studien basiert, die die seltene autosomal
dominante Variante der AD untersucht haben, erklaren die Erkenntnisse nicht unbedingt die
Ursache der spateinsetzenden, sporadischen Form der AD. Zur Erklarung der Ursachen der
Alterung und der sporadischen AD existieren bereits seit vielen Jahrzehnten ,Mitochondrien®
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und ,freie Radikale“ —Theorien. Diese basieren auf Daten, bei denen eine Abnahme der Akti-
vitat der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC) (Trounce et al. 1989; Wu et al. 2001;
Yen et al. 1989; Cooper et al. 1992; Ojaimi et al. 1999) und einen Anstieg des durch Mito-
chondrien generierten oxidativen Stress im Alter beobachtet werden konnte (Harman 1972;
Miquel et al. 1980; Beckman & Ames 1998; Melov 2000). Swerdlow und Khan haben auf
Grundlage dieser Erkenntnisse 2004 die mitochondriale Kaskadenhypothese formuliert, die
die méglichen Ursachen flr die Entstehung der sporadischen AD beschreibt (Swerdlow &
Khan 2004). Die Autoren postulieren, dass eine niedrige mitochondriale oxidative Phosphory-
lierung, eine gesteigerte Nutzung der anaerobischen Glycolyse und eine hohe mitochondriale
ROS-Produktion, entweder direkt oder indirekt, zu den histo- und pathophysiologischen Ursa-
chen der sporadischen, spateinsetzenden AD beitragen.

Im Modell der mitochondrialen Kaskadentheorie bestimmt die vererbte, genbestimmte Zusam-
mensetzung der Elektronentransportkette eines Individuums die Aktivitat der Atmungskette
sowie die Basalraten der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Die bestehende Kor-
relation zwischen der basalen ROS-Bildungsrate und den mtDNA-Mutationen flihrt dazu, dass
eine héhere ROS-Produktion zu einer rapiden Akkumulation von Schaden an der mtDNA flhrt.
Die mtDNA-Mutationen flihren wiederum zu einer Abnahme der Aktivitat und Effektivitat der
Atmungskettenkomplexe, was eine verringerte oxidative Phosphorylierung und eine gestei-
gerte ROS-Produktion auslést. Diese Prozesse bedingen dann drei weitere Ereignisse. Es
kommt zu einer Reset-Antwort, bei der die Zellen auf die mitochondriale ROS-Uberproduktion
mit der Bildung von AP reagieren. Dies verstarkt weiter die mitochondriale Dysfunktion. Bei
dem zweiten Ereignis kommt es zur Entfernung von dysfunktionalen Zellen, indem Apopto-
seprozesse initiiert werden. Dies fuhrt wiederum erneut zu einer tbermaBigen ROS-Produk-
tion sowie zu einer weiteren Abnahme der oxidativen Phosphorylierung. Als letzten Schritt
versucht das System verlorene Zellen zu ersetzen, indem neuronale Vorlauferzellen erfolglos
versuchen, wieder in den Zellzyklus einzutreten. Die Folgen dieses fehlgeschlagenen Prozes-
ses sind Aneuploidie, die Tau-Phosphorylierung und die Bildung von NFTs (Swerdlow & Khan
2004).

Die mitochondriale Kaskadenhypothese wird durch zahlreiche Studien unterstitzt (Cortopassi
et al. 1992; Papa 1996; Lin et al. 2002; Chomyn & Attardi 2003) und auch aktuelle Forschun-
gen (Lane et al. 2015; Zhu et al. 2019; Wang et al. 2019) zeigen, dass dieser Ansatz zur
Erklarung der Ursachen der sporadischen AD sowie auch der biologischen Alterung heute
noch aktuell ist. Aufgrund dieser Erkenntnisse wird in Kapitel 1.2.2 die Rolle der mitochondri-
alen Dysfunktion bei der Alterung und AD deshalb nochmal ausfuhrlich thematisiert.
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1.2 Mitochondriale Funktion als Schllsselfaktor bei der Alterung
und AD

1.2.1 Aufbau und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind komplexe, netzwerkformende Organellen, die von einer Doppelmembran
umgeben sind. Sie sind die hauptsachlichen Energieproduzenten eukaryotischer Zellen. Ne-
ben der Energieproduktion durch die oxidative Phosphorylierung (siehe Abbildung 1.4) spie-
len sie auch eine wichtige Rolle bei der intrazelluldren Homdostase, dem Calciummetabolis-
mus und dem Metabolismus von Fetten, Proteinen und Kohlenhydraten. Dartber hinaus sind
sie an der Apoptose beteiligt, bei Teilen der Harnstoff-, Steroidhormon- und H&msynthese und
sind wichtig flr die angeborene Immunitat (Haas 2019).

Mitochondrien sind 0,75 um bis 3 um grof3 und variieren in GréBe und Struktur (Wang et al.
2019). Sie bestehen aus einer inneren und &uBeren Mitochondrienmembran, die aus einer
Phospholipiddoppelschicht und verschiedenen Proteinen aufgebaut ist. Die &uBere Mito-
chondrienmembran grenzt das Organell zum Cytoplasma der Zelle ab und beinhaltet zahlrei-
che integrale Membranproteine. Hierzu zdhlen auch die Porine, die fir die hohe Permeabilitat
der auBeren Mitochondrienmembran fir Molekiile bis zu einer GréB3e von 5000 Da verantwort-
lich sind. Die innere Mitochondrienmembran hingegen weist eine geringe Permeabilitat auf. In
die Membran sind Translokasen fir den Import von Proteinen, der Adenosinnukleotidtranspor-
ter, sowie andere Carrierproteine fir den Transport von hydrophilen Komponenten integriert.
Zuséatzlich dazu beinhaltet sie noch die Proteine des Elektronen-Transfer-Systems (ETS). Die
Komplexe, die die oxidative Phosphorylierung katalysieren, sind prazise in der inneren Mito-
chondrienmembran angeordnet, um eine hohe Effizienz und Anpassungsfahigkeit zu gewahr-
leisten. Die innere Membran bildet Einstllpungen, die sogenannten Cristae, aus, die zu einer
starken OberflachenvergréBerung beitragen. Von der inneren Mitochondrienmembran wird der
Matrixraum des Mitochondriums eingeschlossen, in dem die endgultige Oxidation von Nah-
rungsmetaboliten in Form der B-Oxidation der Fettsduren und des Citratzyklus stattfindet.
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Abbildung 1.4 Aufbau und Rolles des Mitochondriums im Energiemetabolismus. Die Mito-
chondrien besitzen eine innere und duBBere Mitochondrienmembran. Zwischen den beiden Membranen
befindet sich der Intermembranraum. Die duBBere Membran weist eine héhere Permeabilitat auf, die
innere eine geringe. Die innere Membran bildet Einstilpungen, die sogenannten Cristae, die der Ober-
flachenvergréBerung dienen. Von der inneren Mitochondrienmembran wird der Matrixraum eingeschlos-
sen, in dem die B-Oxidation und der Citratzyklus stattfinden. Der Citratzyklus baut die Produkte aus der
B-Oxidation und Glykolyse weiter ab und liefert die Elektronen fir die mitochondriale Respiration. Die
Komplexe der mitochondrialen Atmungskette sind prazise in der inneren Mitochondrienmembran ange-
ordnet. Vom Komplex | und Il werden Uber das Coenzym Q und das Elektronen transportierende
Flavoprotein (FMN) Elektronen aus dem Citratzyklus auf den Komplex Il Ubertragen. Von Komplex I
werden die Elektronen Uber Cytochrom ¢ und Komplex IV auf den Sauerstoff transferiert. Der gleichzei-
tig Uber die innere Mitochondrienmembran aufgebaute Protonengradient wird im Komplex V fir die ATP-
Synthese genutzt.

Mitochondrien besitzen ihr eigenes Genom. Dies ist durch die Endosymbiontentheorie begrin-
det, laut der Mitochondrien durch die Symbiose des a-Proteobakterium mit einer eukaryoti-
schen Wirtszelle entstanden sind (Gray et al. 1999). Mitochondrien vermehren sich unabhan-
gig von der Mitose durch Teilung. Die mitochondriale DNA (mtDNA) liegt in der Matrix als
doppelstrangiges zirkuldres Molekul vor. Die mtDNA ist polyploid, d.h. pro Zelle kénnen, je
nach Energiebedarf der Zelle, zwischen 100 und 10.000 mtDNA-Kopien vorliegen (Chinnery
& Hudson 2013). Die Vererbung der 16.569 Basenpaare langen mtDNA erfolgt maternal. Die
mtDNA enthalt 37 codierende Gene. Die Mehrheit der Gene des Enzymkomplexes der mito-
chondrialen Atmungskette wird allerdings durch das nukledre Genom (nDNA) codiert. Die
mtDNA weist bei geringerer Reparaturkapazitat eine zehnfach héhere Mutationsrate auf als
die nDNA, was entscheidend zur Rolle der Mitochondrien bei der Alterung und AD beitragt
(Haas 2019).

13



Atmungskette

In der inneren Mitochondrienmembran findet die oxidative Phosphorylierung statt (sieche Ab-
bildung 1.4). Vier Multiproteinkomplexe (Komplex | bis 1V) formen hier die mitochondriale
Atmungskette. Uber sie wird die Energie, die durch den Elektronentransfer von NADH und
FADH: auf O, entsteht, zur Produktion von ATP mittels der ATP-Synthase (Komplex V) ge-

nutzt.

Uber den Komplex | (NADH-Dehydrogenase) und Il (Succinat-Dehydrogenase) gelangen zu-
nachst die Elektronen von NADH und FADH: in die Atmungskette. Es handelt sich dabei um
reduzierte Moleklle, die aus dem Citratzyklus stammen. Komplex | und |l geben die aufge-
nommenen Elektronen und Protonen an Ubichinon (Coenzym Q) weiter, welches zu Ubichinol
reduziert und protoniert wird. Komplex Il ist gleichzeitig eine Komponente des Citratzyklus, der
die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert. Dadurch werden weitere Elektronen des
reduzierten FADH, auf das Coenzym Q Ubertragen. Das reduzierte Coenzym Q wird anschlie-
Bend von Komplex Il (Cytochrom-c-Reduktase) mit Hilfe von Cytochrom c oxidiert, indem die
Elektronen auf Cytochrom c Ubertragen werden. Komplex IV (Cytochrom-C-Oxidase) nimmt
dann die Elektronen von Cytochrom c auf, oxidiert es dadurch und Ubertragt so die Elektronen
auf Oz. Gleichzeitig zu diesen Prozessen bauen der Komplex I, Ill und IV ein Protonengradient
Uber die innere Mitochondrienmembran auf und der generierte Protonenfluss wird genutzt, um
Uber Komplex V ATP zu produzieren. Die ATP-Synthase ist damit das letzte Enzym der
OXPHOS. Sie wird angetrieben durch den Rickstrom der im Intermembranraum gespeicher-
ten Protonen entlang des elektrochemischen Gradienten zurlick in die Matrix, was wiederum
die Synthese von ATP aus ADP und Pi antreibt. Dieses System muss einwandfrei funktionie-
ren, um ausreichend Energie fir die Zellen zu produzieren und die unbegrenzte Bildung von

Superoxiden zu verhindern.
Mitochondriale Biogenese

Mitochondrien teilen sich sténdig, fusionieren, andern ihre GréBe und Form und bilden dyna-
mische Netzwerke, um ihre Integritdt und Quantitat zu erhalten. Die Balance zwischen diesen
Fusion- und Fission- Prozessen ist essentiell fiir die Gesundheit der Zellen (Haas 2019). Die
Mitofusin 1 und 2 Proteine (Mfn1/2) sind involviert in die Fusion der au3eren mitochondrialen
Membran, wohingegen das Optic Atrophy Protein (OPA1) die Fusion der inneren Mitochond-
rienmembran organisiert. Die Proteine Mitochondrial fission 1 (Fis1) und dynamin-related Pro-
tein (Drp1) sind mit der mitochondrialen Fission assoziiert. Fis 1 ist an der &uBeren Mitochond-
rienmembran lokalisiert, Drf1 ist ein cytoplasmatisches Protein, das in die Mitochondrien
transloziert und mit Fis 1 interagiert, um so die Fission zu verstarken (Wang et al. 2019).
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Der Prozess der mitochondrialen Biogenese ist reguliert, um die Population an Mitochondrien
an den sich andernden Energiebedarf der Zellen anzupassen. PPARYy coactivator-1a (PGC-
1a) ist der Schllisselregulator der mitochondrialen Biogenese und reagiert direkt mit dem Tran-
skriptionsfaktor NRF1 (Wang et al. 2019). Die Nuclear Respiratory factors 1 und 2 (NRF1 und
2) aktivieren die Expression von Cytochrom C und erhdhen die Transkription der nukleédren
Atmungskettenkomplexuntereinheiten. Dartber hinaus férdern sie die Expression von nuklear-
kodierten Komponenten der mitochondrialen Transkription und Translation, darunter den mi-
tochondrialen Transkriptionsfaktor A (TFAM). Diese sind zur Biosynthese der auf der mtDNA
kodierten Atmungskettenkomplexuntereinheiten nétig (Scarpulla 2008). Zudem sind NRFs an
der Expression von Proteinen des mitochondrialen Proteinimportsystems und der Himbiosyn-
these beteiligt (Dominy & Puigserver 2013). Einen weiteren Einfluss auf die Biogenese kénnen
Sirtuine nehmen. Sirtuine kénnen durch Erndhrung, kérperliche Aktivitdt und andere Umwelt-
faktoren beeinflusst werden. SIRT1, welches Uberwiegend im Nukleus vorkommt, deacetyliert
einige Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren wie u.a. PGC1a. SIRT3 hingegen ist direkt in
den Mitochondrien lokalisiert und reguliert die Antwort auf oxidativen Stress durch die Aktivie-
rung der Superoxiddismutase (Wang et al. 2019). Ein weiterer Regulator ist die Adenosinmo-
nophosphat (AMP)-aktivierte Proteinkinase (AMPK), die ein klassischer Sensor fir den Ener-
giebedarf in Zellen ist. Ist die ATP-Synthese gestort oder es wird viel ATP verbraucht, so ent-
steht viel AMP. Dies fuhrt zur Aktivierung der AMPK und darauf zur Aktivierung von PGC-1a
und stimuliert katabole Stoffwechselwege (Wang et al. 2019). Ein weiterer Aktivator der Ex-
pression von PGC-1a ist cAMP response element-binding Protein 1 (CREB1). CREB1 wird
durch die Phosphorylierung mittels Proteinkinase A (PKA) aktiviert und ist ein hauptsachlicher
Effektor des cAMP-Signalweges (Mayr & Montminy 2001; Herzig et al. 2001). Dieser Signal-
weg wird als Antwort auf Kélte aktiviert und fihrt zu einer Hochregulation von uncoupling Pro-
teinen und oxidativen Stoffwechselwegen, um im Rahmen der zitterfreien Thermogenese

Warme zu produzieren (Cannon & Nedergaard 2004).

1.2.2 Rolle der mitochondrialen Dysfunktion bei der Alterung und AD

Eine zunehmende Anzahl an Studien bestétigt, dass die mitochondriale Dysfunktion ein allum-
fassender Mechanismus der Alterung und auch vieler altersbedingter Erkrankungen ist (Rera
et al. 2012; Boland et al. 2013; Anderson & Maes 2014; Ahmad et al. 2015; Montgomery &
Turner 2015). Mitochondrien tragen durch die Bildung von ATP im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung entscheidend zur Energieproduktion bei (siehe 1.2.1) und spielen eine es-
sentielle Rolle bei der Homdostase des Zellmetabolismus, der Signalgebung, Differenzierung
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und Seneszenz von Zellen. Dies fihrt dazu, dass eine altersbedingte Fehlfunktion oder verrin-
gerte Funktion der Mitochondrien und die damit einhergehenden Folgen einen starken Einfluss
auf verschiedene Funktionen der Zelle haben (siehe Abbildung 1.5). Eine beeintrachtigte mi-
tochondriale Funktion und Verénderungen in der mitochondrialen Biogenese werden mit
Schlisselaspekten des Alterns, wie Zellseneszenz, Verringerung der Stammzellaktivierung,
genomische Instabilitdt und chronischer Inflammation, in Verbindung gebracht (siehe Abbil-
dung 1.1) (Zhu et al. 2019). Die Alterung an sich fihrt zur Verschlechterung der Funktionalitat
der Mitochondrien.
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Abbildung 1.5 Rolle der Mitochondrien bei der Alterung und AD. Durch die Alterung kommt es
zu einer Verschlechterung der Funktionalitat der Mitochondrien und einer Abnahme der mitochondrialen
Biogenese. Die mitochondriale Atmungskapazitdt nimmt ab. Hier sind vor allem Komplex I, IV und die
ATP-Synthase betroffen. Diese Abnahme der Atmungskettenaktivitat fihrt zu einer verringerten Ener-
gieproduktion, die dann zur Zellseneszenz, einer verringerten Stammzellaktivierung, chronischen In-
flammation und neuronalen Dysfunktion fihrt. Durch die Alterung kommt es zur Zunahme von mtDNA
Mutationen, die wiederum zu fehlgefalteten Proteinen fihren kdnnen und damit die mitochondriale
Funktion beeintréachtigen. Diese Ansammlung von fehlgefalteten, dysfunktionalen Proteinen wird noch
durch die altersbedingte Abnahme der Auto- und Mitophagie verstarkt. Alle Prozesse flihren zur Stei-
gerung der ROS-Produktion, die im Umkehrschluss wiederum zu einer Verstarkung der negativen Pro-
zesse fuhrt. Die vermehrte Bildung von ROS I6st die amyloidogenen APP-Prozessierung aus, die zur
Akkumulation von AB-Aggregaten fihrt, die die mitochondriale Atmungsaktivitit hemmen und die ROS-
Produktion weiter verstarken. Die verringerte Autophagie verstarkt die Ansammlung von AB, da die Ag-
gregate weniger abgebaut werden kénnen. Die vermehrte ROS-Produktion und verringerte Calciumre-
tention fihren zur Bildung von pTau-Aggregaten und NFTs, die die mitochondriale Atmungskette eben-
falls inhibieren und die Bildung von ROS weiter stimulieren. APP=Amyloid B Precursor Protein; ATP=
Adenosintriphosphate; AB=Amyloid B, mtDNA=mitochondriale Desoxyribonucleinsdure; NFT=neuro-
fibrillidre Strdnge; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; pTau=phosphoryliertes Tau; ROS=reaktive
Sauerstoffspezies.

Ihre respiratorische Aktivitdt nimmt ab, es kommt zur Akkumulation von Schadigungen der
mtDNA und dies fUhrt wiederum zu einer Produktion von exzessiven Mengen an ROS (Lane
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et al. 2015). Die verringerte respiratorische Aktivitadt der Mitochondrien sowie der damit einher-
gehende, aber auch durch die Alterung bedingt gestérte Glucosemetabolismus flhren dazu,
dass die Selbsterneuerung und Differenzierung von Stammzellen nicht mehr ausreichend
stattfinden kann. Dadurch kommt es zu einer Stammzelldysfunktion, die dann wiederum zur
Alterung beitragt (Zhu et al. 2019). AuBerdem fuhrt die niedrigere oxidative Phosphorylierung
zu einer geringeren Energieproduktion, was vor allem die Neuronen schadigt. Neuronen be-
nétigen im Verhaltnis zu anderen Zellen im Kérper besonders viel Energie und die Glycolyse
in ihnen ist herunterreguliert. Dies macht sie besonders abhangig von der Energieproduktion
durch die Mitochondrien (Lane et al. 2015). Besonders betroffen von den altersbedingten Ver-
anderungen der mitochondrialen Atmungsaktivitat sind Komplex I, 1l und IV. Zudem erfahrt
auch die Aktivitat der ATP-Synthase eine altersbedingte Abnahme (Yin et al. 2014). In den
Gehirnen von alten Ratten zeigten sich neben einer Abnahme von antioxidativen Enzymen
auch eine Abnahme der Komplex | und IV Aktivitat (Navarro & Boveris 2004). Diese Abnahme
der Menge und Aktivitat von antioxidativen Enzymen und der Komplex IV Aktivitat sowie der
ATP-Spiegel konnte bei gealterten Mausen ebenfalls bestatigt werden (Kurokawa et al. 2001;
Xu et al. 2007; Shi et al. 2010). Zu den vermehrten Schaden an der mtDNA im Laufe des
Alterungsprozesses kommt es, da die die Aktivitat und Quantitat der fir die Reparatur zustan-
digen DNA-Polymerase 1 und der Endonukleasen verringert sind. AuBerdem fiihren auch die,
durch die mitochondriale Dysfunktion bedingten, hohen ROS-Spiegel zu einer weiteren Scha-
digung der mtDNA, die dann wiederum zur Bildung von fehlerhaften und nicht funktionsfahigen
Mitochondrien fihrt. Im Vergleich zur nDNA ist die mtDNA empfanglicher fir Schadigungen
durch oxidativen Stress, da sie nicht durch Histone und andere Chromatin-Proteine geschitzt
ist. Die mtDNA ist unabhangig von der zelluldren Teilung, wodurch die Replikationsraten viel
héher als bei der nDNA sind, was zu einer intensiveren Auswirkung der Mutationen fihrt
(Wang et al. 2019). Die mit der mitochondrialen Dysfunktion einhergehende vermehrte Scha-
digung der mtDNA trégt damit mit hoher Intensitat zur Alterung bei. Hohe Mengen an ROS
schadigen, wie oben bereits erwéhnt, die mtDNA, verringern die Stammzellaktivierung, flhren
zur zelluldren Seneszenz, lI6sen chronische Inflammationen aus und erhéhen nattrlich auch
weiter die Anzahl an dysfunktionalen Mitochondrien, was wiederum eine weitere Steigerung
der ROS-Bildung bedingt (Zhu et al. 2019; Wang et al. 2019). Ein weiterer Faktor, der diese
Kaskade der Alterung beeinflusst, ist die altersbedingte Abnahme der Mito- und Autophagie
(Chistiakov et al. 2014; Wang et al. 2019). Die Fusion- und Fission-Proteine kontrollieren die
mitochondriale Dynamik. Nicht mehr funktionierende oder fehlerhafte Mitochondrien werden
markiert und selektiv mittels Mitophagie entfernt und dann in den Lysosomen abgebaut.
Kommt es zu einer Abnahme dieser Mito- und Autophagie, so resultiert dies in einer Ansamm-
lung von dysfunktionalen Mitochondrien, wodurch sich der oxidative Stress erhéht und die
Zellapoptose gesteigert wird. Eine mitochondriale Dysfunktion fihrt auch zu Veranderungen
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der Lysosomen, was wiederum dazu fihrt, dass dysfunktionale Mitochondrien nicht ztigig und
effektiv abgebaut werden kénnen (Wang et al. 2019). Veranderungen in der mitochondrialen
Biogenese werden durch den erhéhten oxidativen Stress sowie die Telomerverkirzung her-
vorgerufen, zu der es im Laufe der Alterung kommt. Durch die Telomerverkirzung kann es zu
Schadigungen der DNA kommen. Dies fihrt dazu, dass PGC-1a, der Masterregulator der mi-
tochondrialen Biogenese, unterdriickt wird und dadurch eine Drosselung der mitochondrialen
Biogenese eintritt (Zhu et al. 2019). Diese eingeschréankte Biogenese tragt wiederum zur Alte-
rung bei.

Die mitochondriale Dysfunktion spielt allerdings, wie oben schon erwéhnt, nicht nur bei der
physiologischen Alterung eine Rolle, sondern auch bei vielen altersbedingten neurodegenera-
tiven Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimer Erkrankung. Seitdem ein Energiedefizit als funda-
mentales Merkmal einer AD identifiziert wurde, wird vermutet, dass eine mitochondriale Dys-
funktion schon zu einem friihen Zeitpunkt die AD-Pathologie beeinflusst (Manczak et al. 2004;
Mosconi et al. 2008). Der veranderte Metabolismus bei der AD geht mit zahlreichen Verande-
rungen der Mitochondrien einher. Ahnlich wie bei der physiologischen Alterung kommt es auch
bei der AD zu einer veranderten Aktivitat des Komplex 1V, aber auch der anderen Komplexe
(Parker et al. 1990; Parker & Parks 1995; Cottrell et al. 2001; Bubber et al. 2005). Die Veran-
derung der Komplex IV- Aktivitat in einem frilhen Stadium der AD scheint durch Veranderun-
gen der mtDNA bedingt zu sein (Weidling & Swerdlow 2019). Gehirne, die von AD betroffen
sind, zeigen gesteigerte oxidative Schaden der mtDNA. Die Mitophagie ist ebenfalls verandert.
Die Mitochondrien weisen bei der AD einer Verdnderung ihrer Morphologie auf. In vielen Re-
gionen in Hirnen von AD Patienten sind eine gesteigerte Variabilitat in der Form der Mitochond-
rien sowie zerstorte Christae und damit eine verkleinerte Oberflache des Mitochondriums zu
finden (Baloyannis et al. 2004). Diese Veranderungen in der mitochondrialen Morphologie sind
durch verénderte Fusion- und Fission-Prozesse bedingt und auch bei diesen Prozessen kdn-
nen bei AD Beeintrachtigungen beobachtet werden. Méglicherweise fihrt das bioenergetische
Defizit zu einer Veranderung der Fission-Maschinerie (Zhang et al. 2016a), aber es gibt auch
Studien, die hier einen Einfluss von Amyloid B sehen (Reddy et al. 2018).

Auch zwischen der AB- und Tau-Pathologie und der mitochondrialen Funktion scheint eine
Beziehung zu bestehen, denn sie korrelieren in Neuronen mit einer mitochondrialen Dysfunk-
tion (Wang et al. 2019). Wie im Kapitel 1.1.2 beschrieben, entsteht AR aus APP durch die
Spaltung mittels a-, - und y-Sekretase. Der gesteigerte oxidative Stress, der durch die mito-
chondriale Dysfunktion entsteht, fihrt zur Bildung des Lipidperoxidationsproduktes 4-Hydro-
xynonenal. Dieses Produkt fihrt zur Modifikation des y-Sekretasekomplexes, was wiederum
zu einer verstarkten y-Sekretaseaktivitdt und daraufhin zu einer erhéhten Akkumulation von
AB fuhrt (Wang et al. 2019). Die durch die mitochondriale Dysfunktion ausgeléste, verringerte
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Proteindegradation kdnnte ebenfalls zu einer Erhéhung der AB-Ablagerungen fihren, da die
fehlgefalteten Proteine nicht mehr abgebaut werden kénnen. Jedoch gibt es auf der anderen
Seite auch zahlreiche Studien, die beschreiben, dass AR die mitochondriale Dysfunktion inklu-
sive Abnahme der Aktivitat der Komplexe | und IV, des mitochondrialen Membranpotentials
und der ATP- Spiegel auslést (Rhein et al. 2009; Rhein et al. 2010; Reddy et al. 2004; Keil et
al. 2004; Crouch et al. 2005; Grimm et al. 2016a). AB kann eine mitochondriale Dysfunktion
Uber mehrere Wege hervorrufen, wie z.B. eine Beeintrachtigung der oxidativen Phosphorylie-
rung, eine gesteigerte ROS-Produktion, Veranderungen in der mitochondrialen Dynamik und
durch Interaktion mit den mitochondrialen Proteinen. Die Interaktion mit Cyclophilin z.B. fuhrt
zu einer Stérung der allgemeinen mitochondrialen Funktion, zur gesteigerten ROS-Produktion
und einer Dysregulation der mPTP (mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore) (Eckert et
al. 2012). AB vermindert auch die Membranfluiditat, was zu verminderten ATP-Spiegeln, einer
Inhibierung der Atmungskettenkomplexe sowie einer erhéhten ROS-Produktion fuhrt (Eck-
mann et al. 2013).

Auch die Tau-Pathologie wird durch die mitochondriale Dysfunktion beeinflusst. Die bei einer
MD auftretenden erhéhten Calcium- und ROS-Spiegel fihren zu einer Akkumulation von pTau-
Aggregaten (Wang et al. 2019). Mit einer mitochondrialen Dysfunktion geht haufig auch ein
Mangel an antioxidativen Enzymen einher. Melov et al. (2007) konnten zeigen, dass ein Man-
gel an der mitochondrialen SOD2 zu einer pTau-Aggregation in Mausen fihrt (Melov et al.
2007). pTau oder die aus der Aggregation resultierenden NFT kdnnen auch zu einer mito-
chondrialen Dysfunktion fihren. Mause mit einer, durch eine Mutation hervorgerufenen, ab-
normal hohen Produktion von hyperphosphoryliertem Tau-Protein, zeigten ebenfalls eine al-
tersbedingte mitochondriale Dysfunktion einschlieBlich einer verminderten Komplex I-Aktivitat,
geringer mitochondrialer Atmung und reduzierter ATP-Konzentrationen sowie erh6hter ROS-
Produktion (Rhein et al. 2009). Welche Komponente allerdings zuerst welchen Prozess aus-
16st, ist, &hnlich wie bei der vermehrten ROS-Bildung und Schadigung der Mitochondrien, noch
nicht aufgeklart.

1.2.3 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funk-
tion

Die mitochondriale Funktion wird nicht nur durch das Alter beeinflusst, sondern auch durch
das Geschlecht eines Organismus. Wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, werden Mitochondrien
maternal vererbt. Im Laufe der Evolution waren die Gene der Mitochondrien aus diesem Grund
der Selektion in Frauen langer ausgesetzt und scheinen deshalb besser auf die Funktion in
Frauen optimiert zu sein (Tower 2006).
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Bei Frauen ist das Risiko fur eine Erkrankung an Alzheimer oder einer anderen Demenzform
héher als bei Mannern. Dies kénnte durch die langere Lebenserwartung der Frauen bedingt
sein. Werden Frauen erheblich alter als Manner, so steigt mit zunehmendem Alter auch das
Risiko einer Erkrankung an AD. Allerdings erkranken auch nach der Berlicksichtigung des
héheren durchschnittlichen Lebensalters noch immer mehr Frauen an AD. Schatzungen der
Aging, Demographics, and Memory Study (ADAMS) zeigen, dass bei den tber 71-Jahrigen in
den USA 16 % der Frauen AD oder eine andere Demenzerkrankung haben und nur 11 % der
Méanner betroffen sind (Wortmann 2015). Die Pravalenz fir die AD in Europa wird fir Manner
auf 3,31 % geschatzt, bei Frauen auf 7,13 %. Die Inzidenz fur AD lag in Europa bei den Méan-
nern bei 7,02 pro 1000 Personen/Jahr und bei Frauen bei 13,25 pro 1000 Personen/Jahr (Niu
etal. 2017). Dieser Anstieg der Inzidenz fir AD bei Frauen ist allerdings erst bei postmenopau-
salen Frauen zu beobachten. Davor zeigen die Frauen ein geringeres Risiko fur AD als die
Manner. Diese Unterschiede kénnen durch die mitochondriale Funktion bedingt sein. Ge-
schlechtsassoziierte Unterschiede in der antioxidativen Kapazitat wurden bereits in mehreren
Studien identifiziert (Vifa & Borras 2010; Mandal et al. 2012; Gaignard et al. 2015; Borras et
al. 2003) und es konnte gezeigt werden, dass Mitochondrien von Frauen im reproduktionsfa-
higen Alter die Halfte an Hydrogenperoxiden produzieren wie die von Mannern. Frauen haben
auch héhere Mengen an antioxidativen Enzymen und Komponenten (Borras et al. 2003; Man-
dal et al. 2012; Vina & Borras 2010; Gaignard et al. 2015). Sie weisen auBerdem eine bessere
mitochondriale Funktion auf (Gaignard et al. 2015; Rutkai et al. 2015; Khalifa et al. 2017; Silai-
dos et al. 2018). Die Mitochondrien von jungen, reproduktionsfahigen weiblichen Organismen
scheinen besser mit stressenden Umweltfaktoren umgehen zu kénnen und sind resistenter
gegentiber DNA- Schadigungen und Mutationen (Demarest & McCarthy 2015). Dies ist essen-
tiell bei reproduktionsfahigen Frauen, da sonst geschadigte mtDNA an zukiinftige Generatio-
nen vererbt wird, die zu schweren mitochondrialen Erkrankungen fihren kénnte. Diese Ge-
schlechtsunterschiede nehmen allerdings mit dem Alter und einer Ovariektomie ab, was auf
eine entscheidende Rolle der Geschlechtshormone hindeutet ( (Vifia & Borras 2010; Gaignard
et al. 2015; Borras et al. 2003; Grimm et al. 2016a). Die Produktion an mannlichen Ge-
schlechtshormonen wie Testosteron nimmt bei den Mannern nur minimal ab, aber die Spiegel
am weiblichen Geschlechtshormon Estrogen sinken direkt nach Eintritt der Menopause stark
(Grimm et al. 2016a). Dies Abnahme des Estrogens scheint auch mit einer Abnahme der an-
tioxidativen Kapazitat nach Eintritt in die Menopause sowie mit einer gesteigerten ROS-Bil-
dung einherzugehen (siehe Abbildung 1.6).
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Abbildung 1.6 Veranderungen des Energiemetabolismus bei Frauen im Alterungsprozess
(modifiziert nach Lejri et al. 2018). Wahrend der Premenopause weisen die Frauen hohe Estrogen-
spiegel auf, mit denen eine hohe Energiekapazitt (normale mitochondriale Aktivitét) und eine balan-
cierte Redox-Homdoostase einhergehen. In der Perimenopause kommt es zu einer Abnahme der Estro-
genspiegel bei steigendem oxidativen Stress, der dann zu einer zunehmenden Schadigung der Mito-
chondrien fihrt und einem Hypometabolismus. Die ATP-Produktion und Komplex I1V-Aktivitat sinken,
die Lipidperoxidation steigt und die Zelle versucht den Hypometabolismus mittels ketogenen Stoffwech-
selwegen auszugleichen (Anstieg Genexpression von Genen der Fettsdureoxidation und ketogener
Stoffwechselwege). In der Postmenopause nehmen die Estrogenspiegel noch stérker ab und der Ener-
giemetabolismus sinkt aufgrund der zunehmenden Schédigung der Mitochondrien immer weiter. Die
Redox-Homdostase ist gestdrt, da es zu einer gesteigerten ROS-Produktion bei gleichzeitig geringeren
antioxidativen Schutzsystemen kommt. Die kritische Phase (griiner Pfeil) zeigt eine kurze Periode an,
in der die Estrogenspiegel akut stark absinken. In dieser Phase steigt das Risiko fir eine spéatere Alz-
heimer Erkrankung. ATP=Adenosintriphosphat; KIV=Komplex IV; ROS=Reaktive Sauerstoffspezies.

Neben der Hauptfunktion der Mitochondrien, der Energieproduktion, sind sie auch an der Syn-
these von Geschlechtshormonen beteiligt. Die Geschlechtshormone wie Estrogen, Androgene
und Progesteron kdénnen aber die mitochondriale Funktion auch beeinflussen (siehe Abbil-
dung 1.7). In den Mitochondrien sind Rezeptoren fir die Bindung der Geschlechtshormone
vorhanden und der Estrogenrezeptor (ER) kann an die mtDNA binden und so die Transkription
und Replikation beeinflussen. Estrogene begiinstigen u.a. die mitochondriale Biogenese, in-
dem sie die Expression von mitochondrialen Proteinen des nukledren und mitochondrialen
Genoms steigern (Ventura-Clapier et al. 2017). Estrogen bindet z.B. an SIRT3 und erhdht
dadurch die Expression von PGC-1a sowie auch von der SOD2. Weiterhin wird die Expression
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von PGC-1a auch direkt durch Estrogen gesteigert. Estrogen beeinflusst auch die Expression
von antioxidativen Enzymen. Ein direkter genomischer Effekt des Estrogens ist untypisch, da
weder die SOD, noch die GPx ein Estrogen-response Element in ihrer Promotorregion enthal-
ten. Allerdings aktiviert Estrogen die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), welche wiede-
rum den Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert. Dieser steigert dann die Genexpression von an-
tioxidativen Enzymen wie SOD2 und GPx (Vifa et al. 2008). Eine hdhere Produktion an anti-
oxidativen Enzymen kénnte die Atmungskettenkomplexe vor Schadigungen von ROS schiit-
zen und auch eine mdgliche bessere mitochondriale Atmung in Frauen erklaren. Die durch
Estrogen gesteigerte mitochondriale Biogenese tragt ebenfalls zur besseren mitochondrialen
Funktion bei. Grimm et al. haben in ihrem Review einige Studien zusammengefasst, in denen
es zu einer Estrogen-induzierten Hochregulierung von Genen kommt, die flir Komponenten

des mitochondrialen ETS codieren (Grimm et al. 2016a).

Freisetzung
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Abbildung 1.7 Einfluss von Estrogen auf die mitochondriale Funktion in den meisten Gewe-
ben (modifiziert nach Lejri et al. 2018; Ventura-Clapier et al. 2017). Die Bindung von Estrogen
an seinen cytosolischen Rezeptor fiihrt zu einer Translokation des Estrogen/ER-Komplexes in den Nuk-
leus. Die Interaktion dieses Komplexes mit der nuklearen DNA (nDNA) resultiert in der Transkription
von PGC-1a, NRF und SIRT3, was dann wiederum die mitochondriale Biogense stimuliert und die an-
tioxidativen Schutzmechanismen steigert. SIRT3 kann dann entweder PGC-1a stimulieren oder die Ex-
pression von SOD2 erhéhen. Estrogen interagiert auch mit den ERs, die an die mtDNA gebunden vor-
liegen. Dies fuhrt dann zur Transkription und Replikation der mtDNA. Die mitochondriale Biogenese
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férdert die ATP-Produktion, Fettsdure-Utilisation und oxidative Kapazitdt. Das Estrogen kann auch an
den G-protein gekoppelten ER an der Plasmamembran binden. Dies aktiviert dann NFkB Uber den
MAPK-Weg. Die NFkB-Aktivierung fihrt zur Transkription von Genen, die fir antioxidative Enzyme co-
dieren, wie z.B. SOD2 und GPx. Diese erhéhte Transkription steigert die antioxidativen Schutzmecha-
nismen, wodurch die Mitochondrien weniger durch ROS geschadigt werden. Dies fiihrt dazu, dass die
ATP-Produktion, die Energiekapazitat und die Fettsdure-Utilisation erhéht werden. Die hohe antioxida-
tive Kapazitat erhalt die Integritdt der Mitochondrien und hemmt dadurch die Freisetzung von pro-
apoptotischen Faktoren und verringert so den Zelltod und erhélt die Funktionalitat des Gewebes. Die
héhere Calcium-Retention tragt bei den Frauen ebenfalls zur verminderten Freisetzung von apoptoti-
schen Faktoren bei. ATP=Adenosintriphosphat; E2=Estrogen; ER=Estrogenrezeptor; GPER=G-protein
gekoppelter Estrogenrezeptor; GPx=Glutathionperoxidase; mtDNA=mitochodriale DNA; MAPK=mito-
gen-aktivierte Proteinkinase; nDNA=nukledre DNA; NFkB=Nuklearer Faktor 'kappa-light-chain-enhan-
cer' der aktivierten B-Zellen; NRF=nuclear respiratory factor; PGC-1a=Peroxisome Proliferator-aktivier-
ter Rezeptor gamma Coaktivator 1-alpha; ROS=Reaktive Sauerstoffspezies; SIRT3=Sirtuin 3; SOD2=
Superoxiddismutase 2.

1.3 Periphere mononukleare Blutzellen (PBMCs) zur Untersuchung
der Bioenergetik im Menschen

1.3.1 Zusammenhang zwischen der Bioenergetik im Gehirn und PBMCs

Fir die weit verbreitete sporadische AD besteht dringender Bedarf flr einen kostengunstigen,
zuverldssigen und minimal invasiven biologischen Marker, der die Diagnose und Uberwa-
chung der Erkrankung ermdglicht. Ein idealer Biomarker flir AD wirde helfen, praklinische
Erkrankungen zu identifizieren und eine friihzeitige, umfassende Diagnose zu ermdglichen.
AuBerdem kénnte dieser zur Uberwachung der Progression der Erkrankung und zur Erfassung
der Antwort auf Behandlungen dienen.

Wie bereits im Kapitel 1.2.2 beschrieben, kommt der mitochondrialen Dysfunktion bei der Al-
terung und der Entstehung von AD eine wichtige Rolle zu. Da Veranderungen im Energieme-
tabolismus schon sehr friih im Entstehungsprozess der AD detektiert werden kénnen, kommt
die MD als potenzieller Marker zur Friiherkennung in Frage. AuBerdem rlckt die MD, als mdg-
liches Target fir Praventions- und Therapieansatze, auch aufgrund der fehlgeschlagenen Stu-
dien mit AR immer mehr in den Vordergrund. Allerdings ist es schwierig, diese mitochondriale
Funktion im Gehirn bei lebenden Menschen zu analysieren, da das Gehirn bzw. die Gehirn-
masse nicht zuganglich ist. Die Magnetresonanzspektroskopie (MRS) erméglicht es, Veran-
derungen spezifischer Stoffwechsel-Prozesse und der beteiligten Metaboliten sowohl Gber das
gesamte Gehirn als auch in spezifischen Hirnregionen nicht invasiv zu identifizieren und zu
quantifizieren. In den bisherigen, auf der Protonen-MRS ('H-MRS) basierenden Studien, die
altersassoziierte neurodegenerative Veranderungen des Gehirns untersuchten, zahlen das N-
Acetylaspartat (NAA), das Kreatin (Cr) sowie Cholin-Verbindungen zu den am haufigsten un-
tersuchten Metaboliten. Mittels der Phosphor-MRS (3'P-MRS) lassen sich dariiber hinaus die
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Metaboliten Phospho-Kreatin und ATP des zellularen Energiestoffwechsels quantifizieren. N-
Acetylaspartat (NAA) ist nach Glutamat die haufigste freie Aminosaure im Gehirn und wird in
hohen Konzentrationen in den Neuronen angereichert (Paslakis et al. 2014). NAA wird in den
Mitochondrien in energieabhéangiger Weise ausschlieBlich im Nervengewebe synthetisiert
(Goldstein 1959; Truckenmiller et al. 1985; Paslakis et al. 2014). Diese Korrespondenz mit
dem Energieumsatz unterstitzt die These, dass NAA ein Marker fir die mitochondriale Funk-
tion im Gehirn sein kdnnte (Heales et al. 1995; Bates et al. 1996; Dautry et al. 2000; Signoretti
et al. 2001; Vagnozzi et al. 2007). NAA gilt auBBerdem als Marker fur die Integritat und Viabilitat
neuronalen Gewebes, die neuronale Dichte und allgemeine neuronale Gesundheit (Moffett et
al. 2007). Eine Abnahme des NAA im Gehirn konnte in klinischen Studien mit einem Verlust
kognitiver Fahigkeiten bis hin zur Demenz assoziiert werden (Pilatus et al. 2009; Eylers et al.
2016; Schmitz et al. 2018). Entsprechend ist der Einsatz von NAA als Neurodegenerations-
Marker in der heutigen Neuroimaging-Forschung weit verbreitet.

Allerdings ist diese Methode sehr kostenintensiv und in der Umsetzung aufwendig. Dies macht
die Methode fir die routinemaBige, friihzeitige Diagnostik oder Erforschung von Préaventions-
und Therapieanséatzen unattraktiv. Aus diesem Grund wird, wie oben bereits erwahnt, ein Bio-
marker bendtigt, der zuverlassig und kostengunstig ist und dessen Bestimmung nur einen mi-
nimal invasiven Eingriff bendtigt. Die Untersuchung von Blutzellen erflllt diese Kriterien und

ermoglicht eine einfache, gunstige und minimal invasive, wiederholbare Probenentnahme.

Zusatzlich dazu deuten immer mehr Studien an, dass die Veranderungen der mitochondrialen
Funktion bei der Alterung und AD nicht nur im Gehirn auftreten, sondern auch in der Peripherie
(Leutz et al. 2002; Schindowski et al. 2003; Migliore et al. 2005; Leuner et al. 2007; Leuner et
al. 2012). In verschiedenen peripheren Geweben von Alzheimer Patienten kann eine mito-
chondriale Dysfunktion beobachtet werden, die mit einer gesteigerten ROS-Produktion sowie
mit einem erhdéhten Auftreten von durch oxidativen Stress hervorgerufenen Zellschéden ein-
hergeht. Beobachtungen an murinen Modellsystemen bestéarken die Vermutung, dass mito-
chondriale Veranderungen im peripheren Gewebe die Situation im Gehirn widerspiegeln und
somit ein frihes Symptom der Alzheimer-Pathologie am Menschen erfassbar machen. Aber
auch andere Symptome einer AD, wie zum Beispiel kognitive Beeintrachtigungen, kénnen
scheinbar in z.B. peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) durch genetische Verande-
rungen detektiert werden (Cifre et al. 2018).

PBMCs scheinen fir die Analyse der mitochondrialen Funktion in der Peripherie besonders
geeignet zu sein, da sie eine wichtige Rolle in der Immunantwort und dem Metabolismus spie-
len, mit anderen Zellen und extrazellularen Matrixen Gberall im Kérper kommunizieren und
leicht zu isolieren sind (Pani et al. 2009). Sie teilen im Vergleich zu anderen Geweben einen

GroBteil der nicht synaptischen biochemischen Umgebung der Neuronen und enthalten alle
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epigenetischen Enzyme und Maschinerien, die in beiden, in Neuronen und peripheren nukle-
aren Zellen, vorhanden sind (Arosio et al. 2014). Leuner et al. (2012) zeigten in verschiedenen
Studien, dass es in Lymphozyten, einer Unterfraktion der PBMCs, von AD-Patienten im Ver-
gleich zu den Lymphozyten der Kontrollpersonen zu einer gesteigerten basalen Apoptose, ei-
ner Erhéhung der ROS-Spiegel und der DNA-Oxidation sowie zu Veranderungen in den Kon-
zentrationen an antioxidativen Enzymen und zu einer gesteigerten Anfélligkeit der Mitochond-
rien kommt (Leuner et al. 2012). Auch die mitochondriale Atmungskapazitat der Lymphozyten
war bei den weiblichen AD-Patienten im Vergleich zu der von sechs gleichaltrigen und gleich-
geschlechtlichen Kontrollpersonen reduziert.

Delbarba et al. (2015) konnten ebenfalls beobachten, dass es im Rahmen von MCI und AD zu
peripheren mitochondrialen Beeintrachtigungen kommt. Dazu bestimmten sie in den, aus dem
Blut von AD-Patienten, MCI-Patienten und gesunden Probanden isolierten, PMBC verschie-
dene mitochondrial- und nuklear-codierte Proteine, die in die Aufrechterhaltung der Mito-
chondrienfunktion involviert sind (Delbarba et al. 2016).

Weiterhin scheint auch ein Zusammenhang zwischen der cerebralen und der mitochondrialen
Funktion in PBMCs zu existieren (Bartolotti et al. 2016). Bartolotti et al. (2016) untersuchten in
ihrer Studie die fUr die Erinnerungsbildung wichtige CREB-Signalisierung und konnten in einer
Studie mit Mausen eine positive Korrelation zwischen der pCREB-Expression in PBMCs und
postmortem im préafrontalen Cortex beobachten (Bartolotti et al. 2016). Diese Korrelation deu-
tet an, dass die Expression in den PBMCs die Expression im Gehirn widerspiegelt. Allerdings
existieren keine Studien, die den direkten Zusammenhang der mitochondrialen Funktion in
peripheren Geweben und dem Gehirn vergleichen.

1.3.2 Zellen des peripheren Blutes

Zu den zellularen Bestandteilen des peripheren Blutes zéhlen die Erythrozyten (Transport von
Sauerstoff), Leukozyten (angeborene und adaptive Immunantwort) und Thrombozyten (Blut-
gerinnung). Alle zellularen Bestandteile stammen letztendlich von den gleichen Vorlauferzellen
ab, den multipotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) im Knochenmark (siehe Abbil-
dung 1.8). Aus ihnen entwickeln sich durch die Wirkung verschiedener Zytokine Stammzellen
mit einem eingeschrankten Potential, die die Basis fir die lymphatische und myeloische Zell-
linie darstellen. Aus der myeloischen Vorlauferzelle entwickeln sich eosinophile, basophile und
neutrophile Granulozyten, Blutmonozyten und ihre gereifte Form, die Makrophagen, die dend-
ritischen Zellen und die Mastzellen. Diese Leukozyten stellen den gréBten Teil der angebore-
nen, unspezifischen Immunabwehr dar. In dieser Entwicklungsreihe entstehen zusatzlich noch
die Erythrozyten und die Thrombozyten, die aus den Megakaryozyten hervorgehen. Die friihen

lymphatischen Vorlauferzellen kdnnen zu T-Lymphozyten, B-Lymphozyten oder natirlichen
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Killerzellen (NK-Zellen) werden. Die unreifen Lymphozyten missen noch einen weiteren Dif-
ferenzierungsprozess in den primaren lymphatischen Organen durchlaufen. Die B-Lymphozy-
ten entwickeln sich im Knochenmark, wohingegen die T-Lymphozyten im Thymus heranreifen.
Die gebildeten Zellen werden anschlieBend aus dem Knochenmark ins Blut abgegeben und
entfalten ihre entsprechende Wirkung (Rink et al. 2015; Murphy & Weaver 2018).
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Abbildung 1.8 Hamatopoese im Knochenmark (modifiziert nach Rink et al. 2015 ). Leukozyten,
Erythrozyten und Thrombozyten stammen alle von einer multipotenten hdmatopetischen Stammzelle
im Knochenmark ab. Aus ihnen entwickeln sich Stammzellen mit einem eingeschrankten Potential, die
die Basis flir die lymphatische und myeloische Zelllinie darstellen. Aus der myeloiden Vorlauferzelle
entstehen Gber mehrere Entwicklungsstufen neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten, Mo-
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nozyten, myeloide dendritische Zellen, Mastzellen, Erythrozyten und Thrombozyten. Aus der lymphati-
schen Vorlauferzelle entwickeln sich NK-Zellen, plasmacytoide dendritische Zellen (pDC) und die Zellen
des adaptiven Immunsystems, die B-Zellen und die Vorlaufer der T-Zellen. Die B-Lymphozyten entwi-
ckeln sich im Knochenmark, wohingegen die T-Lymphozyten im Thymus heranreifen. CTL=cytotoxi-
scher T-Lymphozyt; NK=Nattrliche Killerzellen.

PBMCs sind definiert als alle Blutzellen, die nur einen runden Nukleus besitzen, wie Lympho-
zyten, Monozyten oder Makrophagen. Die Lympohzytenpopulation besteht aus CD4+ und
CD8+ T- Zellen, B- Zellen und nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen), CD14+ Monozyten, baso-
philen, neutrophilen, eosinophilen und dendritischen Zellen (Arosio et al. 2014). Beim Men-
schen variiert die Zusammensetzung individuell sehr stark. Typischerweise machen die Lym-
phozyten aber 70-90 % aus, die Monozyten variieren von 10 bis 20 %, wohingegen die dend-
ritischen Zellen nur 1-2 % ausmachen. Die Lymphozyten-Population setzt sich aus 70-85 %
CD3+ T-Zellen, 5-10 % B-Zellen und 5-20 % NK-Zellen zusammen. Die CD3+-Lymphozyten
bestehen wiederum aus CD4+ und CD8+ T-Zellen in einem Verhaltnis von 2:1 (Kleiveland
2015).

1.3.2.1 Energetische Profile von Monozyten, Lymphozyten und Thrombozyten

Leukozyten und Blutplatichen (anukleares Fragment der Megakaryozyten) sind die zwei
Hauptzelltypen im Blut, die eine aktive und messbare oxidative Phosphorylierung aufweisen.
Es gibt viele verschiedene Studien bezlglich Diabetes, kardiovaskularen und neurodegenera-
tiven Erkrankungen, in denen signifikante Defekte in der mitochondrialen Funktion in Leuko-
zyten und Plattchen detektiert werden konnten, was ihr Potenzial als Marker fur die Diagnose,
Uberwachung der Progression und therapeutische Interventionen bestétigt (Zharikov & Shiva
2013; Japiassu et al. 2011; Widlansky et al. 2010; Hanagasi et al. 2005) (siehe 1.3.1). Mo-
nozyten, Lymphozyten und Thrombozyten sind unterschiedlich metabolisch programmiert,
was sich auf die Messung der mitochondrialen Funktion austiben kann (Chacko et al. 2013).
Die Autoren unterscheiden dabei vier verschiedene Prozesse, in Folge derer in den Zellen
Sauerstoff verbraucht wird. Hierzu z&hlen die ATP-gekoppelte Atmung, das Proton leak, die
Reservekapazitat und die nicht-mitochondriale Atmung (siehe Abbildung 1.9) (Chacko et al.
2013; Kramer et al. 2014).
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Maximaler Sauerstoffverbrauch

Monozyten Lymphozyten Thrombozyten
17% 19% 10%
35% 32% 18%
o 5% 67%
e 9% g4 15% g
ATP-gekoppelte Atmung Proton leak Reservekapazitat Nicht-mitochondriale Atmung

Abbildung 1.9 Energetische Profile der unterschiedlichen Blutzellen. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil des Sauerstoffverbrauchs an der ATP-gekoppelten Atmung, dem Proton leak, der
Reservekapazitat und der nicht-mitochondrialen Atmung (Chacko et al. 2013; Kramer et al. 2014).

Die ATP-gekoppelte Atmung ist der Teil der mitochondrialen Atmung, der zur Synthese von
ATP genutzt wird. Das Proton leak bezeichnet den Ruckfluss von Protonen in die Mitochond-
rienmatrix, ohne dabei die ATP-Synthase zu durchqueren. Beides zusammen ist die basale
mitochondriale Atmung. Die Reservekapazitat ist der Unterschied zwischen der basalen und
maximalen Atmung. Sie dient als wichtiges Merkmal bei der Untersuchung der Fahigkeit einer
Zelle, auf eine erhdhte ATP-Nachfrage zu reagieren. Alle sauerstoffverbrauchenden Prozesse,
die nicht auf die Mitochondrien zurlickzufihren sind, werden unter dem Begriff der nicht-mito-
chondrialen Atmung zusammengefasst. Plattchen widmen 55-65 % ihrer mitochondrialen
Funktion der ATP-Synthese, was ungefahr doppelt so viel ist, wie Monozyten oder Lymphozy-
ten nutzen. Der Unterschied zwischen dem maximalen Sauerstoffkonsum, induziert durch die
ungekoppelte und basale Atmung, wird als freie oder Reservekapazitat bezeichnet und kann
bei den Zellen zur Bewéltigung von oxidativem Stress oder zuséatzlichem Energiebedarf ge-
nutzt werden. Die Reservekapazitat ist in den Monozyten und Lymphozyten am héchsten, wo-
hingegen diese bei den Plattchen nur 20 % der mitochondrialen Atmung ausmacht (Kramer et
al. 2014). Diese Unterschiede sind auch in der mitochondrialen Proteinzusammensetzung zu
sehen. Die Citratsynthase-Spiegel sind in allen Zelltypen gleich, wohingegen das Komplex 1V-
Untereinheit-1-Protein in héheren Mengen in Monozyten vorkommt als in Lymphozyten, bei
einer Untereinheit des Komplex Ill ist es genau umgekehrt. Komplex Il und Komplex 1V-Pro-
teinen liegen bei den Plattchen in geringeren Konzentrationen vor (Chacko et al. 2013).

Die Berucksichtigung der unterschiedlichen energetischen Profile der peripheren Blutzellen ist
fur die Verwendung von ihnen fur Messungen der mitochondrialen Funktion essentiell. Aus

diesem Grund muss eine reine Isolation gewéhrleistet sein, denn eine Verunreinigung einer
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PBMC-Population mit Plattchen verfélscht die Ergebnisse aufgrund der héheren ATP-gekop-
pelten Atmung und wirde nur zu einem gewichteten Mittel der bioenergetischen Aktivitat der
Zelltypen fuhren. Generell sind PBMCs besser geeignet um Defekte in den Komplexen | bis
IV zu detektieren, da die Monozyten und Lymphozyten eine bioenergetische Reservekapazitat
zeigen und die Plattchen schon unter basalen Konditionen ihre maximale energetische Kapa-
zitat erreichen (Chacko et al. 2013).

1.3.3 Einflussfaktoren auf bioenergetische Messungen in PBMCs

Wie in Kapitel 1.3.1 und 1.3.2 beschrieben, sprechen viele Faktoren und Forschungsergeb-
nisse fur die Verwendung von PBMCs. Allerdings ist die Methodik auch vielen Einflissen aus-
gesetzt, die die Zellzahl und Zusammensetzung der PBMC Population, den Isolationserfolg
sowie auch die anschlieBenden bioenergetischen Messungen beeinflussen kénnen. Neben
der BerUcksichtigung der unterschiedlichen energetischen Profile der peripheren Blutzellen
und damit einer hohen Reinheit der isolierten Fraktion (siehe 1.3.2.1), ist bekannt, dass mul-
tiple physiologische Faktoren wie Erndhrungsverhalten, kérperliche Aktivitat, Rauchen, Hor-
monspiegel und Infektion und Inflammation einen Einfluss auf die Messung der bioenergeti-
schen Metaboliten in PBMCs haben kénnen (Alonso et al. 2004; Kleiveland 2015; Falco et al.
2017; Calton et al. 2016; Rocha et al. 2017). Die Zusammensetzung der PBMCs ist individuell
sehr unterschiedlich und hangt vom Donor und seinem physiologischen Status ab. Im Ver-
gleich zur Verwendung von Zelllinien kann dies zu inter-experimentalen Variationen fihren.
Der Einschluss von verschiedenen Individuen erhéht zwar die Varianz der Daten, aber die
Stérke der reproduzierten Daten mit Zellen von verschiedenen Spendern spricht fir die Re-
prasentativitat der Daten (Kleiveland 2015).

1.3.3.1 Einfluss von Melatonin auf die mitochondriale Funktion

Neben den in Kapitel 1.3.1 erwahnten Einflussfaktoren scheint vor allem das Hormon Mela-
tonin einen starken Einfluss auf die mitochondriale Funktion zu haben. Melatonin wird in cicar-
dianen Rhythmen freigesetzt und ist deshalb im Blut zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ver-
schiedenen Konzentrationen vorhanden. Erfordert ein Studiendesign eine Blutabnahme zu
mehreren Zeitpunkten, so kénnte dies die Ergebnisse der bioenergetischen Messungen auf-
grund des antioxidativen Potentials des Melatonins stark beeinflussen.

Die Sekretion von Melatonin ist abhé&ngig vom Hell-Dunkel- Rhythmus. Licht spielt bei der Bio-
synthese von Melatonin eine entscheidende Rolle und ist in der Lage, diese entsprechend der

Lichtexposition zu synchronisieren oder zu hemmen.
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Melatonin wird zwar hauptséachlich in der Epiphyse ausgeschiittet, aber es konnte in einigen
Studien eine extrapineale Melatoninausschittung in der Retina, dem Knochenmarkszellen,
Thrombozyten, der Haut, den Lymphozyten, dem Cerebellum und besonders im Gastrointes-
tinaltrakt von Vertebraten beobachtet werden (Tordjman et al. 2017).

Die Melatoninkonzentration im Blut erhéht sich in der Regel mit Eintritt der Dunkelheit, erreicht
einige Stunden nach Mitternacht ihre h6chste Konzentration und fallt bei Eintritt der Damme-
rung in der Regel wieder ab. Gegen Nachmittag (circa 14 Uhr) sollten nur noch basale Kon-
zentrationen im Blut vorhanden sein. Frauen weisen signifikant hdéhere Melatonin-Spiegel so-
wie einen signifikant héheren Amplituden Rhythmus auf als Manner (siehe Abbildung 1.10)
(Santhi et al. 2016; Gunn et al. 2016).
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Abbildung 1.10 Melatoninproduktion in Frauen und Mannern (modifiziert nach Gunn et al.
2016; Santhi et al. 2016). A Stlindlich gemessene Plasma-Melatoninkonzentrationen Uber 32h. Die
Daten wurden relativiert zum persdnlichen DLMOn2s% aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwerte+SEM;
n=28; Two-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test; (*p<0,05) (Gunn et al. 2016). B Stiindlich
gemessene Plasma Melatoninkonzentrationen Uber 28h an drei verschiedenen Zeitpunkten. Mittleres
Melatoninprofil von Mannern (blau) und Frauen (rot). Alle Daten wurden vorher auf den Beginn der
Melatoninausschittung justiert. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=34 (Santhi et al. 2016). C Box-anad-
Whisker Blot der Melatonin-Amplitude bei Mannern (59,49+5,95 pg/ml) und Frauen (82,62+8,09 pg/ml);
p<0,035; (*p<0,05). Dargestellt sind MittelwertezSEM; n=34 (Santhi et al. 2016). DLMO=Dim light me-
latonin onset; DLMOnzs4,=DLMOQO, definiert als der Zeitounkt, an dem die Melatoninspiegel 25 % der
maximalen Melatoninwerte erreichen.

Die circadiane Organisation von anderen physiologischen Funktionen hangt ebenfalls vom
Melatonin-Signal ab, wie zum Beispiel die Immun- und antioxidative Abwehr, Hamostasis und
die Glucoseregulation (Claustrat & Leston 2015).

Das Melatonin wurde vor 3 bis 2,5 Millionen Jahren speziell fir die Neutralisierung von toxi-
schem Sauerstoff gebildet. Die Struktur des Melatonins ist noch immer die gleiche, allerdings
ist die Funktion vielféltiger geworden. Nach der Entdeckung 1958 wurde als erste Eigenschaft
von Melatonin die Fahigkeit der Regulation der Fortpflanzungsfahigkeit von photosensitiven
Saugetieren identifiziert. Heute werden dem Hormon eine Vielzahl von unterschiedlichen
Funktionen zugeschrieben, wie unter anderem antiinflammatorische (Alamili et al. 2014) und
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antioxidative Eigenschaften, die Modulation des circadianen Rhythmus (Wetterberg 1978;
Wurtman & Lieberman 1985) und die Beeinflussung des Schlafes (Scheer et al. 2012; Shech-
ter et al. 2012). Melatonin agiert als starkes Antioxidanz der endogenen antioxidativen Abwehr
(Martin et al. 2002). Es kann seine Funktionen sowohl in hydrophilen und lipophilen Regionen
der Zelle ausfuihren, schiitzt so Lipide, Proteine und die DNA vor oxidativen Schaden (Reiter
et al. 2013) und liegt vor allem in Regionen der Zelle in hohen Konzentration vor, in denen
viele freie Radikale gebildet werden (Lowes et al. 2013). Zu diesen, in hohen Mengen ROS
produzierenden Bereichen zdhlen die Mitochondrien, die das Melatonin selektiv aufnehmen
(Reiter et al. 2018). AuBerdem indizieren einige Studien, dass Mitochondrien aufgrund ihres
Ursprunges aus Melatonin-produzierenden Bakterien selbst Melatonin synthetisieren kénnen
(Wang et al. 2017; Zhao et al. 2019).

Melatonin spielt eine wichtige Rolle in der zellularen antioxidativen Abwehr, indem es die Syn-
these von Glutathion (GSH), einem potentem Antioxidanz, durch die Aktivierung des Enzyms
y-Glutamyl-Cystein-Synthase stimuliert (Urata et al. 1999). AuBBerdem beeinflusst es die Gen-
expression der Glutathionperoxidase, Glutathion-Reduktase, Katalase und Superoxiddis-
mutase. Diese Stimulierung der Expression der antioxidativen Enzyme unterstitzt die Auf-
rechterhaltung des GSH/Glutathiondisulfid (GSSG)-Ratio und resultiert dadurch in einer héhe-
ren Recyclingrate des Glutathions (Reiter et al. 2001; Galano 2011; Sharafati-Chaleshtori et
al. 2017). Das Melatonin wirkt sich auch auf die Mitochondrien aus, indem es die mitochondri-
ale Biogenese reguliert und scheinbar positive Effekte auf die Atmungskette ausibt. Hier sind
speziell Komplex | und IV und damit auch die ATP- Bildung durch die ATP-Synthase betroffen
(Martin et al. 2002; Lowes et al. 2013; Martin et al. 2000; Areti et al. 2017; Agil et al. 2015).
Die mitochondriale Biogenese kann von Melatonin Uber Sirtuine beeinflusst werden (Bai et al.
2016; Cristofol et al. 2012; Lee et al. 2016).

Aufgrund dieses hohen antioxidativen Potenzials kommt Melatonin bei einem breiten Spekt-
rum an Erkrankungen als potenzieller Therapieansatz in Frage. Die Kombination der chrono-
biotischen und cytoprotektiven Effekte des Melatonins kénnte z. B. beim metabolischen Syn-
drom effektiv sein (Goyal et al. 2014; Abo Taleb & Alghamdi 2020; Lopez-Gonzélez et al. 2015;
Wu et al. 2001). Andere Studien untersuchten die Wirkung von Melatonin auf die Behandlung
der Sepsis in Tieren und Menschen (Reiter et al. 2017; Gitto et al. 2001; Wu et al. 2001). Auch
bei neuronalen Erkrankungen konnten in Tierexperimenten begunstigende Effekte auf die Pra-
vention und Verlangsamung der Krankheitsprogression beobachtet werden.

1.4 Pravention der Gehirnalterung und Neurodegeneration

In den letzten Jahrzehnten ist die Lebenserwartung immer weiter angestiegen. Aber das Ziel
ist es, nicht nur langer zu leben, sondern diesen Zugewinn an Lebensjahren mdglichst auch in
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koérperlicher und kognitiver Gesundheit zu verbringen. Die Demenz, und hier vor allem die
Alzheimer Erkrankung, ist ein Faktor, der die Lebensqualitéat im Alter enorm beeintrachtigen
kann. Trotz intensiver Erforschung der grundlegenden Ursachen der AD und der Suche nach
potenziell effektiven Therapien in den letzten Jahren existiert bisher keine effektive Therapie,
um die AD zu heilen oder die Progression der Erkrankung signifikant zu inhibieren. Aus diesem
Grund verschiebt sich der Fokus der Forschung immer mehr in den Bereich der Krankheits-
pravention. Hier spielen auch Veranderungen des Lebensstils eine entscheidende Rolle. Ne-
ben nutritiven Strategien, wie z.B. der mediterranen Diat, scheinen kérperliche Bewegung und
kognitives Training ebenfalls einen potentiell praventiven Charakter zu besitzen. Die Erfor-
schung multimodaler Interventionen, die alle drei Faktoren kombinieren, gewinnt zunehmend

an Bedeutung (Tyrovolas et al. 2014; Ngandu et al. 2015).

1.4.1 Mediterrane Diat

Eine gesunde Ernahrung Uber die gesamte Lebensdauer hinweg spielt eine entscheidende
Rolle fir eine optimale Entwicklung und die Erhaltung der Gesundheit sowie bei der Pravention
von nicht Gbertragbaren Erkrankungen. Ein gesundes Ernahrungsverhalten scheint ein hohes
praventives Potential zu besitzen und der Entstehung von Alzheimer direkt oder indirekt, Uber
Risikofaktoren wie kardiovaskulare Erkrankungen und Diabetes, entgegenzuwirken. In einigen
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich eine Veranderung der Ernahrung positiv auf
Demenz-beglnstigende Erkrankungen wie Diabetes (Knowler et al. 2002; Tuomilehto et al.
2001) oder kardiovaskulare Erkrankungen auswirkt (Rees et al. 2013). Viele verschiedene
Tierstudien konnten ebenfalls einen positiven Effekt von diatischen Faktoren auf alters- und
AD bedingte Veranderungen, inklusive der mitochondrialen Funktion, beobachten (Swami-
nathan & Jicha 2014; Hagl et al. 2014; Hagl et al. 2016a; Hagl et al. 2016b; Reutzel et al.
2018).

Die mediterrane Diat ist der bei der Demenz, aber auch bei anderen Erkrankungen, am hau-
figsten untersuchte erndhrungsbasierende Praventionsansatz. Die traditionelle mediterrane
Diat (MeDi) stammt aus den Landern Stditalien und Griechenland (hier vor allem von der Insel
Kreta) und wurde dort in den 1970er Jahren praktiziert. Die MeDi ist charakterisiert durch eine
hohe Aufnahme von Gemuse, Leguminosen, Frichten und Nussen, vollwertigen Cerealien
(Vollkorngetreide) und Olivendl (bei gleichzeitig geringer Aufnahme von gesattigten Fettsdu-
ren). Weiterhin beinhaltet sie einen moderat hohen Konsum von Fisch, eine niedrige bis mo-
derate Aufnahme von Milch- und Milchprodukten und Alkohol (vor allem in Form von Wein)
und eine geringe Aufnahme von Fleisch (Willett et al. 1995).
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Viele Meta-Analysen zeigen, dass eine hohe Orientierung der Erndhrung an den Prinzipien
der mediterranen Diat mit einer geringeren Mortalitdt sowie einem reduzierten Risiko fir kar-
diovaskulare und neuroplastische Erkrankungen assoziiert ist (Kastorini et al. 2011; Sofi et al.
2014).

Bezogen auf Demenz und AD kann eine mediterrane Erndhrung zu einem reduzierten Risiko
fir diese Erkrankungen flihren (Scarmeas et al. 2006; Gardener et al. 2012; Tsivgoulis et al.
2013; Sofi et al. 2014; Singh et al. 2014; Wu & Sun 2017). Diese Ergebnisse werden durch die
Beobachtung bestatigt, dass eine weniger mediterrane Erndhrungsweise mit progressiven Ab-
normitdten in AD-Biomarkern assoziiert ist (Matthews et al. 2014; Luciano et al. 2017; Berti et
al. 2018). Neben einer Verbesserung der kognitiven Leistung (Loughrey et al. 2017) ist die
MeDi auch mit einer geringeren Gehirnatrophie assoziiert (Gu et al. 2015). Die Schllsselele-
mente dieser Erndhrungsform sind, neben der hohen Vitaminaufnahme vermutlich auch der
hohe Fischkonsum und damit die hohe Aufnahme an mehrfach ungeséttigten Fettsauren so-
wie ein geringer Verzehr von Fleisch (Gu et al. 2015). Der hohe Verzehr an Fisch sowie die
Aufnahme von mehrfach ungeséttigten Fettsduren wird auch unabhangig von der MeDi mit
einem geringeren Abbau der kognitiven Leistung in Verbindung gebracht (Zhang et al. 2016b;
Samieri et al. 2018).

Die meisten Ergebnisse stammen allerdings aus epidemiologischen Studien und es gibt nur
wenige klinische Studien, die den Effekt der MeDi untersuchen. In zwei randomisiert-kontrol-
lierten Studien wurde der Einfluss einer MeDi, die zusatzlich durch den Konsum von extra
nativem Olivendl oder Nissen erganzt wurde, auf altersbedingt kognitive Verluste untersucht.
Bei den an der Studie teilnehmenden, alteren Personen konnte eine Verbesserung der kogni-
tiven Funktion durch die Interventionen beobachtet werden (Martinez-Lapiscina et al. 2013;
Valls-Pedret et al. 2015).

Neben diesen vielen positiven Assoziationen einer Ernahrung, die sich stark an den Prinzipien
der MeDi orientiert, gibt es aber auch Studien, die keinen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der MeDi und kognitiven Beeintrachtigungen finden konnten (Olsson et al. 2015; Haring
et al. 2016).

1.4.2 Korperliche Aktivitat

Neben einer gesunden Ernahrung scheint ein kérperlich aktiver Lebensstil in Verbindung mit
der Hirngesundheit zu stehen. In gro3angelegen Beobachtungsstudien mit Follow up- Perio-
den uber mehrere Jahrzehnte entwickelten korperlich aktive Personen im Vergleich zu inakti-
ven Menschen weniger kognitive Beeintrachtigungen und erkrankten seltener an Demenz und
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AD (Hamer & Chida 2009; Sofi et al. 2011; Stephen et al. 2017; Gallaway et al. 2017). Regel-
maBige, niedrige oder mittlere Aktivitdt konnte bei 65 Jahre alten Menschen bereits eine Re-
duktion des Risikos flir kognitive Beeintrachtigungen um 35 % hervorrufen (Lautenschlager &
Cox 2013). Die korperliche Aktivitat Ubt sich vermutlich positiv auf die Gehirnstruktur aus,
wodurch dieser Effekt zustande kommen kénnte (Rovio et al. 2010). Sie tragt dazu bei, dass
das Gehirn plastischer und adaptiver wird und fihrt durch einen Einfluss auf die Neurogenese
und neuronale Proliferation zur Bildung neuer Neuronen (Colcombe et al. 2004; Nagamatsu
et al. 2012; van Praag et al. 1999; Bugg et al. 2012; Eadie et al. 2005). Durch kérperliche
Aktivitat kommt es zu einem Anstieg von Proteinen, die an kognitiven Prozessen beteiligt sind.
Unter anderem beeinflusst kdrperliches Training neurothrophische Faktoren wie das BDNF,
die fir das Wachstum, die Differenzierung und den Erhalt von Neuronen essentiell sind. Koér-
perliche Aktivitat fihrt zu einem IGF-1 vermittelten Anstieg des BDNF im Gehirn sowie auch
im Blut (Pareja-Galeano et al. 2013). Neben diesen Effekten auf die Neurogenese und Plas-
tizitat des Gehirns scheint sich physische Aktivitat auch positiv auf die mitochondriale Funktion
und antioxidative Prozesse auszuiben (Wang et al. 2019; Bamidis et al. 2014; Bayod et al.
2015). Aktivitat stimuliert die mitochondriale Aktivitat im Gehirn, indem es die Resistenz ge-
genlber Rotenon, einem Komplex I-Inhibitor, erhdht und die mRNA-Expression von TFAM und
NDUFAG steigert. Bei NDUFA6 handelt es sich um eine Untereinheit des Komplex I. Gleich-
zeitig wird auch die mtDNA Reparaturkapazitat gesteigert und das mitochondriale Uncoupling
Proteine (UCP) aktiviert, was die mitochondriale Proliferation (Andrews et al. 2005) sowie die
Produktion von ROS reguliert. Eine Aktivierung des Autophagie/Lysosomen-Weges durch den
AMPK Signalweg fuhrt zu einer Steigerung des Abbaus von dysfunktionalen Mitochondrien
und erhalt damit die hohe Qualitat der Mitochondrien in Zellen (Huang et al. 2019). Andere
maogliche Mechanismen, die zu diesen positiven Assoziationen fiihren, sind eher indirekt be-
dingt, wie durch positive Effekte auf Risikofaktoren, zu denen kardiovaskulare Erkrankungen,
Bluthochdruck, Insulinresistenz oder Hypercholestrindmien zéhlen (World Health Organization
2019).

1.4.3 Kognitives Training

Zusétzlich zu einer Verbesserung der Erndhrungsgewohnheiten und einer Steigerung der kor-
perlichen Aktivitat wird haufig ein kognitives Trainingsprogramm in multimodale Interventions-
programme inkludiert. Neben dem kognitiven Training kénnen zur Verbesserung der kogniti-
ven Leistung auch Methoden wie kognitive Stimulation und Rehabilitation angewandt werden.
Der Effekt des kognitiven Trainings basiert auf der Annahme, dass das alternde Gehirn und
die Kognition durch Training (Plastizitat) und sich wiederholende Aufgaben, die die Bereiche
Gedéchtnis, Aufmerksamkeit und ausfihrende Funktionen ansprechen, verbessert werden

kann. Dies soll vor allem durch funktionelle und strukturelle Verédnderungen bedingt sein, die
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dann zu einer Reduzierung der kognitiven Beeintrachtigung fihren. Das kognitive Training
konnte in einigen Studien zu einer Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses (Basak et al. 2008;
Borella et al. 2010), der Geschwindigkeit der Verarbeitung von Informationen (Schmiedek et
al. 2010; Rebok et al. 2014) und der ausfiihrenden Funktion (Karbach & Kray 2009; Anguera
et al. 2013) fuhren. Studien, die den Einfluss von kognitivem Training auf die Gehirnstruktur
und Funktion untersuchen, sind eher selten. Positive Verdnderungen der Gehirnstruktur konn-
ten in der weiBen Substanz vor allem in frontalen (Cao et al. 2016), fronto-temporalen (Chap-
man et al. 2015), occipito-temporalen (Strenziok et al. 2014) und occipitalen (Cao et al. 2016)
Regionen beobachtet werden. Funktionelle Veranderungen wurden vor allem im Bereich des
cerebralen Blutflusses (Chapman et al. 2015; Mozolic et al. 2010) und der funktionalen
Konnektivitat (Cao et al. 2016; Strenziok et al. 2014) beobachtet. Das Training wird haufig
computerbasiert durchgefliihrt und kann alleine oder in Gruppen praktiziert werden (Joubert &
Chainay 2018). Aber auch beim kognitiven Training gibt es Studien, die keine Verbesserungen
im Gehirn beobachten konnten (Cao et al. 2016; Mozolic et al. 2010; Heinzel et al. 2014).

1.4.4 Multimodale Ansatze zur Pravention

Aufgrund der multifaktoriellen Atiologie der AD kénnten Interventionen, die mehrere Risikofak-
toren und Krankheitsmechanismen gleichzeitig ansprechen, méglicherweise effektiver zur
Pravention von AD oder Demenz sein als unimodale Ansatze. In mehreren europaischen Lan-
dern wurden bereits randomisierte kontrollierte Studien durchgefihrt, die die Effekte von mul-
timodalen Interventionen bei selbstandig lebenden &lteren Personen untersuchten (Ngandu et
al. 2015; van Charante et al. 2016; Andrieu et al. 2017).

Die FINGER (Finnish Geriatric Intervention Study to Prevent Cognitive Impairment and Disa-
bility)-Studie untersuchte den Effekt einer zweijéhrigen Intervention auf die kognitive Funktion
von alteren Personen mit einem erhéhten Risiko fir AD, die kdrperliche Aktivitat, Ernahrungs-
beratungen und kognitive und soziale Stimulation beinhaltete. Die Intervention flhrte zu einer
signifikanten Verbesserung der allgemeinen Kognition und des BMls, der kérperlichen Aktivitat
und der Erndhrungsgewohnheiten. Bei der Gedachtnisfunktion konnte keine signifikante Ver-
besserung beobachtet werden. Allerdings zeigten Post-Hoc-Untersuchungen einen Effekt bei
komplexen Erinnerungsaufgaben sowie auf das Risiko der Abnahme der kognitiven Funktion
(Ngandu et al. 2015). Auch wenn die Effekte der multimodalen Intervention teilweise nur sehr
gering waren, kdnnten diese kleinen Veranderungen langfristig zu einer moderaten Verschie-
bung des Einsetzens einer Alzheimer Erkrankung filhren und damit zu einer Verbesserung der
individuellen und sozialen Situation beitragen. Um die langfristigen Auswirkungen der Inter-
vention zu erforschen, planen die Autoren nach sieben Jahren die Studienteilnehmer erneut

zu untersuchen. Trotz des langen Interventionszeitraumes von zwei Jahren war die Drop-out
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Rate gering und die Adharenz der Teilnehmer bei den verschiedenen Interventionskomponen-
ten wurde als hoch dokumentiert. Da die Adhéarenz allerdings nicht zentral erhoben wurde,
sondern die Zahlen auf den Angaben der Studienteilnehmer beruhen, ist ein Einfluss durch
overreporting nicht auszuschlieBen. Im Gegensatz zu vielen anderen Studien, handelt es sich
bei der Studie um einen langfristigen Interventionsansatz. Fehlende Effekte werden haufig auf
die Kurze der Intervention zurlickgefihrt. Allerdings fihrt der hohe und langfristige Aufwand
einer Teilnahme dazu, dass gerade die Populationsgruppen nicht untersucht werden, die am

meisten von solch einem Ansatz profitieren wirden.

Eine weitere multimodale Interventionsstudie, die PreDIVA-Studie (Prevention of Vaskular De-
mentia by Intensive Care), untersuchte, ob durch eine Kontrolle von kardiovaskularen Risiko-
faktoren die Demenzinzidenz reduziert werden kann. Bei der Studie handelt es sich um eine
auf 6 Jahre angelegte, cluster-randomisierte Studie mit 3500 kognitiv gesunden Teilnehmern
im Alter von 70 bis 78 Jahren. Die Studie konnte keine positive Beeinflussung der Gehirnge-
sundheit durch eine Verbesserung der kardiovaskularen Risikofaktoren identifizieren. Die In-
tervention fUhrte zu keiner Verbesserung der Inzidenz fir alle Formen der Demenz und hatte
keine Effekte auf die Mortalitét, kardiovaskulare Erkrankungen oder Beeintrachtigungen. Der
systolische Blutdruck konnte allerdings in der Interventionsgruppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe verbessert werden (van Charante et al. 2016). Die fehlenden postitven Effekte kobnnten
maogicherweise auf eine zu geringe Intensitat der vaskularen Intervention zurlickzufiihren sein.
Bei der Studienpopulation handelte es sich auBerdem nicht um eine Gruppe mit erhdhtem
kardiovaskuldarem Risiko. Dies ist auf der einen Seite zwar positiv, da die Studienteilnehmer
die Allgemeinbevélkerung widerspiegeln, auf der anderen Seite kann dies aber auch die Ur-
sache fur ausbleibende Effekte sein. Eine Assoziation zwischen vaskuléren Risikofaktoren und
Demenz wurde bisher eher in einem jingeren Alter (40 bis 60 Jahre) beobachtet. Damit waren
die Studienteilnehmer mdéglicherweise bereits zu alt, um mit einer Kontrolle der kardiovasku-

laren Risikofaktoren einer Demenz entgegenzuwirken.

Die Multidomain Alzheimer Preventive Trial (MAPT)-Studie untersucht ebenfalls einen multi-
modalen Ansatz zur Pravention von kognitiven Beeintrachtigungen bei gebrechlichen, alteren
Probanden (=70 Jahre). Die drei Jahre andauernde Studie mit 1680 Teilnehmern analysierte
den Einfluss einer Intervention mit Erndhrungsberatung, kérperlicher Aktivitat und kognitivem
Training, eine isolierte Omega-3-Fettsaure-Supplementierung und die Kombination der beiden
Ansatze. Beide Interventionsstrategien, alleine oder in Kombination, zeigten keinen signifikan-
ten Effekt auf die kognitiven Beeintrachtigungen bei alteren Probanden mit kognitiven Auffal-
ligkeiten (Andrieu et al. 2017). Auch bei dieser Studie kdnnte das Alter der Probanden, die
Ursache flr ausbleibende Effekte darstellen. Andere Studien haben gezeigt, dass z. B. eine
Aufnahme von mehrfach ungesattigten Fettsduren bereits im mittleren Alter und Gber mehrere
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Jahre erfolgen muss, um zu einer Reduzierung des Risikos fir die Alzheimer Erkrankung bei-
zutragen (Laitinen et al. 2006; Yassine et al. 2017). Zusétzlich zu dem méglicherweise zu ho-
hen Alter war die Intensitat der mutlimodalen Intervention gering und die Adh&renz nahm, vor

allem in der multimodalen Gruppe, im Laufe des Studienzeitraums ab.

Die Ergebnisse der Interventionsstudien unterstreichen die methodischen Limitationen, denen
die Entwicklung und Implementierung von effektiven Praventionsstrategien unterliegen. Au-
Berdem zeigen sie, dass eine friihzeitige Intervention vor dem Auftreten von Symptomen es-
sentiell ist, um eine Effektivitat der Ansatze zu erreichen. Dies bringt allerdings mit sich, dass
eine langfristige Beobachtung der Studienteilnehmer Uber den Studienzeitraum hinaus not-
wendig ist, um eine Aussage Uber einen Einfluss auf die Entstehung und Progession einer
Alzheimer Erkrankung treffen zu kénnen. Méglicherweise sind auch die Instrumente zur Mes-
sung der kognitiven Funktion haufig nicht sensitiv genug, um auch schon kleine Verbesserun-
gen detektieren zu kénnen. Die bisherigen Studien untersuchen nur die Effekte von multimo-
daler Intervention auf metabolische und kognitive Parameter und nicht welche Mechanismen
zur Verbesserung der kognitiven Funktion beitragen bzw. die Entstehung einer Demenz hin-
auszdgern kénnten. Es existieren bereits mehrere Studien, die den Einfluss der mediterrane
Diat und kérperlichen Aktivitat auf molekularbiologischer Ebene untersucht haben (siehe 1.4.1
und 1.4.2). So konnte in Tierstudien bereits gezeigt werden, dass sich didtische Faktoren po-
sitiv auf die mitochondriale Funktion auswirken (Hagl et al. 2014; Hagl et al. 2016a; Hagl et al.
2016b; Reutzel et al. 2018), was wiederum dann die Progression der Demenz verlangsamen
kdnnte. Korperliche Aktivitat scheint neurothrophische Faktoren wie das BDNF zu beeinflus-
sen (Pareja-Galeano et al. 2013) sowie sich ebenfalls positiv auf die mitochondriale Funktion
auszuwirken (Wang et al. 2019; Bamidis et al. 2014; Bayod et al. 2015). Studien, die den
Einfluss einer multimodalen Intervention auf diese Parameter untersuchen, sind deshalb es-
sentiell, um Aussagen Uber mdgliche synergistische Effekte treffen zu kbnnen sowie potenti-

elle Wirkmechanismen dieser Praventionsstrategien zu erforschen.
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2 Zielsetzung

Mit dem stetigen Anstieg der Lebenserwartung und der zunehmenden Alterung der Bevdlke-
rung nehmen auch altersbedingte Erkrankungen immer weiter zu. Hier nehmen neurodegene-
rative Erkrankungen wie die Demenz, die sich langfristig auf die psychische und physische
Funktion ausuben, eine entscheidende Rolle ein. Im Jahr 2015 waren mehr als 47 Millionen
Menschen weltweit von einer Demenz betroffen und bis 2050 wird sich die Zahl sogar verdrei-
fachen (Prince et al. 2015). Daraus ergibt sich eine der gréBten gesundheitsspezifischen Her-
ausforderungen unserer Zeit, da die persdnlichen, sozialen und 6konomischen Konsequenzen
der Demenz enorm sind. Die hdufigste Form der Demenz ist mit Zwei Dritteln die Alzheimer
Erkrankung. lhre Ursachen sind multifaktoriell und reichen von Ablagerungen von AB-Oligo-
meren und Plagues und NFTs Uber einen Glucose-Hypometabolismus bis hin zu einer mito-
chondrialen Dysfunktion.

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Forschung auf die Behandlung der AB-Pathologie kon-
zentriert. Dabei sind AB-Ablagerungen nicht bei allen AD-Patienten vorhanden und alle Medi-
kamente mit diesem Target sind spatestens in Phase-lI-Studien gescheitert. Aus diesem
Grund riicken neue Targets, wie die mitochondriale Dysfunktion, immer mehr in den Fokus der
Forschung. Veranderungen im Energiemetabolismus und der mitochondrialen Funktion lassen
sich bereits sehr friih in der AD-Pathologie beobachten. Da eine friihzeitige Diagnostik essen-
tiell ist, verstarkt dies das Interesse an einem potenziellen Biomarker, mit dem alters- oder
durch AD bedingte Veranderungen friih nachgewiesen werden kénnen.

Infolgedessen kdnnte die Messung der mitochondrialen Dysfunktion sowohl fiir die Diagnostik
als auch fur die Erforschung von neuen Medikamenten eine entscheidende Rolle spielen. Al-
lerdings ist es schwierig, diese im lebenden Menschen zu messen, da Probenmaterial aus
dem Gehirn nicht verflgbar ist und andere, nicht invasive Methoden wie eine Magnetreso-
nanzspektroskopie sehr teuer und aufwendig sind. Hier kdnnte die Erkenntnis, dass Verande-
rungen im Energiemetabolismus im Alter und bei der AD nicht nur im Gehirn, sondern auch in
der Peripherie auftreten, von groBer Bedeutung sein (Migliore et al. 2005; Leuner et al. 2012).
PBMCs scheinen fur die Erforschung der mitochondrialen Funktion in peripheren Geweben
besonders geeignet zu sein, da sie nicht nur eine wichtige Rolle in der Immunantwort und dem
Metabolismus spielen (Pani et al. 2009), sondern sich auch einen GroBteil der nicht synapti-
schen biochemischen Umgebung der Neuronen teilen. AuBBerdem sind alle epigenetischen
Enzyme und Maschinerien in beiden Zelltypen vorhanden (Arosio et al. 2014). Zudem sind
die Gewinnung und die Messung der mitochondrialen Funktion im PBMCs kostengUnstig, mi-

nimal invasiv und einfach.
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Vor diesem Hintergrund ist das erste Ziel dieser Dissertation, die Methode der Isolation der
PBMCs und die anschlieBende Messung von bioenergetischen Parametern zu etablieren und
Einflussfaktoren auf diese zu erforschen und auszuschlieBen. Nach Abschluss der Etablierung
soll mit der Methode untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der mitochondrialen
Funktion in den PBMCs und dem Gehirn bei jungen, gesunden Probanden messbar ist. Sollte
dies der Fall sein, kdnnte die Messung der mitochondrialen Funktion in PBMCs die Situation
im Gehirn widerspiegeln und als potenzieller Marker dienen. Hierflr wére es interessant, her-
auszufinden, ob auch schon bei gesunden alteren Personen Veranderungen in der mitochond-
rialen Funktion in PBMCs messbar sind. Zur Erforschung dieser These soll fir diese Arbeit
eine weitere Studie durchgeflihrt werden, in der die mitochondriale Funktion von gesunden
jungen und alteren Probanden in PBMCs erfasst wird, um mdgliche Unterschiede zu identifi-

zieren.

Bei AD Patienten konnten Leuner et al. (2007, 2012) in ihrer Studie bereits zeigen, dass die
mitochondriale Funktion im Vergleich zu gesunden, gleichaltrigen Probanden beeintrachtigt ist
(Leuner et al. 2007; Leuner et al. 2012). Diese Erkenntnis soll in dieser Arbeit erganzt werden,
indem die mitochondriale Funktion von gesunden alten Probanden und MCI-Patienten mitei-

nander verglichen wird.

Neben diesen altersassoziierten Effekten auf die mitochondriale Funktion soll weiterhin der
Einfluss des Geschlechts auf die bioenergetischen Parameter in PBMCs erforscht werden.
Mitochondrien werden maternal vererbt und die Literatur beschreibt eine bessere antioxidative
Abwehr bei Frauen im reproduktionsfahigen Alter. Welchen Einfluss dies auf die mitochondri-
ale Funktion in PBMCs hat und wie weit sich dieser im Laufe der Alterung verandert, ist ein
weiteres Ziel dieser Forschungsarbeit.

Zum Abschluss soll die etablierte Methode genutzt werden, um die Effekte einer multimodalen,
sechsmonatigen Intervention auf die mitochondriale Funktion von MCI-Patienten zu untersu-
chen. Denn trotz intensiver Erforschung der grundlegenden Ursachen der AD und der Suche
nach potenziell effektiven Therapien in den letzten Jahren, existiert bisher keine effektive The-
rapie, um die AD zu heilen oder die Progression der Erkrankung signifikant zu inhibieren. Aus
diesem Grund verschiebt sich der Fokus der Forschung immer mehr in den Bereich der Krank-
heitspréavention, wobei auch eine Veranderung des Lebensstils vielversprechend sein kénnte.
Die Messung der mitochondrialen Funktion in PBMCs kénnte damit dazu beitragen, den Erfolg
von Praventions-und Therapieansatzen einer mitochondrialen Dysfunktion zu erforschen und

zu Uberwachen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate

Gerat Name Hersteller Ort, Land

Brutschrank Midi 40 CO2 Incubator Thermo Fisher Waltham, USA
Scientific

Gefrierschrank GNP 5255 Index 20A/ Liebherr Internati- Biberach an der

(-20°C) 001 onal Deutschland  Rif3, Deutschland
GmbH

Gefrierschrank TSX SERIES with V- Thermo Fisher Waltham, USA

(-80°C) DRIVE Scientific

Hamilton-Spritze Hamilton-Spritze gastight, Hamilton Hochst, Deutsch-

Kihlschrank (4°C)

Mehrkanalpipette

Muiltireader

Nanodrop
Neubauer-Zahlkam-
mer

Oxygraph
PCR-Cycler

PCR-Workstation
Pipette

Photometer

pH-Meter

Pipette

Pipette

Pipettierhilfe
Real-time-PCR-Sys-

tem
Thermomixer

#1701, #1702, # 1705,
#1725
3130 Index 20B/ 001

Xplorer 300 pL
CLARIOstar

Viktor X3 2030
Nanodrop One
Neubauer-Zahlkammer
Oxygraph-2K

T100™ Thermal Cycler
PCR-Workstation

Finnpipette®
300 pL

Spectrophotometer
Genesys 10S UV-Vis
pH Meter HI2210

Research Plus
100-1000 pL
Pipetman

P2, P20, P200
accu-jet® pro

CFX Connect™ Real-
Time System
PSC24N Thermo-Shaker

Liebherr Internati-
onal Deutschland
GmbH

Eppendorf

BMG Labtech
Perkin Elmer

Thermo Fisher
Scientific
Labor Optik

Oroboros
Bio-Rad

Fisher Scientific
Thermo Electron
Corporation
(Thermo Scien-
tific)

Thermo Fisher
Scientific Inc.
Hanna Instru-
ments Deutsch-
land GmbH
Eppendorf

Gilson
Brand
Bio-Rad

Grant-bio

land

Biberach an der
RiR, Deutschland

Hamburg,
Deutschland
Ortenberg,
Deutschland
Rodgau-Juges-
heim

Waltham, USA

Lancing, GB

Innsbruck, Oster-
reich

Mdinchen,
Deutschland
Hampton, USA
Waltham, USA

Waltham, USA

Véhringen,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland
Limburg,
Deutschland
Wertheim,
Deutschland
Mdiinchen,
Deutschland
Cambridgeshire,
UK
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Vakuumpumpe Membran-Vakuumpumpe Vaccubrand Wertheim,
GmbH & Co Deutschland
Vortex Vortex-Genie 2® Scientific Indust-  Bohemia, USA
ries
Waage Prazisionswaage Kern&Sohn Balingen-From-
AEJ200-5CM GmbH mern, Deutsch-
land
Wasserbad WNB22 Memmert Schwabach,
Deutschland
Wasserfiltrationsan- MilliQ Academic Millipore Schwalbach,
lage Deutschland
Zellkultur-Werkbank MSC Advantage Thermo Scientific ~ Waltham, USA
Zellzahlzahler TC20 Automated Cell Bio-Rad Minchen,
Counter Deutschland
Zentrifuge Heraeus Megafuge 16 R Thermo Scientific ~ Waltham, USA
Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Cent- Thermo Scientific ~ Waltham, USA
rifuge
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Material Name Hersteller Ort, Land
96-well Mikrotiterplatten Microtiterplate white Sigma-Aldrich  Steinheim,
walled (96-well) Deutschland
96-well PCR-Platten Hard-Shell® PCR Bio-Rad Munchen,
Plates 96-well, thin wall Deutschland
Einmal-Zahlkammer flr Counting slides, dual Bio-Rad Muinchen,
TC20™ chamber for cell counter Deutschland
Einmalkanule Fine-ject® 21Gx1 12" Henke Sass Tuttlingen,
Nr.2 0,8x40 mm TW/LB  Wolf Deutschland
Einweghandschuhe Vasco® Nitril white Braun Melsungen,
GréBe M Deutschland
Einwegspritzen Injekt® Braun Melsungen,
20 mL, 10 mL, 5 mL Deutschland
Ethylendiamintetraessig- S-Monovette® 2,7; 9 Sarstedt Ndrmbrecht,
saure (EDTA)-Blutab- mL K2E-Gel 92x16 mm  AG&Co. Deutschland
nahme-réhrchen
Flachendesinfektion Bacillol AF Hartmann Heidenheim,
Deutschland
Glasklvette Quarzglaskivette Sarstedt NUrmbrecht,
AG&Co. Deutschland
Glaspasteurpipetten Glaspasteurpipetten Carl ROTH Karlsruhe,
GmbH & Co. Deutschland
KG
GlucoEXACT- Blutabnah-  S-Monovette® 3,1 ml Sarstedt NUrmbrecht,
merdhrchen GlucoEXACT, Citrat AG&Co. Deutschland
Fluorid
Heparin-Monovetten S-Monovette® 9 mL LH: Sarstedt Ndrmbrecht,
16 1.U./ mL AG&Co. Deutschland
Kanulenabwurfbox Medibox® 3 L Braun Melsungen,

Deutschland
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Konische Zentrifugenréhr-  Cellstar® tubes Greiner Bio- Frickenhausen,
chen 50 mL, 15 mL One Deutschland
Leucosep™ Leucosep™ tube Greiner Bio- Frickenhausen,
One Deutschland
PCR-Folie Microseal® B-Adhesive Bio-Rad Minchen,
Sealer MSB-1001 Deutschland
PCR-Reaktionsgefal3e Saphire PCR-Reakti- Greiner Bio- Frickenhausen,
onsgefass 0,2 mL One Deutschland
Pipettenspitzen Ultratip 1000 pL, 200 Greiner Bio- Frickenhausen,
pL, 10 pL One Deutschland
Pipettenspitzen Finntip® 1000 pL, 300 Thermo Scien-  Waltham, USA
pL, 200 pL, 10 pL tific
Plastikpasteurpipetten Pasteurpipette VWR Haasrode, Leu-
ven
Prazisionswischtticher Kimtech Science tissue  Kimberley- Surrey, UK
Clark® Profes-
sional
Reaktionsgefae Reaction Tubes 2 mL, 1  Greiner Bio- Frickenhausen,
mL, 0,5 mL One Deutschland
Serologische Pipetten Cellstar® 50 mL, 25 Greiner Bio- Frickenhausen,
mL, 10 mL, 5 mL One Deutschland
Serum Gel-Monovette S-Monovette® 4,9 mL Sarstedt AG &  Nurnbrecht,
Z-Gel Co. Deutschland
Sekundarrdhrchen SEKUNDAR Réhrchen  Greiner Bio- Frickenhausen
MULTIPLEX PP One
13x75mm, mit weiBem
Screw Cap
Sicherheitsvenen-punkti- Multifly®-Kanule 23G Sarstedt AG &  Ndirnbrecht,
onsbesteck 200 mm lang Co. Deutschland

3.1.3 Chemikalien

Chemikalie oder L6sungen Hersteller Ort, Land
100 % Ethanol (EtOH) Carl ROTH GmbH & Co. Karlsruhe, Deutsch-
KG land

70 % EtOH selbst angesetzt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-

ethansulfonsaure (HEPES) land

Acetyl-CoA AppliChem Darmstadt, Deutsch-
land

Adenosindiphosphat (ADP) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Antimycin A Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Apoprotinin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Aqua bidestilliert (Aqua bidest) selbst hergestellt mit MilliQ

Academic

Biocoll Separating Solution Biochrom Berlin, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

B-Mercaptoethanol (78,13 g/mol) ITW Reagents Glenview, USA
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Dithionit Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
land

Dithionitrobenzoesaure (DTNB) Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-  Gibco (Thermo Scientific) ~ Waltham, USA

line (DPBS) (10x)

Ethylendiamintetraessigsaure Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
(EDTA) land

FCCP Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
Ficoll-Paque™ PLUS GE Healthcare Iljlggsala, Schweden
Fetales Kalberserum Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
Glucose Merck KGaA Ilggsmstadt, Deutsch-
Glutamat Sigma-Aldrich ISa'[r:a(ijnheim, Deutsch-
Harnstoff Merck KGaA Ilggflmstadt, Deutsch-
iTag™ Universal SYBR® Green Su-  Bio-Rad :\e/ll?l(rjlchen, Deutsch-

permix land

K-Lactobionat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
Kaliumchlorid Merck KGaA ISQSmstadt, Deutsch-
Kaliumhydroxid (KOH), 5 N Merck KGaA Ilgl;;jmstadt, Deutsch-
Leupeptin Sigma-Aldrich ISatr:ijnheim, Deutsch-
Malat Sigma-Aldrich ISa'[r:a(ijnheim, Deutsch-
Natriumazid Sigma-Aldrich ISatr:afijnheim, Deutsch-
Natriumcholrid (NaCl) Sigma-Aldrich ISatr:ijnheim, Deutsch-
Natriumdesoxycholat Merck KGaA Ilgl;;jmstadt, Deutsch-
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KGaA ISQSmstadt, Deutsch-
Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich ISatr:a?nheim, Deutsch-
Natriumhydroxid (NaOH), 1 N; 0,1 N Merck KGaA Ilggflmstadt, Deutsch-
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich ISa'[r:a(ijnheim, Deutsch-
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich ISa'[rt]a(ijnheim, Deutsch-
N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-p-phe- Sigma-Aldrich ISatr:ijnheim, Deutsch-
nylendiamin- land

Dihydrochlorid (TMPD)

Oligomycin Sigma-Aldrich ;tr(]a(ijnheim, Deutsch-
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Oxalacetat

Penicillin/Streptomycin (PenStrep)
Pepstatin

PMSF
Pyruvat

RNAprotect® Cell Reagent
RNAse freies Wasser

Sigma-Aldrich

Invitrogen
Sigma-Aldrich

Merck KGaA
Sigma-Aldrich

Qiagen
Thermo Fisher Scientific

Steinheim, Deutsch-

land

Waltham, USA
Steinheim, Deutsch-
land

Darmstadt, Deutsch-
land

Steinheim, Deutsch-
land
Hilden, Deutschland
Darmstadt, Deutsch-
land

Roswell-Park-Memorial-Institute-Me-  Gibco (Thermo Scientific) ~ Waltham, USA

dium (RPMI)

Rotenon Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Salzsaure (HCI), 37 % Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
land

Salzsaure (HCI), 1 N; 0,1 N Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
land

Succinat Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

Sucrose Carl Roth Karlsruhe, Deutsch-
land

Triethanolamin Sigma-Aldrich, Stein- Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-

heim, D land

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-

(TRIS) land

Triton X-100 Merck KGaA Darmstadt, Deutsch-
land

Trypanblau Sigma-Aldrich Steinheim, Deutsch-
land

3.1.4 Kits
Kit Hersteller Ort, Land
iScript™ cDNA-Synthesis Kit Invitrogen (Thermo Scientific) Waltham, USA

RNeasy Mini Kit (250)
Turbo DNA-free TM-Kit

ViaLight™ plus

Qiagen
Thermo Scientific

Lonza

Hilden, Deutschland
Waltham, USA

Walkersville, USA

3.1.5 Puffer, L6sungen und Medien

Far die Herstellung aller Puffer, Lésungen und Medien wurde Reinstwasser verwendet (Milli-

Q, Millipore, Billerica, USA), welches nachfolgend als H>O bezeichnet wird.
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DPBS (1x)
Zu 900 ml H>-O wurden 100 ml DPBS (10x) gegeben.

MiRO05

Finale Konzentration

EGTA 0,5 mM 0,19 g/l 0,5 mM

MgCl>*6H20 0,61 g/l 3 mM

K-Lactobionat 120 ml 0,5 M K-Lactobionat- 60 mM
Stock*

Taurin 2,50 g/l 20 mM

KH2PO4 1,36 g/l 10 mM

HEPES 4,77 g/l 20 mM

Sucrose 37,65 g/l 110 mM

BSA 19/l

Die Substanzen wurden in H>O geldst und auf pH 7,1 bei 30°C mit 5 N KOH eingestellt. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C in 20 ml Aliquots.

*FUr den 0,5 M K-Lactobionat-Stock wurden 35,83 g K-Lactobionat in 100 ml H2O gelést und
nach Einstellung mit KOH auf pH 7,0 mit H2O auf ein Volumen von 200 ml aufgefillt.

Lysispuffer

Zur Herstellung des Lysispuffers Il wurde zundchst ein Losungspuffer (Lysispuffer I) ange-
setzt. Dazu wurden 73 mg EDTA (1mM), 0,5% Triton x 100 und 52,5 mg Natriumfluorid
(5mM) in 250 ml PBS (1x) geldst. Fur den Lysispuffer Il werden 36 g Harnstoff (6M), 66,5mg
Natriumpyrophosphat (2,5mM), 18,9 mg Natriumorthovanadat, 0,5 g Natriumdesoxycholat
(0,5%) und 0,5 g Natriumdodecylsulfat (0,5%) in 100 ml des Lysispuffer | gelést.

Am Tag der Messung werden folgende Substanzen zu 10 ml des Lysispuffer || gegeben:
17,6 ul Aprotinin 1,7 mg/ml

20 pL Leupeptin 5 mg/ ml
20 pL Pepstatin 5 mg/ ml
10 uL PMSF 100 mM

Reaktionsmedium zur Messung der Citratsynthase-Aktivitat
Zur Herstellung des Reaktionsmediums wurden zunachst Puffer hergestellt. Es wurden 2,42

g TRIS/20 ml H>O gelést und mit 37 % HCI auf pH 8,1 eingestellt, um einen 1,0 M TRIS-
HCI-Puffer zu erhalten. Weiterhin wurde ein 0,5 M Triethanolamin-HCI-Puffer aus 8,06 g
Triethanolamin/100 ml H20 hergestellt, mit 37 % HCI auf pH 8,0 eingestellt und mit 202,24
mg EDTA supplementiert. Die Puffer wurden bei 4°C gelagert. Acetyl-CoA wurde in H20O

geldst, um eine Konzentration von 12,2 mM zu erhalten und in Aliquots bei -20°C gelagert.

Am Tag der Messung wurde der 0,5 M Triethanolamin-HCI-Puffer 1:5 mit H2O verdinnt und
die Komponenten des Reaktionsmediums hergestellt:
Finale Konzentration

DTNB 4 mg/10 ml 0,1 M TRIS-HCI- 1,01 mM
Puffer
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Triton X-100 10 g/90 ml H20 10%

Oxalacetat 6,6 mg/5ml 0,1 M 10 mM
Trienthanolamin-HCI Puffer

Acteyl-CoA 12,2 mM

Trypanblau-Losung
Fir eine 0,4% Trypanblau-Lésung wurden 100 mg Trypanblau in 100 ml PBS geldst.

Zellkulturmedium fir isolierte periphere mononukleédre Blutzellen (PBMCs)

Roswell-Park-Memorial-Medium (RPMI) 500 ml
FCS, inaktiviert 10 ml
Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml

3.1.6 Primer flr die quantitative real-time PCR

Primer Sequenz (5’-3’) Produki- Hersteller Ort, Land
lange (bp)
ACTB Fwd: GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG 234 Biomol Hamburg,
Rvs: AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG GmbH Deutschland
ATP5D | Fwd: GGAAGC TCCTCCTCAGCTTT 198 Biomol Hamburg,
Rvs: CAG GCT TCC GGG TCT TTA AT GmbH Deutschland
CAT Fwd: ACT TCT GGA GCC TACGTC CT 200 Biomol Hamburg,
Rvs: CGC ATC TTC AAC AGA AAG GT GmbH Deutschland
COX5A | Fwd: GCA TGC AGA CGG TTA AAT GA 152 Biomol Hamburg,
Rvs: AGT TCC TCC GGA GTG GAG AT GmbH Deutschland
CREB1 | Fwd: TGG AGT TGT TAT GGC ATC CT 169 Biomol Hamburg,
Rvs: ATT TTC AAG CAC TGC CAC TC GmbH Deutschland
CS Fwd: CCA TCC ACA GTG ACC ATG AG 186 Biomol Hamburg,
Rvs: CTT TGC CAA CTT CCT TCT GC GmbH Deutschland
GAPDH | Fwd: GAG TCAACG GATTTG GTC GT 238 Biomol Hamburg,
Rvs: TTGATT TTG GAG GGA TCT CG GmbH Deutschland
GPx1 Fwd: GCT TCC AGACCATTGACATC 170 Biomol Hamburg,
Rvs: GTGTTC CTC CCT CGT AGG TT GmbH Deutschland
K1 Fwd: CGC CAC CTAGCG TCT CTATC 213 Biomol Hamburg,
Rvs: TGA AAATCC GGT CTT CAT CC GmbH Deutschland
NRF1 Fwd: GTA ACC CTGATGGCACTG TC 183 Biomol Hamburg,
Rvs: TCT GGATGG TCA TCT CAC CT GmbH Deutschland
PGK1 Fwd: CTG TGG GGG TAT TTG AAT GG 198 Biomol Hamburg,
Rvs: CTT CCA GGA GCT CCA AAC GmbH Deutschland
SIRT1 Fwd: TGT GGT AGA GCT TGC ATT GA 153 Biomol Hamburg,
Rvs: GCC TGT TGC TCT CCT CAT TA GmbH Deutschland
SOD Fwd: TGT CACCCAGTGGTTTTT GT 152 Biomol Hamburg,
Rvs: GCC CTG CAA ATA AAC ATCCT GmbH Deutschland
TFAM Fwd: TCC CCCTTC AGT TTT GTG TA 189 Biomol Hamburg,
Rvs: ATC AGG AAG TTC CCT CCA AC GmbH Deutschland

ACTB B-Actin CAT Catalase CREB1 cAMP response element-binding protein CS Citratsynthase K Komplex GPX1
Glutathionperoxidase 1 NRF1 Nuclear respiratory factor 1 SIRT1 Sirtuin 1 SOD Superoxidismutase TFAM mito-
chondrial transcription factor A
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3.2 Methoden

3.2.1 Konzeption der klinischen Studien

Im folgenden Kapitel werden die Ziele, der Aufbau und Ablauf sowie die untersuchten Pro-
bandenkollektive, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Studien, beschrie-
ben.

3.2.1.1 Einfluss unterschiedlicher Zentrifugenrohrchen auf die Effektivitat und
Reinheit der Isolation von PBMCs und die mitochondriale Funktion

In dieser Studie sollte der Einfluss der Verwendung von unterschiedlichen Zentrifugenréhrchen
(herkdmmliche Falcons vs. Leucosep™) auf die Effektivitat und Reinheit der Isolation sowie
auf die mitochondriale Funktion untersucht werden. Das Studiendesign (siehe Abbildung 3.1)
wurde von der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat GieBen gepruft und bestétigt
(Referenz AZ 140/17) und die Studie wurde unter Berlcksichtigung der Deklaration von Hel-
sinki (Fortaleza 2012) durchgefihrt. Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie waren
ein bekannter Eisenmangel, Schwangerschaft oder Stillzeit, H&mophilie oder Hamatophobie
oder die Einnahme von Antikoagulanzien. Alle Probanden wurden vor den Untersuchungen
Uber das Vorhaben und die Experimente aufgeklart und erklarten sich schriftlich damit einver-
standen.

Zwei jungen weiblichen Probanden (siehe Tabelle 3.1) wurde an finf aufeinanderfolgenden
Tagen vier Réhrchen Blut entnommen. Die Blutabnahme erfolgte immer zur gleichen Uhrzeit
und im ndchternen Zustand. Fir die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ), die der Auftren-
nung des Blutes in die verschiedenen Bestandteile dient (siehe Abbildung 3.1), wurde entwe-
der ein herkdmmliches Falcon oder ein spezielles Falcon mit poréser Trennschicht (Leucosep

™) genutzt.

Nach der Isolation wurde die Anzahl der isolierten PBMCs bestimmt, sowie die mitochondriale
Funktion mit Hilfe der ATP-Konzentrationen und der Messungen der mitochondrialen Kom-
plexaktivitat ermittelt.

An zwei zusétzlichen Tagen wurden zudem nochmals sechs Réhrchen Blut abgenommen, um
die Reinheit der Isolation mittels Durchflusszytometrie zu untersuchen. Die Durchflusszyto-
metrie wurde von Dr. Nelli Baal (Core Facility, Universitat GieBen) durchgefihrt.
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Tabelle 3.1 Falcon vs. LeucosepTM - Demographische Daten.

Probanden Fr::g n
Alter [Jahre] 25,5+0,5
Gewicht [kq] 60,5+0,78
GréBe [m] 1,76x0,01
Raucher (n) 0

Dargestellt sind MittelwertetSEM; ns=Altersunterschied ist nicht signifikant (p=0,17).

Untersuchung der Effektivitat der Isolation

DGZ > Bestimmung der Zellzahl
l 7 Tage . __ Leucosep™-
Tube
Qin=2 — Eugzztr&ztmzr?' 3 Uhr Untersuchung der Reinheit der Isolation
> Im Ruhezustand > FACS-Analyse
Falcon
Isolation von PBMCs

—— - Bestimmung der ATP-Konzentrationen
-> Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette

Abbildung 3.1 Studiendesign der Studie Falcon vs. LeucosepTM. Zwei weiblichen Probanden
wurde an sieben aufeinanderfolgenden Tagen Vollblut entnommen. Aus dem Blut wurden unter Ver-
wendung von herkdmmlichen Falcons oder den speziellen Zentrifugenréhrchen Leucosep™ die PBMCs
isoliert. AnschlieBend wurden die Proben auf die Effektivitdt und Reinheit der Isolation untersucht, um
zu identifizieren welches der zwei untersuchten Réhrchen besser geeignet ist. Zur Erganzung dieser
Erkenntnisse wurde der Einfluss der unterschiedlichen Materialien auf die anschlieBend folgenden Mes-
sungen der mitochondrialen Funktion analysiert. DGZ=Dichtegradientenzentrifugation, FACS=fluores-
cence-activated cell sorting, PBMC=periphere mononukleére Blutzellen.

3.2.1.2 Untersuchung des Einflusses von Melatonin auf die Messung der mito-
chondrialen Funktion

Zur Untersuchung des chronobiologischen Einflusses des Hormons Melatonin auf die mito-
chondriale Funktion in PBMC wurde zehn weiblichen und zehn mannlichen Probanden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen um 8 Uhr und um 14 Uhr Blutproben entnommen. Die Abnahme
der Melatonin-Spiegel beginnt in der Regel bereits um 6 Uhr (siehe 1.3.3.1). Da Blutabnahmen
fir Forschungszwecke meistens gegen 8 Uhr stattfinden, wurde diese Uhrzeit als Zeitpunkt 1
gewahlt. Als Zeitpunkt 2 wurde die Uhrzeit 14 Uhr gewahlt, da um diese Uhrzeit nur noch
minimale bzw. basale Konzentrationen an Melatonin vorliegen sollten. Das Studiendesign
(siehe Abbildung 3.2) wurde von der Ethikkommission des medizinischen Fachbereiches der
Justus-Liebig-Universitat geprift und bestatigt (Referenz AZ 140/17) und die Studie wurde
unter Berlcksichtigung der Deklaration von Helsinki (Fortaleza 2012) durchgefihrt. Aus-
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schlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie waren ein bekannter Eisenmangel, Schwan-
gerschaft oder Stillzeit, Himophilie oder Hamatophobie, die Einnahme von Antikoagulanzien
sowie eine Blutspende in den letzten acht Wochen vor Studienbeginn. Probanden mit Auffal-
ligkeiten in der Hamatologie wurden aus der Studie ausgeschlossen (siehe Tabelle 3.3). Alle
Probanden wurden vor den Untersuchungen Uber das Vorhaben und die durchgefihrten Un-
tersuchungen aufgeklart und erklarten sich schriftlich damit einverstanden.

Die Blutabnahmen wurden vom Personal der Blutbank GieBen durchgefihrt. Jedem Proban-
den wurde um ca. 8 Uhr nach zwdélfstiindigem Fasten und im Ruhezustand 45 ml Vollblut
entnommen. Davon wurden eine EDTA-Monovette zur Erstellung eines Blutbildes mit einem
Sysmex-Hamatologiesystem genutzt, eine Serum-Gel-Monovette zur Gewinnung des Serums
fir die Bestimmung der Melatoninkonzentration (siehe 3.2.9) verwendet und vier Heparin-Mo-
novette zur Isolation der PBMCs (siehe 3.2.2) eingesetzt. Am Nachmittag wurde die gleiche
Menge an Blut und Réhrchen abgenommen. Auf die EDTA-Monovette zur Erstellung eines
Blutbildes wurde zu diesem Zeitpunkt verzichtet. Nach der ersten Blutabnahme bekamen alle
Probanden eine standardisierte Studienmahlzeit (Vollkornbrétchen mit wahlweise Kase oder
Salami). Nach Verzehr der standardisierten Mahlzeit durften die Probanden bis zur zweiten
Blutabnahme um 14 Uhr keine weiteren Lebensmittel oder Getranke, mit Ausnahme von Was-
ser, verzehren. Dadurch wurde eine sechsstiindige Fastenzeit gewahrleistet. Das Probanden-
kollektiv musste wahrend der Studie auf schwere kdrperliche Arbeit und Sport verzichten.

AuBerdem wurde unter Verwendung des Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ) (siehe
3.2.8) das Schlafverhalten der Probanden in den letzten zwei bis drei Monaten vor Beginn der
Studie erfasst sowie in der Nacht vor jedem Studientag.

3 Tage

Blutabnahme 8 Uhr —— Bestimmung der Melatoninspiegel im Serum

—— = 12h Nuchtern —

> Im Ruhezustand Isolation von PBMCs

18 — —— - Bestimmung der ATP-Konzentrationen
Blutabnahme 14 Uhr __| - Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette

—— > 6h Nichtern
- Im Ruhezustand I Hamatologie

Oy 40
B S
T

Abbildung 3.2 Studiendesign Melatonin-Studie. Zehn gesunden Frauen und Mannern wurde an
drei aufeinander folgenden Tagen am Morgen (8 Uhr, 12h nlchtern, im Ruhezustand) und am Nach-
mittag (14 Uhr, 6h nlichtern, im Ruhezustand) Blut abgenommen. Nach der Abnahme wurden die
PBMCs mittels DGZ isoliert und es wurden die ATP- Spiegel bestimmt sowie die mitochondriale Kom-
plexaktivitdt gemessen. Das aus dem Blut gewonnene Serum wurde fir die spéatere, externe Bestim-
mung der Melatoninspiegel bei -80°C weggefroren. Weiterhin wurde das Blut auf Abnormitaten in der
Hamatologie untersucht. DGZ=Dichtegradientenzentrifugation, PBMC=periphere mononukledre Blut-
zellen.
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Allgemeine und anthropometrische Daten wie Alter, Geschlecht, BMI sowie chronische Er-
krankungen und Medikamenteneinnahmen wurden mit Hilfe eines Fragebogens (siehe An-

hang) erfasst.

Tabelle 3.2 Melatonin-Studie - Demographische Daten.

Probanden Frauen Manner
n=10 n=10
Alter [Jahre] 24,611,191 26,7+0,9
Gewicht [kg] 60,78+1,67 82,7+1.68
GroBe [m] 1.69+0.02 1.85+0.03
BMI [m] 21,23+1,85 24,32+2,70
Raucher (n) 0 0
Dargestellt sind Mittelwerte+SEM; ns=Altersunterschied ist nicht signifikant (p=0,17).
Tabelle 3.3 Melatonin-Studie - Himatologie.
Frauen Manner
n=10 n=10
Héamoglobin [g/dI] 13,52+0,16 14,51+0,2
WBC [103/pL] 5,53+0,22 6,13+0,22
RBC [10%/uL] 4,45+0,06 4,98+0,07
PLT [105/uL] 257,8+11,48 228,7+7,2

Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Tagen +SEM; WBC WeiBe Blutzellen RBC Rote Blutzellen PLT Blutplattchen.

3.2.1.3 Etablierung von Biomarkern zur Erfassung des peripheren und zerebra-
len Energiemetabolismus (PECEME)

In dieser Pilotstudie sollte untersucht werden, ob die mitochondriale Funktion in PBMCs mit
zerebralen Energiemetaboliten korreliert. AuBerdem sollten mdgliche geschlechtsassoziierte
Unterschiede in der peripheren und zerebralen mitochondrialen Funktion identifiziert werden.
Die Studie wurde in Kooperation mit Mitarbeitern der Goethe Universitat Frankfurt vom Institut
fir Neuroradiologie, dem Institut fir Allgemeinmedizin sowie Institut fir Psychiatrie, Psychom-
somatische Medizin und Psychotherapie durchgefiihrt. Das Studiendesign (siehe auch Abbil-
dung 3.3) wurde von der Ethikkommission der Goethe Universitat Frankfurt geprift und be-
statigt (Referenz 45/16) und die Studie wurde unter Berlcksichtigung der Deklaration von Hel-
sinki (Fortaleza 2012) durchgefiihrt. Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie waren
Herzschrittmacher, Neurostimulatoren oder Medikamentenpumpen, Metallteile im Korper,
Platzangst, ein bekannter Eisenmangel, Schwangerschaft oder Stillzeit, Himophilie oder Ha-

51



matophobie und die Einnahme von Antikoagulanzien. Alle Probanden wurden vor den Unter-
suchungen Uber das Vorhaben und die durchgefiihrten Untersuchungen aufgeklart und erklar-
ten sich schriftlich damit einverstanden.

Fir die Studie wurden 30 Probanden rekrutiert. Aufgrund einer Hamatophobie zogen sechs
mannliche Probanden ihr Einverstandnis fir die Teilnahme zurlck. Somit wurden 24 junge
Probanden (15 Frauen und 9 Manner) in die Studie eingeschlossen. Bei allen Probanden
wurde im Brain Imaging Center in Frankfurt zur Erfassung der Hirnstruktur und Bestimmung
cerebraler Energiemetaboliten (wie N-Acetylaspartate (NAA)) eine MR-Untersuchung durch-
gefuhrt. Vor oder nach der MR-Untersuchung wurden den Probanden 36 ml Blut in EDTA-K2-
Monovetten abgenommen. Die Blutproben wurden zur Isolation der PBMCs mittels DGZ ge-
nutzt und anschlieBend wurde in diesen die mitochondriale Aktivitédt sowie die ATP-Spiegel
bestimmt. Weiterhin wurde die Genexpression von Genen der mitochondrialen Biogenese so-

wie antioxidativen Enzymen mittels quantitativer real-time PCR in den isolierten Zellen un-

tersucht.
MR-Spektroskopie
—— > Erfassung der Hirnstruktur
Drop-out: - Bestimmung von Energiemetaboliten im Gehirn
Q:n=15 N=6 | Q:pn=15 |
&:n=15 &:n=9
Blutenmahme Isolation von PBMCs
- Bestimmung der ATP-Konzentrationen

—— > Postprandial —

> Vormittags - Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette

- Genexpressionsanalyse

Abbildung 3.3 Studiendesign PECEME-Studie. Fir die Studie wurden 30 Probanden rekrutiert.
Es wurden 15 gesunde Frauen und 9 gesunde Manner in die Studie eingeschlossen. Bei allen Proban-
den wurde im Brain Imaging Center in Frankfurt zur Erfassung der Hirnstruktur und Bestimmung ce-
rebraler Energiemetaboliten eine MR-Untersuchung durchgefihrt. Vor oder nach der MR-Untersuchung
wurde den Probanden 36 ml Blut entnommen und die Blutproben wurden zur Isolation der PBMCs mit-
tels DGZ genutzt. AnschlieBend wurden in diesen die mitochondriale Aktivitdt sowie die ATP-Spiegel
bestimmt. Weiterhin wurde die Genexpression von Genen der mitochondrialen Biogenese sowie antio-
xidativen Enzymen mittels quantitativer real-time PCR untersucht.

Allgemeine und anthropometrische Daten wie Alter, Geschlecht, GréBe, Gewicht und der
Waist-Hip-Ratio (WHR, Verhaltnis des Taillen- und Hiftumfangs) (siehe Tabelle 3.4) sowie
chronische Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen wurden mit Hilfe eines Fragebogens
erfasst.
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Tabelle 3.4 PECEME-Studie - Demographische Daten.

Probanden Frauen Manner
n=15 n=9

Alter [Jahre] 31,1+1,8"1s 30,2124
Gewicht [kg] 63,0£3,2 86,0+3,5
GroBe [m] 1,69+0,01 1,82+0,01
BMI [m] 22411 26+1,1
Waist-Hip-Ratio (WHR) 0,78+0,01 0,83+0,03
Raucher (n) 2 0

Dargestellt sind MittelwertexSEM; ns=Altersunterschied ist nicht signifikant (p=0,77).

3.2.1.4 Etablierung von Biomarkern zur Erfassung des peripheren und zerebra-
len Energiemetabolismus im Alter (PECEMA)

Zur weiteren Erforschung und Bestatigung der Erkenntnisse aus der PECEME-Studie sollten
im Rahmen dieser Studie die gleichen Untersuchungen mit einer héheren Probandenzahl
durchgefiihrt werden. Neben der Korrelation der mitochondrialen Parameter im Blut und im
Gehirn sollte auBBerdem analysiert werden, ob altersassoziierte Unterschiede in der peripheren
und zerebralen mitochondrialen Funktion zwischen jungen und alten gesunden Probanden
existieren. Die Studie wurde in Kooperation mit Mitarbeitern der Goethe Universitat Frankfurt
vom Institut fir Neuroradiologie und dem Institut fir Allgemeinmedizin durchgefiihrt. Das Stu-
diendesign (siehe Abbildung 3.4) wurde von der Ethikkommission der Goethe Universitat
Frankfurt geprift und bestétigt (Referenz 45/16) und die Studie wurde unter Berlcksichtigung
der Deklaration von Helsinki (Fortaleza 2012) durchgeflhrt. Ausschlusskriterien fur die Teil-
nahme an der Studie waren Herzschrittmacher, Neurostimulatoren oder Medikamentenpum-
pen, Metallteile im Kérper, Platzangst, Schlaganfall, Demenz, ein bekannter Eisenmangel,
Schwangerschaft oder Stillzeit, Himophilie oder Hamatophobie. Alle Probanden wurden vor
den Untersuchungen Uber das Vorhaben und die durchgefiihrten Untersuchungen aufgeklart
und erklarten sich schriftlich damit einverstanden.

In die Studie sollten insgesamt 120 Probanden (je 30 Frauen und Manner im Alter von 20 bis
35 und 65 bis 85 Jahren) eingeschlossen werden. 136 Probanden nahmen schlussendlich an
der Studie teil. 6 Probanden mussten aus gesundheitlichen Griinden von der Studienteilnahme
zurUcktreten, sodass 130 Probanden untersucht wurden. Bei allen Probanden wurde zunachst
im Brain Imaging Center in Frankfurt 54 ml Blut abgenommen. Im Anschluss wurde zur Erfas-
sung der Hirnstruktur und Bestimmung zerebraler Energiemetaboliten (wie NAA) eine MR-
Untersuchung durchgefiihrt. Die Blutproben wurden zur Isolation der PBMCs mittels DGZ ge-
nutzt und anschlieBend in diesen die mitochondriale Aktivitat sowie die ATP-Spiegel bestimmt.
Ein Teil der Blutproben wurde flr ein Differentialblutbild, fir die Bestimmung der Blutzucker
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und Cholesterinwerte und die Messung des Omega-3-Indexes an externe Dienstleister (Lab-
ordiagnostik, Frankfurt; Omegametrix, Minchen) weitergegeben. Da an der Studie nur kognitiv
gesunde Probanden teilnehmen sollten, wurden zudem noch neuropsychologische Testungen
durchgefihrt. Bei den Probanden im Alter von 20 bis 35 Jahren wurde der Mini Mental Status
Test (MMST) verwendet, bei den alteren Probanden der ausfiihrlichere CERAD-Test durch-
gefuhrt. Probanden mit auffalligen Testergebnissen wurden im Nachhinein aus der Studie aus-
geschlossen. Die Ergebnisse der kognitiven Testung sowie der MRS sind nicht Teil dieser
Arbeit.

MR-Spektroskopie
- Erfassung der Hirnstruktur
- Bestimmung von Energiemetaboliten im Gehirn

Jungyeibiicn
n=33
Isolation von PBMCs
-> Bestimmung der ATP-Konzentrationen
BicsiE Altyeipiicn -> Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette
p-out n=35 Blutabnahme 8 Uhr
n=136 —=°— > 12hNachten =~ ———
JUNGmannich - Im Ruhezustand Blutanalyse
152 > Differentialblutbild
- Cholesterin, HDL, LDL, Hb1Ac, Omega-3-Index
—_— Altménnllch

n=30
Kognitive Testung
—— = CERAD (65 bis 85 Jahre)
> MMST (20 bis 35 Jahre)

Abbildung 3.4 Studiendesigh PECEMA-Studie. In die Studie sollten insgesamt 120 Probanden (je
30 Frauen und Manner im Alter von 20 bis 35 und 65 bis 85 Jahren) eingeschlossen werden. 136 Pro-
banden nahmen schlussendlich an der Studie teil. 6 Probanden mussten aus gesundheitlichen Grinden
von der Studienteilnahme zurlicktreten, sodass 130 Probanden untersucht wurden. Bei allen Probanden
wurden zun&chst 54 ml Blut abgenommen. Im Anschluss wurde zur Erfassung der Hirnstruktur und
Bestimmung cerebraler Energiemetaboliten eine MR-Untersuchung durchgefiihrt. Die Blutproben wur-
den zur Isolation der PBMCs mittels DGZ genutzt und anschlieBend in diesen die mitochondriale Akiti-
vitat sowie die ATP-Spiegel bestimmt. Ein Teil der Blutproben wurde flr ein Differentialblutbild, fir die
Bestimmung der Blutzucker und Cholesterinwerte und die Messung des Omega-3-Indexes an externe
Dienstleister weitergegeben. Bei den Probanden im Alter von 20 bis 35 Jahren wurde der Mini Mental
Status Test (MMST) verwendet, bei den alteren Probanden der ausfiihrlichere CERAD (Consortium to
Establish a Registry for Alzheimer's Disease) -Test durchgefihrt.

Allgemeine und anthropometrische Daten wie Alter, Geschlecht, Gr6Be, Gewicht und der
Waist-Hip-Ratio (WHR, Verhaltnis des Taillen- und Hiftumfangs) (siehe Tabelle 3.5) sowie
chronische Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen wurden mit Hilfe eines Fragebogens
erfasst. Die Ergebnisse der Blutanalyse sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.
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Tabelle 3.5 PECEMA-Studie - Demographische Daten.

Probanden Frauen Manner
n=68 n=62

Gruppe Jw Aw Jm Am

n=33 n=35 n=32 n=30
Alter [Jahre] 05,64+0,71* 70,26+1,620 27,56+0,63" 71,701,140
Gewicht [kg] 66,59+2,32 69,97+1,96 80.80+1,77 80.7443,55
GroBe [m] 1,69+0,01 1,64+0,01 1,84+0,01 1,76+0,01
BMI [m] 23,37+0,82 26,05+0,76 23.96+0 41 26,16+1,28
Waist-Hip-Ratio
(WHR) 0,75+0,01 0,83+0,01 0,8440,02 0,9540,02
Raucher (n) 5 4 6 3

Dargestellt sind MittelwertexSEM; ns=Altersunterschied ist nicht signifikant (p=0.48); * = Altersunterschied signifi-

kant (p=0.048).

Tabelle 3.6 PECEMA-Studie - Himatologie.

Probanden Frauen Manner
n=68 n=62

Gruppe Jw Aw Jm Am

n=33 n=35 n=32 n=30
WBC [x10%/ul] 6,35+0,23 5,65+0,25 5.46+0,23 6,15+0,42
RBC [x106/pl] 4,38+0,05 4,55+0,06 4,29+0,07 4,87+0,08
HGB [g/dI] 13,05+0,13 13,71+0,14 15,01+0,17 15,01+0,22
HCT [%)] 38,60+0,41 40,45+0,51 43,48+0,44 56,90+12,98
MCV [fL] 88,28+0,86 89,04+0,72 86,01+0,74 90,44+0,80
MCH [pg] 23,85+0,29 30,25+0,29 29,70+0,30 30,93+0,35
MCHC [g/dI] 33,85+0,16 33,98+0,21 34,54+0,25 34,18+0,25
RDW [%] 12,79+0,18 13,11+0,14 12,75+0,17 13,14+0,12
PLT [x10%ul] 254.6+9,99 247+9.36 218,2+8,41 204,6+9,25
LYM [%] 32,33+1,47 30,97+1,27 34,87+1,09 31,35+1,75
Neutrophile [%)] 56,72+1,65 56,88+1,56 52,04+1,05 53,54+1,85
Monozyten [%] 7.86+0,27 8,38+0,34 8,97+0,40 9,62+0,53
Eosinophile [%] 2,23+0,25 2.99+0,30 3,07+0,28 3,84+0,43
Basophile [%] 0,78+0,07 0,75+0,06 0,82+0,06 0,76+0,05
Glucose [mg/dl] 98,42+1,68 105,8+1,93 98,72+1,57 108,0+1,61
CRP[mg/dlI] 3,66+0,85 3,12+0,56 2.08+0,77 3,30+0,88
ﬁ;‘;}gﬁte”" 185,0+6,78 230,045,47 166,7+5,47 202,3+7,70
HDL [mg/dI] 69,04+2,86 72,15%2,43 61,0042 54 57,67+2,62
LDL [mg/dl] 114,8+6,44 159,1045,5 104,40+5,30 138,40+7,5
Triglyceride
(ma/i] 87,82+7,40 111,0048,60 82,2545,0 116,10+6,93

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; CRP C-reaktives Protein; HCT Hamatokrit HDL High density lipoprotein HGB
Hamoglobin LDL low density lipoprotein LYM Lymphozyten MCH mittlerer korpuskularer Hamoglobingehalt MCHC
mittlere korpuskuldre Hamoglobin-Konzentration MCV mittleres korpuskuldres Volumen PLT Blutplatichen RBC
Rote Blutzellen RDW red cell distribution width WBC Wei3e Blutzellen.
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3.2.1.5 Multimodale Alzheimer Praventionsstudie: Entwicklung multinationaler
Strategien (MIND ADmini-Studie)

Bei dieser Studie handelt es sich um eine 6-monatige, randomisiert kontrollierte, multizentrale
Studie mit Patienten mit milden kognitiven Beeintrachtigungen (MCI), die vom Karolinska Insti-
tut in Stockholm initiiert wurde. Insgesamt sollten 150 Probanden an vier verschiedenen Stu-
dienzentren in verschiedenen Landern (Schweden, Finnland, Deutschland und Frankreich) re-
krutiert und randomisiert werden. Das Studienteam in Deutschland am Standort in Frankfurt
bestand aus Mitarbeitern des Instituts fur Allgemeinmedizin und dem Institut fir Sportwissen-
schaften der Goethe Universitat Frankfurt sowie dem Institut fir Erndhrung in Prévention und
Therapie der Justus-Liebig-Universitat GieBen. Das Studiendesign orientierte sich an dem
zentralen Studienprotokoll aus Schweden und wurde geringfligig modifiziert. Das modifizierte
Studiendesign (siehe auch Abbildung 3.5) wurde von der Ethikkommission der Goethe Uni-
versitat Frankfurt geprift und bestatigt (Referenz 46/18) und die Studie wurde unter Berlick-
sichtigung der Deklaration von Helsinki (Fortaleza 2012) durchgefiihrt. Einschlusskriterien wa-
ren die Diagnose einer milden kognitiven Beeintrachtigung (MCI), definiert durch episodische
Gedéachtnisstérungen und einer grundlegenden AD Pathologie, ein Mini Mental Status Test
(MMST)- Score unter bzw. bei 24 und ein ungesunder Lebensstil (weniger als zweieinhalb
Stunden Sport in der Woche und geringer Obst- und Gemisekonsum). Eine Teilnahme war
nicht méglich, wenn eine diagnostizierte Demenz nach der DSM-IV (Diagnostic and Statistical
manual of Mental Disorders), eine schwere Depression nach DSM-IV oder andere schwere
Erkrankungen vorlagen. Alle Probanden wurden vor den Untersuchungen Uber das Vorhaben
und die durchgefiihrten Untersuchungen aufgeklart und erklarten sich schriftlich damit einver-
standen.

Das primére Ziel auf internationaler Ebene war die Realisierbarkeit einer solch komplexen
multimodalen Intervention sowie die Einhaltung der Interventionskomponenten und der gesun-
den Lebensstilveranderungen. Als sekundares Ziel sollte der Einfluss der 6-monatigen Inter-
vention auf vaskulare und metabolische Risikofaktoren, die gesundheitsbezogene Lebensqua-
litdt und physische Leistung analysiert werden. Diese Ergebnisse wurden Uberwiegend vom
Institut fir Allgemeinmedizin und Sportwissenschaften erfasst und sind nicht Teil dieser Arbeit.
Als zusétzliches Ziel wurde vom Studienteam in Deutschland der Einfluss der multimodalen
Intervention auf die mitochondriale Funktion in PBMCs untersucht. Insgesamt wurden 30 Pro-
banden rekrutiert. Nach dem Screening-Termin wurden 6 Probanden von der Studie ausge-
schlossen, da sie die Einschlusskriterien nicht erflllten. In die Studie wurden damit 24 Proban-
den (15 Frauen, 9 Ménner) eingeschlossen und nach dem ersten Messtermin (Visit 1) rando-
misiert in drei gleichgroBe Gruppen aufgeteilt (siehe Tabelle 3.7). Nach dem Visit 1 folgte eine
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sechsmonatige Interventionsphase (genauer Ablauf siehe Abbildung 3.5). Wahrend der In-
tervention mussten zwei Probanden (weiblich, Lifestyle-Gruppe) die Studienteilnahme auf-
grund von nicht interventionsbedingten unerwiinschten Ereignissen (UE) beenden, sodass die
Studie von 22 Probanden mit Besuch des zweiten Messtermins ( Visit 2) abgeschlossen wurde.

Screening VISIT1
- Medizinische Untersuchungen -> Blutentnahme (ca. 50 ml)
- Neurologische & Herz-Lungen-Untersuchungen - Differentialblutbild
-> Erfassung der Krankengeschichte - Entziindungsmarker (CRP, Interleukine)
n=30 > - Blutdruck, EKG — n=24 — - Cholesterin, LDL, HDL, Omega-3-Index
- Neuropsychologische Untersuchungen - ATP-Spiegel und Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette
-> Gedéchtnis & andere Hirnleistungstests - Neuropsychologische Untersuchungen
> MRT-Aufnahme - Neuropsychologische Testbatterie (NPT)
- Wenn letztes MRT vom Kopf langer als 12 Monate - Physische Testung
zuriicklag > 10 m Walking- Test

-> Short Physical Performance Battery (SPPB)

| — -

6 monatige Intervention '

Kontrolle (Ko)

->Allgemeine Einfiihrungsveranstaltung mit Informationen tiber und Tipps zu
gesunder Emahrung (insbesondere zu mediterrane Ernéhrung), physischer
Aktivitat und kognitiven Training

->Informationsbroschtire zur Mitnahme nach Hause

Lifestyle (Ls) VISIT 2
- Physische Aktivitat -> Blutentnahme (ca. 50 ml)
->Zweimal wochentlich einstiindiges Kraft- und Ausdauertraining unter -> Differentialblutbild
Anleitung Drop-out: - Entziindungsmarker (CRP, Interleukine)
->Emahrung n=2 - Cholesterin, LDL, HDL, Omega-3-Index, Hb1Ac-Wert
“>Monat 1, 3 und 4 individuelle Ernahrungsberatung — > -> ATP-Spiegel und Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette
—>Monat 2, 5 und 6 Gruppenberatung -> Neuropsychologische Untersuchungen
->Kognition -> Neuropsychologische Testbatterie (NPT)
->Computergestiitztes, kognitives Trainingsprogramm fiir Zuhause - Physische Testung
->Zwei kognitive Gruppentrainings und gemeinsamer Besuch - 10 m Walking- Test
kultureller Veranstaltung -> Short Physical Performance Battery (SPPB)
Lifestyle & Food (L&F)
->Physische Aktivitat
->Zweimal wochentlich einstiindiges Kraft- und Ausdauertraining unter
Anleitung
->Emahrung

—>Monat 1, 3 und 4 individuelle Ernahrungsberatung
->Monat 2,5,6 Gruppenberatung
->Téagliche Einnahme von Omega-3-angereichertem Drink
->Kognition
- Computergestiitztes, kognitives Trainingsprogramm fiir Zuhause
->Zwei kognitive Gruppentrainings und gemeinsamer Besuch
kultureller

Abbildung 3.5 Studiendesign MIND ADwuini-Studie. Fir die Studie wurden 30 Probanden mit milden
kognitiven Beeintrachtigungen rekrutiert. Nach dem Screening-Termin mit medizinischen und neuropsy-
chologischen Untersuchungen (ggf. noch Bildgebung des Gehirns) wurden 6 Probanden ausgeschlos-
sen. In die Studie wurden damit 24 Probanden eingeschlossen (15 Frauen, 9 Manner). Nach dem Visit
1 wurden die Probanden randomisiert in die drei Gruppen Kontrolle, Lifestyle und Lifestyle&Food, ein-
geteilt. Nach der 6-monatigen Intervention fand der Visit 2 statt, an dem die gleichen Parameter wie
beim Visit 1 erhoben wurden. Zwei Probanden mussten die Studie aufgrund von nicht interventionsbe-
dingten unerwiinschten Ereignissen (UE) vorzeitig beenden.

Allgemeine und anthropometrische Daten wie Alter, Geschlecht, GréBe, Gewicht (siehe Ta-
belle 3.7) sowie chronische Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen wurden mit Hilfe ei-
nes Fragebogens (siehe Anhang) erfasst. Die Ergebnisse des Differentialblutbildes sind in Ta-

belle 3.8 zusammengefasst. Die weiteren Blutwerte kdnnen dem Anhang entnommen werden.
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Tabelle 3.7 MIND ADnmin-Studie - Demographische Daten (Visit 1).

Probanden Frauen Manner
n=15 n=9
Gruppe Ko Ls L&F Ko Ls L&F
n=5 n=6 n=4 n=3 n=2 n=4
Alter[Jahre] | 2o o1 53m | 7741750 | 724334 | 77.3+5.56% | 69545500 | 73+4420
Gewicht [k
wicht [kg] NA 72,848.97 | 6554542 NA 7924415 | 95,8+7.65
GroB
roBe [m] NA 1624004 | 1,63+0,03 NA 1814003 | 1,79+0,02
BMI [kg/m?
[kg/m?] NA 20.04+2,68 | 24.98+2.45 NA 23.94+094 | 29.83+1.87
WHR
NA 0.91+0,06 | 0,84+0,05 NA 0,9840,05 | 1,04+0,04
Raucher (n) 0 0 0 0 0 0

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM; ns=Altersunterschied ist nicht signifikant, NA=Daten nicht vorhanden. Ko Kon-
trolle Ls Lifestyle L&F Lifestyle&Food.

Tabelle 3.8 MIND ADmin-Studie - Himatologie (Visit 1).

Probanden Frauen Manner
n=15 n=9

Gruppe Ko Ls L&F Ko Ls L&F

n=5 n=6 n=4 n=3 n=2 n=4
E’>\<I1BOE/L1I] 6,84+1,05 | 6,58+0,55 | 5,78+0,92 | 555+0,65 | 500+0,90 | 6,75+041
[F)‘(?g; ] 43540,09 | 4,11+0,11 | 4,49+0,18 | 5284056 | 5274017 | 5,09+0,27
HGB[g/d] | 13:32t035 | 127820,32 | 13,80£043 | 16,001,00 | 14,70+1,90 | 1535:0,67
HCT [%] 38,90+0,72 | 37,5240,91 | 40,43+1,74 | 46,80+3,20 | 43,50+4,5 | 44,23+157
MCV [fL] 89,55+1,85 | 91,45+1,63 | 90,03+0,50 | 89,00+3,40 | 82,35+5.85 | 87,30+2,71
MCH[pg] | 30.68+0.92 | 31,0810,36 | 30,7840,27 | 30,45:1,35 | 27,8042,70 | 30,28+1,05
MCHC [g/d] | 3422037 | 33,95:0,52 | 34,18+0,40 | 34201020 | 33,7,£0,90 | 34,68:0,37
RDW [%] 13,4040,51 | 13,47+0,30 | 13,58+0,77 | 13,2040 | 15,50+3,30 | 13,15+0,23
E(';gs ] 07442723 | 22743762 | 242+26,69 | 211+1,00 168455 216+49,61
LYM [%] 05424279 | 25354429 | 29004344 | 23,65+2,75 | 28,65+1,85 | 24,35+5.34
[":/e]”tmph"e 63,60+3,33 | 63,97+4,67 | 58,98+3,00 | 62,55+5,05 | 52,75+4,85 | 63,85+6,79
Pﬁ}‘imzyte" 7424065 | 7,5040,35 | 8,25+0,55 | 8,55+0,25 | 12,25+0,85 | 8,65+0,70
Eﬁﬁ;"&] 2,.80+0,65 | 2,4040,73 | 2,58+0,98 | 4,35+1,95 | 560+1,9 | 2,45+1,03
?/a]“ph"e 0,76£0,18 | 0,630,15 | 1,20£0,30 | 0,90:0,10 | 0,75:0,25 | 0,68+0,17

Dargestellt sind MittelwertezSEM; HCT Hamatokrit HGB Hamoglobin LYM Lymphozyten MCH mittlerer korpusku-
larer Himoglobingehalt MCHC mittlere korpuskuldre Hdmoglobin-Konzentration MCV mittleres korpuskuléres Vo-
lumen PLT Blutplattchen RBC Rote Blutzellen RDW red cell distribution width WBC Weif3e Blutzellen.
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3.2.2 Isolation der peripheren mononuklearen Blutzellen

Die DGZ beruht darauf, dass sich Partikel einer bestimmten Dichte in einer Phase des Dich-
tegradienten sammeln. Mithilfe einer isotonischen Lésung des Saccharose-Epichlorhydrin-Co-
polymers Biocoll (Dichte = 1,077 g/mL) ist es dabei méglich, PBMC in einer Interphase anzu-
reichern (siehe Abbildung 3.6).

x _<+<— Plasma

| —
—fﬁ— Plasma <«—— PBMCs
J’ — Porose
Trennschicht

"
Verdinntes -~ gEMCs

Vollblut <«—— Biocoll

“«— Biocoll
Erythrozyten,
Erythrozyten, Granulozyten

Granulozyten

Biocoll

Abbildung 3.6 Isolationsprozess PBMCs. A Gradientenbildung vor DGZ. 16 ml verdlinntes Blut
werden auf 15 ml Biocoll geschichtet. B Phasenauftrennung des Vollblutes nach DGZ in einem
herkémmlichen Falcon. Durch die DGZ reichern sich die Blutbestandteile je nach Dichte im Dichte-
gradienten an. Von oben nach unten: Plasma, PBMCs, Biocoll, Erythrozyten und Granulozyten. C Pha-
senauftrennung des Vollblutes nach DGZ in einem Leucosep™-Tube. Durch die DGZ reichern
sich die Blutbestandteile je nach Dichte im Dichtegradienten an. Von oben nach unten: Plasma, PBMCs,
pordse Trennschicht, Biocoll, Erythrozyten und Granulozyten. Die porése Trennschicht trennt die
PBMCs vom Biocoll ab und erleichtert so die Abnahme der PBMCs. DGZ=Dichtegradzentrifugation;
PBMCs=Periphere mononukleére Blutzellen.

Vor der Schichtung des Vollblutes auf das Biocoll (15 ml in 50 ml Falcon) wurde es mit dem
gleichen Volumen an Dulbeccos phosphatgepufferter Salzlésung (DPBS, engl. Dulbeccos’s
Phosphate-Buffered Saline) verdiinnt. Bei der Verwendung der Leucosep™ -Tubes der Firma
Greiner-Bio konnte das Blut zligiger aufgegeben werden, da die Trennscheibe eine Vermi-
schung des Blutes mit dem Biocoll verhindert. Leucosep™ sind konische 50 mL Réhrchen, die
eine pordse Trennscheibe aus glaséhnlichem Polyethylen besitzen. Die Trennscheibe zeich-
net sich durch eine prazise kontrollierte Porengréf3e aus und verhindert auch nach der Zentri-
fugation eine Kontamination der angereicherten Zellfraktion bei der Abnahme. Vor ihrem Ein-
satz wurden die Leucosep™ mit 15 mL Biocoll beftillt und fiir 30 s bei 1000 x g / ACC = 9/DEC
= 9 zentrifugiert, sodass sich das Biocoll unter der Trennscheibe sammeln konnte.
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AnschlieBend erfolgte bei beiden Falcons die DGZ bei RT fur 10 min bei 1000 x g / Beschleu-
nigung (ACC, engl. acceleration) = 6 / Abbremsung (DEC, engl. deceleration) = 0, bei der das
Blut in die beschriebenen Phasen aufgetrennt wurde. Nach der Zentrifugation wurde zun&chst
das Plasma bis auf einen Uberstand von 5 bis 10 mm (iber der Zellschicht abgenommen und
verworfen. Dies ist wichtig, um Kontaminationen mit Thrombozyten zu vermeiden. Eine Kon-
tamination mit dem Trennmedium sollte ebenfalls vermieden werden. Die PBMC-Schicht
wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches 50 mL Falcon Gberflhrt. Die Zellsuspension
wurde mit 25 mL DPBS aufgefillt und abermals bei RT fiir 10 min bei 100 x g/ ACC =9/DEC
= 6 zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet zunéchst in 2 mL
DPBS resuspendiert. Danach wurde ebenfalls mit PBS auf 25 mL aufgefullt. Es folgte ein wei-
terer Zentrifugationsschritt bei RT fiir 10 min bei 100 x g / ACC = 9/ DEC = 6. Der Uberstand
wurde wieder verworfen und das Zellpellet wurde entweder fur die ATP-Messung in 1 mL
RPMI-Medium oder fir die Messung am Oxygraphen in 1 ml MiR05 resuspendiert. Anschlie-
Bend folgte die Zahlung der Zellen mit dem Zellzahler TC20 (BioRad) (siehe unten). Die Pro-
ben fur die spateren gPCR-Analysen wurden in 300 ul RNAprotect® Cell Reagent resuspen-
diert und bei -80°C fir die spatere Bestimmung gelagert.

Zellzahlung mit dem automatischen Zellzahler TC20 (BioRad)

Nach der Isolation der PBMC wurde die Zellzahl mit dem automatischen Zellzahler TC20 (Bio-
Rad) bestimmt. Dazu wurden 10 pL der Zellsuspension enthommen und 1:10 mit dem ent-
sprechenden Medium verdinnt. 10 pL dieser Verdinnung wurden dann zu 10 pl Trypanblau
pipettiert und 10 pl dieser weiteren Verdiinnung wurden in eine Kammer der Einmal-Zahlkam-
mer (passend fur TC20) pipettiert. AnschlieBend wurde die Einmalzédhlkammer in das Gerat
eingefthrt. Der zu zahlende Bereich wurde fur PBMC auf 6 bis 10 ym Zelldurchmesser einge-
stellt. Die Trypanblauférbung dient der Bestimmung der Zellviabilitédt. Fur die ATP-Messung
wurde die Zellsuspension anschlieBend so verdinnt, dass 50.000 bzw. 100.000 Zellen pro
Well (100pL Endvolumen/ Well) ausgesat wurden. Fir die Messung der Respiration wurde die
Zellsuspension auf 4x10° Zellen/ ml MiR05 eingestellt.

3.2.3 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie sowie deren Auswertung erfolgte durch Frau Dr. Nelli Baal von der
FACS-Core-Facility des Universitatsklinikum GieBen. Es wurde ein Viabilitatstest der Zellen

durchgefihrt, indem tote Zellen mit Cytox Pacific Blue angefarbt wurden. Die Zusammenset-
zung der PBMC-Proben wurde durch Antikdrpernachweis ermittelt. Es wurden Antikérper ge-
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gen folgende Cluster of differentiation (CD) verwendet: CD56 (NK-Zellen), CD14 (Myelomo-
nozytische Zellen), CD16 (Neutrophile, NK-Zellen, Makrophagen), CD3 (T-Zellen) und CD19
(B-Zellen) (siehe Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9 Zellarten und CD-Expressionen der FACS-Analyse.

Zellart CD-Expression

NK-Zellen CD56+, CD16+

Monozyten CD14+, CD16-
T-Lymphozyten und B-Lymphozyten CD14-, CD16-, CD3+, CD19+
Neutrophile Granulozyten CD14+, CD16+

NK Natiirliche Killerzellen CD Cluster of differentiation.

3.2.4 Messung der ATP-Konzentration

Die ATP-Konzentrationen wurden mittels des ViaLight Plus Bioluminescence Kit (Lonza,
Walkersville, USA) bestimmt. Hierzu wurden die PBMCs wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben in
eine 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat und nach einer dreistindigen Akklimatisierungsphase
vermessen. Die Messung beruht auf der Umsetzung von ATP und Luciferin zu Licht mittels
Luciferase. Die entstehende Biolumineszenz ist proportional zur ATP-Konzentration. Die ATP-
Konzentration in den Wells kann Uber einen ATP-Standard (0,01-5 uM) bestimmt werden. Zur
Zellllysierung und damit der Freisetzung des ATPs aus den Zellen werden 50uL Cell Lysis
Reagent zur Zellsuspension gegeben. Nach einer zehnminltigen Inkubation erfolgte die Zu-
gabe von 100 pl Monitoring Reagent plus. Die Biolumineszenz wurde nach 5 min im Victor X3
2030 oder CLARIOstar Multilable Reader erfasst.

3.2.5 Respiratorische Messungen (Oxygraph-2k)

Die Untersuchung der mitochondrialen Atmung erfolgte mittels dem Oxygraph-2k System
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Osterreich). In den im System enthaltenen, voneinander
unabhangigen Kammern sind zwei AgCl.-Elektroden angebracht. Die Sauerstoffkonzentration
kann Uber die Veranderung des Widerstandes mittels der Elektroden Uber die Zeit in den Kam-
mern bestimmt werden. Es werden gezielt Substrate und Inhibitoren der einzelnen Komplexe
der mitochondrialen Atmungskette hinzugegeben, um somit die Atmung der Komplexe zu mes-
sen (siehe Abbildung 3.7). Dadurch kann eine Aussage Uber die Funktionalitat der Komplexe
und die Intaktheit der Atmungskette in den isolierten PBMCs getroffen werden. Vor der Mes-
sung wurden jeweils 2,4 ml MIR05 (37 °C) in die Kammern gegeben und fur ca. 30 min aquili-
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briert. Fir die Messung an Zellen wurde das MIR05 komplett entfernt und durch 2,4 ml Zellsu-
spension [4x10° Zellen/ml MIR05] ersetzt und aquilibriert (endogene Atmung), sodass sich am
Ende in jeder Kammer 8 x10° Zellen befanden. Nach der Stabilisierung der endogenen Atmung
der Zellen, werden die Zellen durch die Zugabe von Digitonin permeabilisiert, um die Membran
fOr die Substrate und Inhibitoren durchlassig zu machen. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von
Komplex |- Substraten Glutamat [10 mM] und Malat [2 mM] (Leak-Atmung ohne ADP, Leak
(P/M)). Die nachfolgende Zugabe von ADP [2 mM] ermdglichte die Erfassung der Komplex I-
Aktivitat (KI). Die Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung (OXPHQOS), d.h. die Gesamtat-
mung von Komplex | und Il, wird durch die Zugabe von Succinat bestimmt, wobei es sich um
ein Substrat des Komplexes Il handelt. Die Zugabe von FCCP bis zur Sattigung ([0,5 uM]
Schritte) fihrt zu einer Entkopplung der Atmungskette von der Substratzugabe, zu einem Ab-
bau des MMP und zur Wiederherstellung des Protonengradienten bei voller Atmung der
Atmungskette durch Komplex | bis Komplex V. So kann die maximale Aktivitat des Elektro-
nentransfersystems (ETS) erfasst werden. AnschlieBend wird Rotenon [0,5 uM], ein Komplex
I-Inhibitor, gegeben, um die Atmung des Komplexes | von der des Komplexes Il differenzieren
zu kdnnen. In diesem Stadium kann die entkoppelte Komplex Il-Aktivitat detektiert werden.
Durch Zugabe des ATP-Synthase-Inhibitors Oligomycin [2 pg/ml] wird der Protonengradient
durch das Protonenleak verlangsamt abgebaut. Komplex Il wird im Anschluss durch Antimycin
A [2,5 uM] gehemmt und ermdglicht somit die Messung der Residual oxygen consumption
(ROX), des Sauerstoffverbrauchs ohne Beteiligung der mitochondrialen Atmung. Zuletzt wird
die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) Aktivitat durch die Gabe von Tetramethylphenylenedi-
amin (TMPD) [0,5 mM], einem kilnstlichen KIV-Substrat, und Ascorbat [2 mM] um TMPD im
reduzierten Zustand zu erhalten, gemessen. Durch Zugabe von Natriumazid [> 100 mM] wird
die gesamte Atmungskette inhibiert. Die hiernach gemessene Sauerstoffkonzentration muss
von der Komplex IV-Atmung abgezogen werden, da es sich hier um Werte handelt, die nicht
mehr von der Aktivitat der Atmungskette stammen. Weiterhin wurde von allen Atmungsaktivi-
taten ROX abgezogen. Um eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff wahrend der Mes-
sung zu gewahrleisten, wurden die Kammern zwischendurch kurz geéffnet. Dies erfolgte Ubli-
cherweise nach Zugabe von Oligomycin und Ascorbat/ TMPD.
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Abbildung 3.7 Beispiel einer respiratorischen Messung (Oxygraph-2k) mit isolierten PBMCs.
Die Sauerstoffkonzentration ist in blau, der Sauerstoffverbrauch in pink dargestellt. Dig= Digitonin G+M=
Glutamat und Malat; ADP= Adenosindiphosphat; Suc=Succinat; Rot=Rotenon; Omy= Oligomycin;
Ama=Antimycin; A+T= Ascorbat+Tetramethylphenylenediamin.

o
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3.2.6 Quantitative real-time PCR

3.2.6.1 Isolation der mRNA aus Zellen

Die Isolation der mRNA aus den PBMCs erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Quiagen,
Hilden), die bis zur Verarbeitung stabilisiert in RNAprotect® Cell Reagent bei -80°C gelagert
wurden. Nach dem Auftauen wurden die Zellen fir 10 min bei 14.500 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde im Anschluss abgenommen, die Zellen in 350 pl RLT-Puffer (+10 % B-Mer-
captoethanol) unter Verwendung einer Kanile homogenisiert und die Zellstruktur wurde auf-
gebrochen. Nach der Zugabe von 350 pl Ethanol (70%) wurde die Suspension auf eine
RNeasy Saule pipettiert und fiir 30 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ver-
worfen und es erfolgte ein Waschschritt, bei dem 700 ul RW1-Puffer auf die RNeasy Saule
appliziert wurden. Nach einer Zentrifugation fur 35 s bei 10.000 rpm wurde der Durchfluss
erneut verworfen und es folgten zwei weitere Waschschritte mit je 500ul RPE-Puffer. Nach
dem letzten Waschschritt wurde die Saule bei 10.000 rpm flr 2 min trocken zentrifugiert. Das
Auffanggefé wurde verworfen und die Saule wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3
platziert. Zur Eluierung der mRNA wurden 50ul RNase-freies Wasser auf den Filter gegeben
und far 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit
der isolierten RNA (1ul unverdiinnt) erfolgte mit dem NanoDrop One (Thermo-Scientific) bei
260nm und 280nm. Die Reinheit der RNA wurde Uber die Quotienten A260/A280 (1,8-2,0) und
A260/A230 (> 1,5) kontrolliert.

Um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlie3en, wurde zuséatzlich ein DNase-
Verdau mit dem Turbo DNA-free™ Kit durchgeftihrt. Hierfiir wurde zu 50 pl RNA (< 200 ug/ml)
5 ul des 10x TURBO DNase-Puffer und 1 yl TURBO DNase hinzugegeben. AnschlieBend
erfolgte eine Inkubation bei 37°C fur 25 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 5 pl
DNAse Inactivation Reagenz hinzugegeben und bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Da-
mit wurde die Reaktion gestoppt. Die Proben wurden anschlieBend bei 10.000 g und RT fir
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90 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die RNA-Konzentration sowie oben
beschrieben am NanoDrop One erneut ermittelt.

Die mRNA wurde entsprechend der bestimmten Konzentration fiir die cDNA-Synthese aliquo-
tiert (0,5 pg RNA pro Syntheseansatz) und bei —80°C gelagert.

3.2.6.2 Herstellung von cDNA

Die Synthese der cDNA erfolgte mit Hilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Mun-
chen). Zur Herstellung der cDNA wurden die RNA-Aliquots aufgetaut und mit RNAse-freiem
H-O auf 10 pl aufgefillt. Zu jeder Probe wurden daraufhin 10 pl Mastermix (5 pl RNase-freies
H-O, 4 ul 5x iScriptase Reaction Mix und 1 pl iScript Reverse Transcriptase) hinzugegeben.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation im T100™ Thermocycler (BioRad) (5 min bei 25 °C, 20
min bei 46°C und 1 min bei 95°C, Deckeltemperatur 105°C). Die fertige cDNA wurde bis zur
weiteren Verwendung in Aliquots bei -80°C gelagert.

3.2.6.3 Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR

Die mRNA-Expression (Genexpression) wurde mittels quantitativer real-time PCR (QPCR) mit
Hilfe von Target spezifischen Primern am CFX Connect™ Real-Time System (Bio-Rad, Miin-
chen) gemessen. Dazu wurden die cDNA-Aliquots nach dem Auftauen 1:10 mit RNase -freiem
H-20 verdinnt. In eine 96-Well PCR-Platte (Hard-Shell) wurden pro Well 8 ul des Mastermixes
(5 ul SYBR Green Supermix, 1 pl verdiinntem Primer Stock (2 bzw. 4uM), 2 pl RNase -freiem
H-0) pipettiert. Die verdiinnte cDNA wurde im Anschluss in einem Volumen von 2 ul pro Well
in Tripletts hinzugegeben. Als Kontrolle diente RNase-freies H.O. Die PCR-Platte wurde mit
einer Klebefolie verschlossen und im Thermocycler inkubiert. Die Zyklusbedingungen fur die
gRT-PCR sind in Tabelle 3.10 zusammengefasst.

Tabelle 3.10 Zyklusbedingungen fiir die qRT-PCR.

Zyklus-Phase Temperatur [°C] Zeit
1. Initiale Denaturierung 95 3 min
2. Denaturierung 95 10s
3. Annealing 56-58 30s/45s
4. Elongation 72 29s
Anzahl der Zyklen 45

Je nach verwendetem Primer kann die Primerkonzentration, Annealing-Zeit und Temperatur

variieren. Im Anschluss an die relative Quantifizierung erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse,
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um Primerdimere oder unspezifisches Annealing der Primer zu detektieren. Die Schmelzkurve
wird bei einem Temperaturanstieg von 65 °C auf 95 °C mit einer Heizrate von 0.5 °C/5 s Uber

einen Zeitraum von 5 min aufgenommen.

Die Auswertung erfolgte mittels der 2-AACq Methode mit Hilfe des BioRad CFX Manager (Bi-
oRad, Minchen).

3.2.7 Messung der Citratsynthase (CS)-Aktivitat

Das CS-Assay beruht auf der irreversiblen Umwandlung von DTNB mit CoA-SH zu TNB und
CoA-S-S-TNB, katalysiert durch die CS. Das entstehende TNB kann bei 412 nm spektromet-
risch detektiert werden. Die Absorption wird Uber 200s im Spektrometer erfasst und steigt mit
der Zeit linear an. Eine Auftragung der Absorption gegen die Messzeit ermdglicht die Bestim-
mung der Citratsynthase-Aktivitat. Uber diese kann wiederum auf die Anzahl an intakten Mito-
chondrien geschlossen werden, womit die CS-Aktivitat ein Marker fir die mitochondriale
Masse ist (Larsen et al. 2012).

Die CS wurde in den isolierten PBMCs nach dem Protokoll von Oroboros Instruments, Inns-
bruck, Osterreich, bestimmt. Die verwendete Zellsuspension war jeweils ein Aliquot der L6-
sung fir die respiratorischen Messungen und wurde bis zur CS-Messung bei -80°C gelagert.
Nach dem Auftauen wurden 200 pl der Zellsuspension zu dem Reaktionsmedium fur die Mes-
sung der CS (siehe 3.1.5) gegeben. Dem Reaktionsmedium wurde H20 zugeflihrt, sodass ein
Endvolumen von 1 ml erreicht wurde. Die Zellsuspension und das Reaktionsmedium wurden
fir 5 min auf 30°C im Wasserbad erwarmt und nach dem Zusammenfihren von Probe und
Reaktionsmedium in einer Quarz-Klvette sofort im Spektrometer bei 412 nm tber 200 s (ein-
fache Kinetik, 10 s Intervall) vermessen. Es wurden Mittelwerte aus 2-3 Messungen berechnet.
Die spezifische Aktivitat wurde mit folgender Formel berechnet:

_ Ta . VKiivette
l-ep - vp Vsample p

v

v= Sperzifische Citratsynthase-Aktivitat [umol/min/108 Zellen]; ra=Anderung der Absorptionsrate pro min; eB=Ex-
tinktionskoeffizient von TNB bei 412 nm und pH 8,1 [= 13,6 mM-1 cm-1]; ve=Stdchionmetrische Aquivalent von
TNB in der Reaktion (=1); Vkavete=Volumen des Reaktionsansatzes in der Kiivette (=1000 pL); Vsample=Volumen
der Probe in der Kiuvette; p=Massenkonzentration bzw. Dichte der Zellen in der Probe (Proteinkonzentration in
mg/cm3, Zelldichte 10%x cm3).
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3.2.8 Bestimmung der Chronotypen

Das Schlafverhalten wurde anhand eines speziellen Fragebogens, dem Munich ChronoType
Questionaire (MCTQ) von Roenneberg et al. (2013), erfasst (Roenneberg et al. 2003). Mithilfe
dieses Fragebogens kdénnen anhand der Schlafdauer und der Bettgeh— und Aufstehzeit spe-
zifische Chronotypen ermittelt werden. Auf diesem Weg kdnnen Tendenzen erfasst werden,
die zum Teil bestimmte genetische Charakteristika indizieren. Die Chronotypen werden diffe-
renziert in "Larchen" (niedriger Chronotype) und "Eulen" (hoher Chronotype), die wiederum
eine Tendenz zum Friihaufstehen “morningness” oder spat ins Bett gehen “eveningness” be-
dingen. Neben dem Schlafverhalten werden tiber den Fragebogen noch Angaben zum Arbeits-
und Freizeitverhalten, dem Aufenthalt im Freien sowie der durchschnittlichen Einnahme von

Stimulanzien erfasst.

3.2.9 Messung der Melatoninspiegel

Far die Bestimmung der Melatoninspiegel wurde eine Blutprobe jedes Studienteilnehmers bei
2500 g fur 10 min zentrifugiert und das erhaltene Serum wurde unmittelbar bei -20°C wegge-
froren. Nach Abschluss der Studie wurden die Melatoninspiegel von der Firma MVZ Dr. Eber-
hard and Partner (Dortmund, Germany) mittels Radioimmunoassay bestimmt.

3.2.10 Magnet Resonanz Spektroskopie (MRS) Protokoll

Die MRS-Messungen und Auswertung der Daten wurden von Dr. Ulrich Pilatus (Goethe Uni-
versitat Frankfurt, Institut fir Radiologie) nach dem folgenden Protokoll durchgefihrt.

Die MR-Untersuchungen erfolgen am Brain Imaging Center (BIC) des Universitatsklinikums
Frankfurt. Es steht ein 3T Ganzkdrpersystem (Magnetom Trio, Siemens, Erlangen, Germany)
zur Verfligung, das fir Untersuchungen des Schéadels optimiert ist.

Dabei erfolgt die spektroskopische Bildgebung mit einer doppelt abgestimmten 'H/ 3'P Volu-
men Kopfspule (Rapid Biomedical, Wirzburg, Germany), sodass die 'H (Protonen)- und die
3P (Phosphor)-Daten in einem Untersuchungsdurchgang gemessen werden kdnnen. Nach
einer anatomischen Bildgebung (T1-gewichtet, etwa 6 min.), die zur Navigation und Bestim-
mung von grauer und weiBBer Substanz in den Targetregionen verwendet wird, schlieBt sich
die spektroskopische Bildgebung (MRSI) an. Hierzu werden (1) eine zweidimensionale 'H
MRSI mit einer Schichtdicke von 1 c¢cm, einem Gesichtsfeld von 240 mm? und einer GroBRe
eines einzelnen Messvolumens (Voxel) von 7,5 x 7,5 x 10,0 mm? (Repetitionszeit (TR) 1500
ms und die Echozeit (TE) 30 ms, Messzeit 12 min); (2) eine dreidimensionale 3'P (Phosphor)-
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MRSI mit einem Gesichtsfeld von 300x300x200 cm3 und einer Voxel GréBe von 17,5 x 17,5 x
25,0 mm3 (TR von 2000 ms, Messzeit 18 min) durchgefihrt.

Die spektroskopischen Daten werden mit den bereits in der Neuroradiologie vorhandenen
etablierten Software Tools LC Model und jMRUI unter Berticksichtigung von Paritalvolumen-
effekten ausgewertet, analog zu der von Blasel et al. (2012) beschriebenen Vorgehensweise.

3.2.11 Bestimmung verschiedener Blutparameter

Das Differentialblutbild und alle weiteren Bestimmungen im Blut wurden von der Laborarztpra-
xis Frankfurt durchgefthrt.

3.2.12 Bestimmung des Omega-3-Indexes

Die Bestimmung des Omega-3-Indexes im Vollblut wurde von der Firma Omegametrix mit Hilfe
der GC-FID durchgefihrt. Die Blutproben wurden nach der Abnahme bei -80°C weggefroren
und nach Abschluss der Studie auf Trockeneis versandt.

3.2.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism Version 8.0.1. Die
erhobenen Messwerte sind als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwerts (+ SEM) darge-
stellt. Fiir die statistische Uberpriifung von Unterschieden zwischen zwei Messgruppen wurde
der ungepaarte, zweiseitige t-Test, fir Unterschiede zwischen mehr als zwei Messgruppen
eine 1-way ANOVA mit dem Tukey's Multiple Comparison Test oder Sidak's multiple compari-
sons test verwendet. Bei nicht ungleichen Standardabweichungen von zwei Gruppen wurde
ein Welch'’s t-test durchgefiihrt. Beim Vergleich von Messwerten von einem Individuum, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erhoben wurden, wurde ein gepaarter -Test durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierungsversuche

Das primare Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der mitochondrialen Funktion in humanen
peripheren mononukledren Blutzellen. Da dafiir noch keine standardisierte Methodik existiert,
musste die Methode zuné&chst etabliert werden. Dazu wurden verschiedene Versuche durch-
gefuhrt, um auch in der Literatur noch offene Fragestellungen zu untersuchen. Aus diesem
Grund wurde neben noch anderen, hier nicht publizierten Versuchen in der ersten Studie un-
tersucht, ob die Isolation der PBMCs mit unterschiedlichen Zentrifugenréhrchen einen Einfluss
auf die Reinheit und Effektivitat der Isolation sowie auf die anschlieBende Messung der ATP-
Spiegel und der mitochondrialen Respiration hat. In einer weiteren Etablierungsstudie wurde
der Einfluss des Schlafhormons Melatonin auf die Messungen der mitochondrialen Funktion
in PBMCs erforscht (Silaidos et al. 2020).

4.1.1 Vergleich zweier Zentrifugenréhrchen zur Isolation von PBMCs
4.1.1.1 Einfluss auf die Effektivitat und Reinheit der Isolation

Der Einfluss der unterschiedlichen Zentrifugenréhrchen auf die Effektivitat der Isolation wurde
durch die Ermittlung der Zellzahl untersucht. Die speziellen Zentrifugenréhrchen Leucosep™
fOhrten im Vergleich zu den klassischen Falcons zu keiner héheren Ausbeute an Zellen. Bei
den Falcons betrug die durchschnittliche Anzahl an Zellen 6,6 x 108 Zellen/ml, bei den Leu-
cosep™ 7,4 x 10° Zellen/ml (sieche Abbildung 4.1). Die Standardabweichungen waren bei
beiden Varianten mit 2,19 x10° (Falcon) und 2,06 x108 in einem ahnlichen Bereich.
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Abbildung 4.1 Zellanzahl nach der Isolation mit unterschiedlichen Zentrifugenréhrchen. Die
Gesamtzellzahl unterscheidet sich zwischen der Isolation mit Falcons und Leucosep™ nicht. Dargestellt
sind Mittelwerte+SD; n= 2; N=20; ungepaarter t-test; p=0,26. N=Anzahl der Messwiederholungen.
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Auch auf die Reinheit der Isolation, die mittels Durchflusszytometrie gemessen wurde, hatten
die Leucosep™ -Tubes keinen Einfluss. Beide ReaktionsgefaBe fiihren zu einer reinen Isola-
tion ohne Verunreinigungen mit Thrombozyten oder Granulozyten (siehe Abbildung 4.2 und
Abbildung 4.3).

Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Zellzusammensetzung der
PBMCs zwischen Falcon und Leucosep™ (siehe Abbildung 4.2 und Abbildung 4.3). NK-
Zellen (CD16+, CD56+) machten im Durchschnitt 3,91 % bei Falcon und 3,22 % bei Leu-
cosep™ an der Gesamtpopulation aus. Die Monozyten (CD16-, CD14+) waren mit 15,03 %
(Falcon) und 11,03 % (Leucosep™) die zweitgroBte Population. Neutrophile Granulozyten
(CD14+, CD16+) wurden weder bei der normalen Isolation (0,37 %) noch bei der mit den Leu-
cosep™ -Réhrchen (0,34 %) in nennenswertem Umfang mitisoliert. Die groBte Zellpopulation
stellten die B- und T-Lymphozyten (CD3+, CD19+, CD14-, CD16-) dar. Ihr Anteil betrug bei
Falcon 70,10 % und bei Leucosep™ 69,82 %. Interessanterweise wurden sowohl bei Falcon
als auch bei Leucosep™ unbekannte Partikel detektiert. Deren Anteil lag bei Falcon bei 10,54
% und bei Leucosep™ bei 15,52 %. Trotz mehrfacher Analyse und Uberpriifung des benutzten
DPBS und Biocolls konnte nicht geklart werden, um welche Art von Kontamination es sich
dabei handelt. Es konnte jedoch ausgeschlossen werden, dass die unbekannten Partikel Zel-

len sind.
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Abbildung 4.2 Zusammensetzung der PBMCs nach der Isolation mit A Falcon und B Leu-
cosep™ Zentrifugenrohrchen. Dargestellt sind die Ergebnisse einer Probe eines Probanden. Im
Uhrzeigersinn: Monozyten (CD14+, CD16-), B- und T-Lymphozyten (CD3+, CD19+, CD14-, CD16-),
neutrophile Granulozyten (CD14+, CD16+), NK-Zellen (CD16+, CD56+). PBMC=periphere mononucle-
are Blutzellen; N=Anzahl der Messwiederholungen. Die Durchflusszytometrie und deren Analyse er-
folgte durch Dr. Nelli Baal.
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Abbildung 4.3 Prozentuale Anteile der einzelnen Zellpopulation der isolierten PBMCs. Beide
ZentrifugengefaBe flhren zu einer reinen Isolation ohne Verunreinigungen mit Thrombozyten oder Gra-
nulozyten. Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (ns) in der Zellzusammensetzung
der PBMC zwischen Falcon und Leucosep™. Dargestellt sind Mittelwert+SEM; n=2; N=4. NK=Natrli-
che Killerzellen; N=Anzahl der Messwiederholungen Die Durchflusszytometrie mit den Isolaten und de-
ren Analyse erfolgte durch Dr. Nelli Baal.

4.1.1.2 Einfluss auf die Messung der mitochondrialen Funktion

Neben dem Einfluss auf die Effektivitat und Reinheit der Isolation sollte auBerdem noch unter-
sucht werden, ob sich die Verwendung der beiden Zentrifugenréhrchen wahrend der Isolation
auf die spateren Messungen der ATP-Spiegel oder der mitochondrialen Respiration austibt.
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Abbildung 4.4 Einfluss der verschiedenen Zentrifugationsréhrchen auf die mitochondriale
Funktion. A Komplexaktivitdt von PBMCs nach der Isolation mit Falcon oder Leucosep ™.
Die Werte wurden auf die Zellzahl normiert. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem +
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gekennzeichnet. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=2; N=5; fiir jeden Messzeitpunkt wurde ein unge-
paarter t-test durchgefihrt; p-Werte sind in Tabelle 4.1 dargestellt. B Respiratory control ratio be-
rechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe. Dargestellt sind Mittelwerte+SEM; n=2;
N=5; ungepaarter t-test; p=0,18. C Zellzahl normalisierte ATP-Spiegel von PBMCs nach der Iso-
lation mit Falcon oder Leucosep™. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n= 2; N=5; ungepaarter t-
test; 50.000 Zellen: p=0,28; 100.000 Zellen: p=0,67. ATP=Adenosintriphosphate; ETS=Elektronentrans-
portsystem; N=Anzahl der Messwiederholungen; PBMC=Periphere mononukleére Blutzellen.

Auch bei der mitochondrialen Atmung zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Falcon
und Leucosep™ —Tubes (siehe Abbildung 4.4). Firr alle Untersuchungsparameter der respi-
ratorischen Analyse wiesen die mit Falcons isolierten PBMCs ahnliche Werte auf, wie die mit
Leucosep™ isolierten (siehe Tabelle 4.1). Die respiratory control ratio (RCR) berechnet sich
aus der von der ATP-Synthase entkoppelten, maximalen Atmung (ETS) und dem Leak-Zu-
stand nach der Oligomycin-Zugabe. Je héher die RCR ist, desto besser wird der Protonengra-
dient zur ATP-Synthese genutzt. Eine geringe RCR weist auf ein hohes Leak von Protonen
Uber die mitochondriale Membran ohne Beitrag zur Energieproduktion hin. Die RCR liegt bei
den mit Leucosep™ isolierten Proben mit einem Wert von 1,15 tendenziell etwas héher als die
mit Falcons isolierten (0,87), allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,18) (siehe
Abbildung 4.4 B).

Tabelle 4.1 Vergleich Falcon vs. LeucosepTM - Mitochondriale Komplexaktivitat in isolier-
ten PBMCs.

Falcon Leucosep™ value
n=2: N=5 n=2: N=5 p-

02k-Oxygraph

[pmol/(s*IU CS)]

Endogene Atmung 1,51+0,22 1,52+0,11 0,96
K 2.35+0,50 2.40+0,20 0,94
OXPHOS 7.02+1,41 7.4440,92 0,81
ETS 6,82+1,59 7,00+1,25 0,93
Kllers 4.39+1,18 4.21+0,79 0,90
KIV 8,18+2,66 7,30+1,92 0,80

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test. ATP Adenosintriphosphate CS Citrat-Synthase K Komplex
ETS Elektronentransportsystem N Anzahl der Messwiederholungen OXPHOS Okxidative Phosphorylierung

Die PBMCs, die mit den herkdmmlichen Falcons isoliert wurden, wiesen bei 5x 10* Zellen/ml
10% (1,02 £ 1,9 uM; 0,92 + 0,19 uM; p=0,28) und bei 1x108 Zellen/m| 5 % (1,90 + 0,3 uM; 1,82
+ 0,46 pM; p=0,67) hdhere ATP-Spiegel auf, als die mit Leucosep™ isolierten (siehe Abbil-
dung 4.4 C).
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4.1.2 Einfluss von Melatonin auf die Messung der mitochondrialen Funk-
tion

Melatonin wird in circadianen Rhythmen ausgeschuittet, d.h., es liegt zu unterschiedlichen Zeit-
punkten in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Aufgrund des wahrscheinlich antioxidativen
Potentials des Hormons kdnnte dies die auf die Isolation folgende Messung der ATP-Spiegel

und der mitochondrialen Respiration beeinflussen.

4.1.2.1 Chronotype und Melatoninkonzentration

Da die Melatonin-Freisetzung stark vom Schlafverhalten abhangt, wurde ein spezieller Frage-
bogen, der Munich Chronotype Questionaire (MCTQ) nach Roenneberg et al. (2003), zur Er-
fassung des Schlafrhythmus verwendet (Roenneberg et al. 2003).

Die Auswertung dieser Fragebdgen zeigte Unterschiede in der relativen Haufigkeit der Chro-
notypen von Frauen und Mannern. Die Chronotypen der Frauen variierten von 3 bis 5, aller-
dings wiesen die meisten Frauen einen Chronotypen von 4 auf. Dies bedeutet, dass die weib-
lichen Probanden in dieser Studie eher zum Friihaufstehen neigten. Die mannlichen Proban-
den zeigten Chronotypen von 3 bis 7, was wiederum eine spatere Aufwachzeit indiziert (siehe
Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5 Chronotypen von weiblichen und mannlichen Probanden. Der spezifische Chro-
notyp kann anhand des Schlafverhaltens unter Verwendung eines speziellen Fragebogens (MCTQ=
Munich ChronoType Questionaire) erfasst werden. Auf diesem Weg kdnnen Tendenzen identifiziert
werden, die zum Teil bestimmte genetische Charakteristika indizieren. Die Chronotypen werden diffe-
renziert in "Larchen" (niedriger Chronotype) und "Eulen" (hoher Chronotype), die wiederum eine Ten-
denz zum Frihaufstehen “morningness” oder spét ins Bett gehen “eveningness” bedingen; n=20.
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Die Tendenz der Frauen zu morningness ist konsistent mit den Erkenntnissen der Melatonin-
bestimmung im Serum. Um 8 Uhr zeigten die Frauen niedrigere Melatoninspiegel als die Man-
ner. AuBerdem konnte bei den Frauen kein Unterschied in der Melatoninkonzentration zwi-
schen 8 Uhr und 14 Uhr festgestellt werden, wohingegen sich die Melatoninkonzentration der
Méanner zwischen den beiden Zeitpunkten signifikant unterschieden (p=0,04) (siehe Abbil-
dung 4.6).
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Abbildung 4.6 Melatonin-Konzentration der A weiblichen und B mannlichen Probanden um
8 und 14 Uhr. Bei den Frauen konnte kein Unterschied in der Melatoninkonzentration zwischen 8 Uhr
und 14 Uhr festgestellt werden, wohingegen sich die Melatoninkonzentration der Manner zwischen den
beiden Zeitpunkten signifikant unterscheidet. Dargestellt sind Mittelwerte+SEM; n=20; N=40; gepaarter
t-test; A: p=0,20; B: p=0,04; (*p<0.05); N=Anzahl der Messwiederholungen.

4.1.2.2 Einfluss von Melatonin auf mitochondriale Parameter

Melatonin hat einen positiven Einfluss auf die mitochondriale Atmungskette und hier vor allem
auf Komplex | und IV und durch die ATP-Synthase auch auf die ATP-Produktion (Martin et al.
2000; Martin et al. 2002; Lowes et al. 2013; Agil et al. 2015).

Bei einer auf Mitochondrien und oxidativen Stress fokussierten Forschung mit PBMCs kénnte
aus diesem Grund eine Blutabnahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Ergebnisse beein-
flussen. Die Messung der mitochondrialen Atmung, der ATP-Spiegel und Citratsynthase-Akti-
vitat in isolierten PBMCs wurde deshalb daflir genutzt, den Einfluss von Melatonin auf die

mitochondriale Funktion zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten zu untersuchen

Als Marker fiir die mitochondriale Masse wurde die Citratsynthase-Aktivitat (CS) bestimmt. Die
CS ist ein Enzym des Citratzyklus und ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert (Larsen et
al. 2012).
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Die Citratsynthase-Aktivitat unterschied sich weder bei den weiblichen noch bei den mannli-
chen Teilnehmern zwischen den zwei Blutabnahmezeitpunkten (siehe Abbildung 4.7 A und
B).

Bei den weiblichen Probanden zeigten sich keine Unterschiede der mitochondrialen Respira-
tion (siehe Abbildung 4.7 C). Bei den ménnlichen Probanden kam es bei den PBMCs aus
dem Blut von der Abnahme um 14 Uhr zu einer signifikanten Abnahme der Komplex [V-Aktivi-
tat (siehe Abbildung 4.7 D und Tabelle 4.2). Die maximale Atmungskapazitat (ETS) war am
Nachmittag tendenziell niedriger (p=0,07) als am Vormittag. Die mitochondriale Atmung wurde
auf die CS-Aktivitat normiert und die Ergebnisse beziehen sich somit auf die maximale Atmung
pro Mitochondrium. Bei der RCR konnten weder bei den weiblichen noch bei den mannlichen
Probanden Unterschiede detektiert werden, d.h. beide Geschlechter nutzen den Protonengra-
dienten zu beiden Zeitpunkten gleich effektiv zur ATP-Synthese.
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Abbildung 4.7 Einfluss des Melatonins auf die mitochondriale Respiration. Aktivitat des mi-
tochondrialen Massemarkers Citratsynthase (CS) in isolierten PBMCs von A Frauen und B
Manner. Die Aktivitat der CS unterscheidet sich zwischen den zwei Zeitpunkten bei beiden Geschlech-
tern nicht. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=20; N=40; gepaarter t-test; A: p=0,12 B: p=0,23. Mito-
chondriale Atmung der isolierten PBMCs von C weiblichen und D mannlichen Probanden
gemessen mit high-resolution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf international Einheiten
(IU) der Citratsynthase-Aktivitét. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeich-
net. Dargestellt sind MittelwertextSEM; n=20; N=60; fir jeden Messzeitpunkt wurde ein gepaarter t-test
durchgeflhrt; p-Werte sind in Tabelle 4.2 dargestellt (*p<0.05; **p<0.01). Respiratory control ratio
berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei E weiblichen und F méannlichen
Probanden. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=20; N=40; gepaarter t-test; E: p=0,32 F: p=0.42.
ATP=Adenosintriphosphate; CS=Citratsynthase; ETS=Elektronentransportsystem; G=Glutamat;
M=Malat; N=Anzahl der Messwiederholungen; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylie-
rung; PBMC=Periphere mononukleédre Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio.
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Die Aktivitat der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe (KI-KIV) bildet einen Protonengra-
dienten an der inneren Mitochondrienmembran. Das daraus resultierende Membranpotential

reprasentiert die treibende Kraft flr die Aktivitat des Komplexes V (F1/Fo-ATPase) und damit
die Produktion von ATP.

Passend zur Abnahme der Komplex IV-Aktivitat kam es auch bei den ATP-Spiegeln der Mén-
ner zu einem signifikanten Abfall um 14 Uhr (siehe Abbildung 4.8). Bei den weiblichen Pro-
banden unterschieden sich die ATP-Spiegel zwischen den beiden Zeitpunkten nicht. Dies ist
ebenfalls konsistent zu den Ergebnissen der Messung der Melatoninkonzentrationen und der
mitochondrialen Respiration.
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Abbildung 4.8 Zellzahl normalisierte ATP-Spiegel in isolierten PBMCs von A weiblichen und
B ménnlichen Probanden. Die mannlichen Probanden zeigten signifikant hohere ATP-Spiegel am
Vormittag. In den Proben der weiblichen Probanden konnten keine Unterschiede festgestellt werden.
Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=20; N=60; gepaarter t-test; A: p=0.61; B: p=0,02 (*p<0.05);
ATP=Adenosintriphosphat; N=Anzahl der Messwiederholungen; PBMC=periphere mononukleére Blut-
zellen.
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Tabelle 4.2 Melatonin-Studie - Mitochondriale Komplexaktivitat in isolierten PBMCs.

Frauen p-value Manner p-value
n=10 n=10

Zeit 8Uhr 14Uhr 8Uhr 14Uhr
O2k-Oxygraph

[pmol/(s*IU CS)]

rE]ndr]Ogene At- 110,044,62 | 109,415,77 0,96 107,443,26 | 110,00+2,69 | 0,60
KIu : 161,2+10,86 | 160,0+10,14 0,94 160,045,93 | 156,415,46 0,45
OXPHOS 399,6+26,96 | 402,6+23,24 0,93 289,7+13,25 | 272,5+12,12 | 0,77
ETS 526,3+30,06 | 527,0+32,07 0,98 514,9+16,57 | 470,2+14,42 | 0,07
Kllers 316,5+16,75 | 319,6+20,19 0,92 289,7+9,46 | 273,948,78 0,29
KIvV 580,4+36,14 | 541,5+36,25 0,40 511,2+32,22 | 423,4424,50 | 0,03*

Dargestellt sind MittelwerteSEM, gepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0.05;
**p<0.01). ATP Adenosintriphosphat CS Citrat-Synthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS
Oxidative Phosphorylierung.
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4.2 Untersuchung der mitochondrialen Funktion in PBMCs und
dem Gehirn

Nach Abschluss der Etablierungsversuche sollte die Methode genutzt werden, um die mito-
chondriale Funktion in Menschen zu untersuchen. Dies sollte auf der einen Seite der Erfas-
sung von geschlechts- oder altersassoziierten Unterschieden dienen (PECEME und PE-
CEMA), auf der anderen Seite aber auch, um zu untersuchen, ob die mitochondriale Funktion
in PBMCs mit mitochondrialen Markern des Gehirns korreliert (siehe 4.2.1 und 4.2.2). Weiter-
hin wurde die Messung der mitochondrialen Funktion in PBMCs genutzt, um die Effektivitat
einer multimodalen Intervention auf die humane mitochondriale Aktivitéat von Personen mit mil-

den kognitiven Beeintrachtigungen zu erforschen (siehe 4.2.3).

4.2.1 Studie 1: Etablierung von Biomarkern zur Erfassung des periphe-
ren und zerebralen Energiemetabolismus (PECEME)

Um zu untersuchen, ob die mitochondriale Funktion in der Peripherie mit der mitochondrialen
Funktion im Gehirn korreliert, wurden bei gesunden jungen Mannern (n=9) und Frauen (n=15)
Marker der mitochondrialen Funktion in PBMCs und im Gehirn erfasst. Zur Bestimmung der
mitochondrialen Funktion in PBMCs wurden die ATP-Spiegel gemessen und die mitochondri-
ale Atmungsaktivitat mittels hochauflésender Respirometrie mit dem Oxygraph detektiert. Als
mitochondrialer Marker im Gehirn wurde die Aminosaure N-Acetyl-Aspartat (NAA) mittels 'H-
Magnetresonanzspekiroskopie gemessen. Im Anschluss wurden die Parameter genutzt, um
potenzielle geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in PBMCs
und dem Gehirn aufzudecken. Zur Ergédnzung der Daten aus der ATP-Messung und der Mes-
sung der Komplexaktivitat der mitochondrialen Atmungskette wurden mittels real-Time gPCR
die Genexpression von Genen der Mitogenese und der antioxidativen Abwehr analysiert.

Wie in der Abbildung 4.9 zu sehen ist, konnte zwischen dem individuellen Gehalt an NAA in
grauer und weiBBer Hirnmasse (GM und WM) keine signifikante Korrelation mit dem ATP-Ge-
halt oder der CS-Aktivitat in PBMCs festgestellt werden (siehe Tabelle 4.3).
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Abbildung 4.9 Korrelationen. Korrelation zwischen der Citratsynthase (CS)-Aktivitat in PBMCs und
der N-Acetyl-Aspartat (NAA)-Konzentration von mannlichen Probanden in A der grauen Substanz (GM)
und B der weiBen Substanz (WM) und der weiblichen Probanden in C der GM und in D der WM. Kor-
relation zwischen den ATP-Spiegeln in PBMCs und der NAA Konzentration bei mannlichen Probanden
in E GM und F WM und bei weiblichen Probanden in G GM und H WM. n=22-24; p-Werte und Pearson
r sind in Tabelle 4.2 dargestellt. ATP=Adenosintriphosphate; CS=Citratsynthase; GM=graue Masse;

NAA=N-Acetyl-Aspartat; WM=wei3e Masse.
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Tabelle 4.3 Korrelationen der Werte aus dem Gehirn und den PBMCs.

Korrelierte Werte Pearsonr p-Werte

NAA GM [mmol] vs. CS [IU/108 Zellen] 0,55 0,15

NAA WM [mmol] vs. CS [IU/108 Zellen] 0,53 0,17

Manner NAA GM [mmol] vs. ATP- Spiegel [uM/105 Zellen] 0,46 0,26
n=9 NAA WM [mmol] vs. ATP- Spiegel [uM/105 Zellen] 0,45 0,26
NAA GM [mmol] vs. KI Aktivitat [pmol/(s*IU CS)] 0,34 0,33

NAA WM [mmol] vs. Kl Aktivitat [pmol/(s*IU CS)] 0,41 0,32

.......................... S AAGM[mmoI]vsCS[IU/1OGZeIIen] 006082

NAA WM [mmol] vs. CS [IU/108 Zellen] 0,25 0,40

Frauen NAA GM [mmol] vs. ATP- Spiegel [uM/105 Zellen] 0,37 0,17
n=15 NAA WM [mmol] vs. ATP- Spiegel [uM/105 Zellen] 0,45 0,28
NAA GM [mmol] vs. Kl Aktivitat [pmol/(s*IU CS)] 0,30 0,38

NAA WM [mmol] vs. Kl Aktivitat [pmol/(s*IU CS)] 0,04 0,90

ATP Adenosintriphosphat, KI Komplex I, CS Citratsynthase, GM graue Substanz, NAA N-Acetyl-Aspartat, WM
weiBBe Substanz

Die gleichen Methoden wurden genutzt, um die mitochondriale Funktion in PBMCs und dem
Gehirn von Méannern und Frauen zu vergleichen und so potenzielle geschlechtsspezifische
Unterschiede zu identifizieren.

Die Citratsynthase-Aktivitat der weiblichen Probanden war signifikant hdher (p=0,04) als die
der ménnlichen (siehe Abbildung 4.10 A). Auch die auf die CS normierte mitochondriale At-
mung war bei den Frauen héher als bei den Mannern. Die Grundatmung (endogene Atmung),
die Komplex | und die Komplex Il Aktivitat, die oxidative Phosphorylierung sowie auch die
Komplex IV Aktivitat waren signifikant erhoht (siehe Abbildung 4.10 B und Tabelle 4.4). Der
RCR war bei den Frauen und Mannern gleich (siehe Abbildung 4.10 C). Die gesteigerte Ak-
tivitdt der gesamten Atmungskette der weiblichen Probanden ist im Einklang mit den um 10 %
héheren ATP-Spiegeln im Vergleich zu den mannlichen Studienteilnehmern (siehe Abbildung
4.10 D). Bei den Frauen konnten ATP-Konzentrationen von 2,5 + 0,2 uM ATP/ 10° Zellen ge-
messen werden, bei den Mannern von 2,2 + 0,3 pM ATP/ 10° Zellen (p=0,45).
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Abbildung 4.10 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in mitochondrialen Parametern in
PBMCs. A Citratsynthase (CS)-Aktivitat in isolierten PBMCs von weiblichen und ménnlichen
Probanden. Die CS-Aktivitat war in den Proben der Frauen signifikant héher als die der Manner. Dar-
gestellt sind MittelwertetSEM, n=21, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur; n?=0,29; p=0,04;
(*p<0,05). B Mitochondriale Respiration der isolierten PBMCs von weiblichen und méannli-
chen Probanden. Die Werte sind normiert auf international Einheiten (1U) der Citratsynthase-Aktivitat.
Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittel-
wertexSEM; n=19; fiir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur durch-
gefiihrt; p-Werte und die Effektstérke sind in Tabelle 4.3 dargestellt; (*p<0,05; **p<0,01). C Respiratory
control ratio berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei weiblichen und ménn-
lichen Probanden. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=19; ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur.
D Zellzahl normalisierte ATP-Level in isolierten PBMCs von weiblichen und méannlichen Pro-
banden. Dargestellt sind MittelwertexSEM, n=24, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur; n2=0,04;
p=0,4. ATP=Adenosintriphosphate; ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsynthase; ETS=Elektronen-
transportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat; M=Ma-
lat; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukleare Blutzel-
len; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.
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Tabelle 4.4 PECEME-Studie - Mitochondriale Komplexaktivitét in isolierten PBMCs.

Frr]a=l11§n Mﬁzger p-Wert 0?2

O2k-Oxygraph

[pmol/ (s*IU CS]

Endogene Atmung 205,8+12,4 145+14,8 0,007** 0,40
Kl 453,6+36,0 313+39,6 0,02* 0,30
OXPHOS 1096,0+86,4 814,5+76,1 0,03* 0,27
ETS 1028+94,8 772,2469,1 0,04* 0,22
Kllers 612,8+42,3 448,5+34,5 0,008** 0,36
KIV 1495+104,6 1045+85,12 0,004** 0,40

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur, signifikante Unterschiede sind durch
ein * markiert; (*p<0.05; **p<0.01). n? Effektstarke; CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem
OXPHOS Oxidative Phosphorylierung.

NAA ist ein Marker flr den neuronalen Energieverbrauch und diente in dieser Studie deshalb
als Marker fir die mitochondriale Funktion im Gehirn. Auch hier zeigten die Frauen in der
totalen weiBen und grauen Substanz signifikant hdhere NAA-Konzentrationen (GM: p=0,009;
WM: p=0,01) als die Manner (siehe Abbildung 4.11). Die NAA-Spiegel der weiblichen Pro-
banden lagen in der grauen Substanz bei 12,27 + 0,19 mmol/L und bei den mannlichen bei
11,35 + 0,25 mmol/L. In der weiBen Substanz zeigten die weiblichen Probanden NAA-Kon-
zentrationen von 14,79 £ 038 mmol/l und die mannlichen von 13,32 + 0,4 mmol/l.
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Abbildung 4.11 NAA Konzentrationen in den A graue Substanz (GM) und B weiBBer Substanz
(WM) Regionen in weiblichen und méannlichen Probanden. Dargestellt sind MittelwertetSEM,
n=24, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur; A: n2=0,35; p=0,009; B: n2=0,25; p=0,01; (*p<0,05;
**p<0,01). GM=Graue Substanz; NAA=N-Acetyl-Aspartat; WM=wei3e Substanz.

Um zu untersuchen, ob sich diese geschlechtsspezifischen Unterschiede auch auf molekular-
genetischer Ebene finden, wurden Gene der mitochondrialen Biogenese und der antioxidati-

ven Abwehr mittels real-time gPCR analysiert.
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Die mRNA-Expression war bei den mannlichen Probanden bei allen Genen der mitochondria-
len Biogenese tendenziell héher als bei den weiblichen Probanden (siehe Abbildung 4.12 und
Tabelle 4.5). Dies zeigte sich ebenfalls bei der Expression fir Komplex | und IV. Die Komplex
V und Citratsynthase-Expression unterschieden sich zwischen den Frauen und Mannern nicht.
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Abbildung 4.12 mRNA-Expression von Genen der mitochondrialen Biogenese. Dargestellt
sind Mittelwerte+SEM, n=23, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur; p-Werte sind in Tabelle 4.4 dar-
gestellt. CREB1=cAMP response element-binding protein; CS=Citratsynthase; K=Komplex; NRF1=nu-
clear respiratory factor 1; SIRT1=Sirtuin 1; TFAM=mitochondrialer Transkriptionsfaktor A.

Die mRNA-Expression der antioxidativen Enzyme Katalase (CAT) und Glutathionperoxidase

1 (GPx1) unterschied sich zwischen den Mannern und Frauen nicht. Die mannlichen Proban-
den zeigten allerdings eine signifikant (p=0,049) héhere mRNA-Expression der Superoxiddis-
mutase 2 (SOD2) (siehe Abbildung 4.13 und Tabelle 4.5).
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Abbildung 4.13 mRNA-Expression von Gene der antioxidativen Abwehr. Dargestellt sind Mit-
telwerte£SEM, n=23, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur; p-Werte sind in Tabelle 4.4 dargestellt;
(*p<0,05). CAT=Katalase; GPx1=Glutathionperoxidase 1; SOD2=Superoxidismutase 2.
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Tabelle 4.5 mRNA-Expression.

Frauen vimer piter
Kl 1,0340,32 2,1310,76 0,21
KIV 1,5710,24 2,7310,54 0,07
KV 1,0940,12 0,9810,22 0,65
CS 1,24+0,13 1,11+0,24 0,96
CREB1 1,21+0,12 1,66+0,36 0,26
SIRT1 1,65%0,32 2,08+0,56 0,52
NRF1 1,4110,75 1,96+0,41 0,26
TFAM 1,17%0,90 1,94+0,49 0,17
GPX1 0,60+0,09 0,7510,23 0,89
SOD2 0,96+0,06 1,2540,11 0,05*
CAT 0,96+0,08 0,94+0,11 0,88

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test mit Welchs’s Korrektur, signifikante Unterschiede sind durch
ein * markiert; (*p<0.05). CAT Catalase CREB1 cAMP response element-binding protein CS Citratsynthase K Kom-
plex GPX1 Glutathionperoxidase 1 NRF1 Nuclear respiratory factor 1 SIRT1 Sirtuin 1 SOD Superoxidismutase
TFAM mitochondrial transcription factor A.

4.2.2 Studie 2: Etablierung von Biomarkern zur Erfassung des periphe-
ren und zerebralen Energiemetabolismus im Alter (PECEMA-Stu-
die)

Nach der Erforschung der geschlechtsassoziierten Unterschiede in der PECEME-Studie soll-
ten in der PECEMA-Studie die altersassoziierten Unterschiede in der mitochondrialen Funktion
in PBMCs von gesunden jungen und alten Probanden untersucht werden. Dadurch sollte eru-
iert werden, ob auch bei gesunden alteren Personen mit dieser Methode schon Beeintrachti-

gungen der mitochondrialen Funktion identifiziert werden kénnen.

Dazu wurden, wie auch bereits in der PECEME-Studie, mitochondriale Parameter wie die
ATP-Spiegel, die Citratsynthase-Aktivitdt und die Atmungsaktivitat mittels hochauflésender
Respirometrie in isolierten PBMCs analysiert.

Bei der Citratsynthase-Aktivitat konnten weder bei Frauen noch bei den Ménnern altersbe-
dingte Unterschiede detektiert werden (siehe Abbildung 4.14 A). Auch die Fahigkeit der Nut-
zung des Protonengradienten fur die ATP-Produktion (RCR) war bei den weiblichen und
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mannlichen Probanden sowohl in der jungen, als auch in der alten Gruppe gleich (siehe Ab-
bildung 4.14 C). Die auf die Citratsynthase normierte mitochondriale Komplexaktivitat war in
fast allen Stadien zwischen den Altersgruppen gleich. Beim Komplex IV konnte eine altersas-
soziierte signifikante Abnahme der Aktivitat sowohl bei den Frauen als auch bei den Mannern
beobachtet werden (Frauen: p=0,03; Manner: p=0,04) (siehe Abbildung 4.14 B und Tabelle
4.6). Diese altersbedingte, niedrigere Komplex IV Aktivitat flhrt zu einer geringeren ATP- Pro-
duktion. Die gemessenen ATP-Spiegel waren in der der alten Gruppe sowohl bei den Frauen
(p=0,04) als auch bei den Mannern (p=0,03) im Vergleich zur jungen Gruppe signifikant nied-
riger (siche Abbildung 4.14 D).
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Abbildung 4.14 Altersassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in PBMCs.
A Aktivitat des mitochondrialen Massemarker Citratsynthase (CS). Die Aktivitat der CS unter-
schied sich zwischen den jungen und alten Frauen sowie zwischen den jungen und alten Mannern
nicht. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=115; ungepaarter t-test. B Mitochondriale Atmung der
isolierten PBMCs von weiblichen und méannlichen, jungen und alten Probanden gemessen
mit high-resolution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf internationale Einheiten (IU) der
Citratsynthase-Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dar-
gestellt sind MittelwertexSEM; n=115; flir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test durchge-
fuhrt; p-Werte sind in Tabelle 4.5 dargestellt (*p<0.05). C Respiratory control ratio berechnet aus
Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei weiblichen und ménnlichen, jungen und alten Pro-
banden. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=115; ungepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-
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Level. Dargestellt sind MittelwertextSEM, n=130, ungepaarter t-test; Frauen: p= 0,04; Manner: p=0,03;
(*p<0.05). ATP = Adenosintriphosphate; ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsynthase; ETS=Elektro-
nentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat;
M=Malat; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukleére
Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.

Tabelle 4.6 PECEMA-Studie - Mitochondriale Komplexaktivitat.

Frauen Manner
Probanden value
n=59 p-value n=57 P
Jung Alt Jung Alt
Gruppe n=28 n=31 n=29 n=28
02k-Oxygraph
[pmol/(s*IU CS)]
Endogene At- 136,646,00 | 125,846,226 | 022 | 138,8+6,06 | 134,748,08 | 0,68
mung
KI 134,245,85 | 122,445,11 0,13 133,049,31 | 131,7+10,57 0,93
OXPHOS 398,0+£19,65 | 369,3+13,48 0,23 372,3+23,06 | 372,0+21,46 0,99
ETS 504,1+21,65 | 469,9+18,29 0,23 476,2+25,82 | 447,9+26,23 0,44
Kllers 286,1+14,49 | 275,5+12,59 0,58 267,5+16,14 | 248,1+14,58 0,38
KIV 577,0+32,09 | 497,8+19,79 0,03* 487,5+30,98 | 390,8+35,69 | 0,04*

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0.05).
CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung.

4.2.3 Studie 3: Multimodale Strategien zur Pravention der Alzheimer Er-
krankung (MIND ADmini-Studie)

In dieser randomisiert kontrollierten, multizentralen Studie mit Patienten mit milden kognitiven
Beeintrachtigungen sollte untersucht werden, wie sich eine sechsmonatige multimodale Inter-
vention (Kognition, Ernahrung und Bewegung) auf die kognitive und mitochondriale Funktion
ausubt und welchen Einfluss sie auf metabolische Parameter wie Cholesterin, Interleukine,
Triglyceride und den Omega-3-Index hat.

Dazu wurden vor (Visit 1) und nach (Visit 2) der Intervention anthropometrische und metabo-
lische Parameter bestimmt sowie die mitochondriale Funktion in PBMCs gemessen. Die Daten
der kognitiven und physischen Untersuchungen sind nicht Teil dieser Arbeit.

4.2.3.1 Einfluss der multimodalen Intervention auf metabolische Parameter

Das Gewicht sowie der Waist-Hip-Ratio wurden bei den beiden Interventionsgruppen Lifestyle
und Lifestyle&Food beim Visit 1 und Visit 2 erfasst sowie im Rahmen der individuellen Ernah-

rungsberatung nach drei und vier Monaten (siehe Abbildung 4.15). Bei der Lifestyle-Gruppe
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zeigten sich weder bei den weiblichen noch bei den mannlichen Probanden Verédnderungen
bezuglich des Gewichts oder des Waist-Hip-Ratio. Bei der Lifestyle&Food-Gruppe zeigte sich
bei den weiblichen (p=0,09) und mannlichen Probanden (p=0,05) eine leichte Gewichtszu-
nahme zwischen Visit 1 und Visit 2. Bei der Messung des Waist-Hip-Ratios konnten keine
Veranderungen beobachtet werden.
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Abbildung 4.15 Anthropometrische Daten. Gewichtsverlauf der A weiblichen Probanden und B
mannlichen Probanden der Interventionsgruppen beim Visit 1, nach 3 und 4 Monaten und beim Visit 2.
Dargestellt sind MittelwertextSEM; n=22; ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons
test. C Waist-Hip-Ratio der weiblichen Probanden und D der mannlichen Probanden beim Visit 1, nach
3 und 4 Monaten und beim Visit 2. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=22, ordinary one-way ANOVA
mit Sidak’s multiple comparisons test. Die rote Linie ist der Grenzwert, ab dem das Risiko fir Adipositas-
assoziierte metabolische Komplikation steigt.

Far die Untersuchung der multimodalen Intervention auf metabolische Parameter wurde eine
umfangreiche Blutanalyse durchgefihrt. Bei der Bestimmung der Cholesterinwerte zeigte sich
bei der Kontroll-Gruppe ein leichter Anstieg von Visit 1 zu Visit 2 (p=0,06). Bei der Life-
style&Food -Gruppe, die im Rahmen der Intervention taglich einen mit Omega-3- Fettsauren
angereicherten Drink auf Milchbasis verzehren musste, kam es zu einem signifikanten Anstieg
der Gesamtcholesterinwerte von Visit 1 zu Visit 2 (p=0,009). Die HDL-Fraktion des Choleste-

rins war in signifikant héheren Konzentrationen beim Visit 2 vorhanden (p=0,02), die LDL-
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Fraktion zeigte nur eine Tendenz zu héheren Werten (p=0,08). Bei der Lifestyle-Gruppe blie-
ben die Cholesterinwerte unverandert. Bei der Bestimmung des Verhéltnisses von LDL- zu
HDL-Cholesterin (Abbildung 4.16 B) sowie der Triglycerid-Gehalte im Blut (Abbildung 4.16
E) konnten in allen drei Gruppen keine Veranderungen gemessen werden. Die Konzentratio-
nen des Entziindungsmarkers Interleukin-6 blieben bei der Kontrollgruppe unverandert. Bei
der Lifestyle-Gruppe lagen die Werte im Vergleich zum Visit 1 beim Visit 2 tendenziell etwas
héher (p=0,05). Die Werte der Lifestyle&Food-Gruppe waren beim Visit 2 ebenfalls tendenziell
etwas erhdht (p=0,2). Alle weiteren Ergebnisse der Blutuntersuchungen sind in Tabelle A1 im
Anhang dargestellt.

Alle drei Gruppen bekamen fir die sechsmonatige Intervention die Empfehlung einer mediter-
ranen Erndhrungsform (siehe 1.4.1). Die Interventionsgruppen wurden in den monatlichen Ein-
zel- und Gruppenernahrungsberatungen angehalten, ihre Zufuhr an Omega-3-Fettsaure rei-
chen Lebensmitteln zu steigern. Zudem mussten die Probanden der Lifestyle&Food -Gruppe
taglich einen mit Omega-3-Fettsduren angereicherten Drink verzehren. Aus diesem Grund
wurde bei allen Probanden zum Visit 1 und 2 eine Analyse des Fettsaureprofils durchgefiihrt
(siehe Abbildung 4.17). Zuséatzlich wurde der HS-Omega-3-Index bestimmt (Abbildung
4.18). Dieser spiegelt das Verhaltnis der Omega-3-Fettsduren Eicosapentaensaure (EPA) und
Docosahexaensaure (DHA) zueinander wider.

Die Konzentration der Omega-3-Fettsauren EPA und DHA waren nach der sechsmonatigen
Intervention in der Lifestyle&Food-Gruppe signifikant erhdht (EPA: p=0,01; DHA: p=0,002)
(siehe Abbildung 4.17 A). Bei der Kontroll-Gruppe und bei der Lifestyle-Gruppe konnten bei
diesen beiden Fettsduren keine Unterschiede zwischen Visit 1 und Visit 2 detektiert werden.
Der Unterschied zwischen dem DHA-Spiegel der Lifestyle und der Lifestyle&Food-Gruppe war
signifikant. Die Konzentrationen der y-Linolensaure der Kontroll-Gruppe lagen bei Visit 1
(p=0,008) und Visit 2 (p=0,02) signifikant héher als bei der Lifestyle-Gruppe (siehe Abbildung
4.17 B). Die anderen Gruppen unterschieden sich weder bei der y- noch bei der a-Linolen-
saure und auch innerhalb der Gruppen konnte durch die Intervention keine Veranderung er-
reicht werden. Die Ols&ure- und Linolsiure-Spiegel unterschieden sich weder innerhalb der
Gruppen noch zwischen den Gruppen (siehe Abbildung 4.17 C).
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Abbildung 4.16 Ergebnisse der Bestimmung der Blutparameter. A Cholesterin B LDL/HDL-
Ratio C LDL und D HDL E Triglyceride und F Interleukin-6. Dargestellt sind Mittelwerte+SEM;
n=22; gepaarter t-test; A: Ko: p=0,06, L&F: p=0,009; C: L&F: p=0,08; D: L&F: p=0,02 F: Ls: p=0,05;
(*p<0,05; **p<0,01); HDL=High density lipoprotein; Ko=Kontrolle; LDL=low density lipoprotein; Ls=Life-
style; L&F=Lifestyle&Food.
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Abbildung 4.17 Ergebnisse der Bestimmung des Fettsaureprofils in Erythrozyten. A Kon-
zentration der Fettsduren Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaenséaure (DHA). Dar-
gestellt sind Mittelwerte£SEM; n=22; gepaarter t-test oder ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple
comparisons test; EPA: p=0,01; DHA: p=0,002; #: p=0,01 (*p<0,05; #p<0,05; **p<0,01). B Konzentra-
tionen der Fettsduren y- und a-Linolenséaure. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=22; gepaarter
t-test oder ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test; p=0,008; #: p=0,02
(#p<0,05; ##p<0,01). C Konzentrationen der Fettsauren Olsaure und Linolséure. Dargestellt sind
Mittelwerte£SEM; n=22; gepaarter t-test oder ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple compari-
sons test. DHA=Docosahexaensaure; EPA=Eicosapentaensaure.

Zu Beginn der Studie lag der HS-Omega-3-Index bei allen Probanden auf einem &hnlichen
Niveau (siehe Abbildung 4.18 A) (Ko: 5,95 %; Ls: 7 %; L&F: 5,8 %). Nach der Intervention
war der Omega-3-Index der Lifestyle&Food- Gruppe im Vergleich zur Lifestyle-Gruppe signifi-
kant erhéht (p=0,01). Auch im Vergleich zur Kontrollgruppe wies die Gruppe mit dem Omega-
3-FS Drink einen héheren Omega-3-Index auf (p=0,08). Nach sechs Monaten zeigte die Kon-
troligruppe tendenziell h6here Omega-3-Spiegel im Blut, allerdings war der Anstieg nicht sig-
nifikant (p=0,06) (sieche Abbildung 4.18 B). Bei der Lifestyle-Gruppe konnte keine Verbesse-
rung des Omega-3-Indexes durch die sechsmonatige Intervention detektiert werden. Bei der
Lifestyle&Food-Gruppe kam es wie erwartet zu einem signifikanten Anstieg des Omega-3-
Indexes von Visit 1 zu Visit 2 (p<0,001).
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Abbildung 4.18 Ergebnisse der Bestimmung des HS- Omega-3-Index in Erythrozyten. A Ver-
gleich des HS-Omega-3-Indexes zwischen den Gruppen Ko, Ls und L&F beim Visit 1 und
nach der sechsmonatigen Intervention beim Visit 2. Dargestellt sind MittelwertetSEM; ordinary
one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test; n=22; Visit 2: Ko vs. Ls: p=0,71 Ko vs. L&F:
p=0,08; Ls vs. L&F: p=0,01. (*p<0,05). B Vergleich des HS-Omega-3-Index beim Visit 1 und Visit
2. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=22; gepaarter t-test; Ko: p=0,06, Ls: p=0,47; L&F: p<0,001
(****p<0,001). Ko=Kontrolle; Ls=Lifestyle; L&F=Lifestyle&Food.

4.2.3.2 Einfluss der multimodalen Intervention auf die mitochondriale Funktion

Neben dem Einfluss auf die metabolischen Parameter sollte ebenfalls untersucht werden, wel-
che Auswirkungen die Intervention auf die mitochondriale Funktion der peripheren mononuk-
ledren Blutzellen (PBMCs) hat. Nach dem Visit 1 wurden die inkludierten Probanden gleich-
maBig auf die drei Gruppen randomisiert. Trotz der zufalligen Einteilung in die Gruppen zeigten
sich zum Visit 1 keine signifikanten Unterschiede bei der Citratsynthase-Aktivitat zwischen den
einzelnen Gruppen (siche Abbildung 4.19 A). Auch bei der mitochondrialen Atmung sowie
beim RCR konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen detektiert werden (siehe Ab-
bildung 4.19 B und C). Die ATP-Spiegel unterschieden sich passend zu den anderen Ergeb-
nissen ebenfalls nicht (sieche Abbildung 4.19 D). Dies ist eine wichtige Voraussetzung, um die

Gruppen nach der sechsmonatigen Intervention auch untereinander vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 4.19 Ergebnisse der Untersuchungen der mitochondrialen Funktion beim Visit 1.
A Citratsynthase (CS)-Aktivitat in isolierten PBMCs. Dargestellt sind MittelwertexSEM, n=24, or-
dinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test. B Mitochondriale Respiration der
isolierten PBMCs. Die Werte sind normiert auf internationale Einheiten (IU) der Citratsynthase-Aktivi-
tat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittel-
wertexSEM; n=24; fir jeden Messzeitpunkt wurde ein ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple
comparison test durchgefiinrt. C Respiratory control ratio berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach
Oligomycin-Zugabe. Dargestellt sind MittelwertextSEM; n=24; ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s
multiple comparison test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level in isolierten PBMCs. Dargestellt
sind Mittelwerte+SEM, n=24, ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test. ADP=A-
denosindiphosphat; CS=Citratsynthase; ETS=Elektronentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat; Ko=Kontrolle; Ls=Lifestyle; L&F=Lifestyle&Food;
M=Malat; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukleére
Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.

Nach Abschluss der sechsmonatigen Intervention wurde erneut die mitochondriale Funktion
in den PBMCs untersucht. Die Intervention flihrte zu keiner Erhéhung der Citratsynthase-Ak-
tivitat bei der Lifestyle- oder Lifestyle&Food-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (siehe
Abbildung 4.20 A). Es konnte auch kein Unterschied innerhalb der Gruppen zwischen Visit 1
und Visit 2 festgestellt werden. Die auf die CS normierte mitochondriale Komplexaktivitat un-
terschied sich zwischen den drei Gruppen nicht (siehe Abbildung 4.20 B und Tabelle A2).
Die Grundatmung (Endogen) war bei der Kontrollgruppe nach den sechs Monaten signifikant
erhéht. Im Stadium der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) konnte bei allen drei Gruppen
ein signifikanter Anstieg der Aktivitat im Vergleich zum Visit 1 detektiert werden (Ko: p=0,0002
Ls: p=0,02 L&F: p=0,005), wohingegen die Komplex IV Aktivitat bei allen Gruppen signifikant
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niedriger war (Ko: p=0,005 LS: p=0,01 L&F: p=0,04). Bei allen anderen Stadien konnten keine
Unterschiede zum Visit 1 gemessen werden. Auch bei der RCR zeigten sich keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen oder im Vergleich zum Visit 1 (siehe Abbildung 4.20 C). Trotz
des signifikanten Abfalls der Komplex IV-Aktivitat kam es weder innerhalb noch zwischen den
Gruppen zu einer Abnahme der ATP-Konzentrationen (siehe Abbildung 4.20 D).
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Abbildung 4.20 Einfluss der sechsmonatigen Intervention auf die mitochondriale Funktion.
A Citratsynthase (CS)-Aktivitat in isolierten PBMCs. Dargestellt sind MittelwertexSEM, n=22, or-
dinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test. B Mitochondriale
Respiration der isolierten PBMCs. Die Werte sind normiert auf internationale Einheiten (IU) der
Citratsynthase-Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dar-
gestellt sind MittelwertexSEM; n=22; fir jeden Messzeitpunkt wurde ein ordinary one-way ANOVA mit
Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test durchgefiihrt; Endogen: Ko: p=0,03; OXPHOS:
Ko: p=0,0002 LS: p=0,02 L&F: p=0,005; KIV: Ko: p=0,005 LS: p=0,01 L&F: p=0,04; (*p<0,05; ** p<0,01;
***p<0,001). C Respiratory control ratio berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-
Zugabe. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=22; ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple com-
parison test oder gepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level in isolierten PBMCs. Dar-
gestellt sind MittelwertexSEM, n=22, ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test
oder gepaarter t-test. ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsynthase; ETS=Elektronentransportsystem;
FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat; Ko=Kontrolle; Ls=Life-
style; L&F=Lifestyle&Food; M=Malat; Omy=0Oligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=
Periphere mononukleare Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendia-
min.

93



Im Kapitel 4.2.1 werden geschlechtsspezifische Unterschiede in der mitochondrialen Funktion
beschrieben. Aus diesem Grund sind in Abbildung 4.21 die Ergebnisse der sechsmonatigen
Intervention bei Frauen und in Abbildung 4.22 bei M@nnern dargestellt.

Die Intervention flhrte zu keiner Erhdhung der Citratsynthase-Aktivitat bei den weiblichen Stu-
dienteilnehmern der Lifestyle- oder Lifestyle&Food-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
(siehe Abbildung 4.21 A). Es konnte auch kein Unterschied innerhalb der Gruppen zwischen
Visit 1 und Visit 2 festgestellt werden. Die auf die CS normierte mitochondriale Komplexaktivi-
tat unterschied sich zwischen den drei Gruppen nicht (siehe Abbildung 4.21 B). Die Grund-
atmung (Endogen) war auch bei den Frauen der Kontrollgruppe nach den sechs Monaten sig-
nifikant erhéht. Im Stadium der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) konnte bei der Kon-
trollgruppe sowie bei der Lifestyle-Gruppe ein signifikanter Anstieg der Aktivitat im Vergleich
zum Visit 1 detektiert werden (Ko: p=0,004 LS: p=0,02), wohingegen die Komplex IV Aktivitat
bei den beiden Gruppen signifikant niedriger war (Ko: p=0,006 LS: p=0,01). Bei allen anderen
Stadien konnten keine Unterschiede zum Visit 1 gemessen werden. Auch bei der RCR zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen oder im Vergleich zum Visit 1 (siehe Abbil-
dung 4.21 C). Trotz des signifikanten Abfalls der Komplex IV-Aktivitat bei der Kontroll- und
Lifestyle-Gruppe kam es weder innerhalb, noch zwischen den Gruppen zu einer Abnahme der
ATP-Konzentrationen (siehe Abbildung 4.21 D).
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Abbildung 4.21 Einfluss der sechsmonatigen Intervention auf die mitochondriale Funktion
bei Frauen. A Citratsynthase (CS)-Aktivitat in isolierten PBMCs. Dargestellt sind Mittel-
wertexSEM, n=12, ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test.
B Mitochondriale Respiration der isolierten PBMCs. Die Werte sind normiert auf internationale
Einheiten (IU) der Citratsynthase-Aktivitadt. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem +
gekennzeichnet. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=13; fir jeden Messzeitpunkt wurde ein ordinary
one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test durchgefiihrt; Endogen: Ko:
p=0,04; OXPHOS: Ko: p=0,004 LS: p=0,02; KIV: Ko: p=0,005 LS: p=0,02; (*p<0,05; ** p<0,01). C Re-
spiratory Control Ratio berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM; n=13; ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder ge-
paarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level in isolierten PBMCs. Dargestellt sind Mittel-
wertextSEM, n=13, ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder ein gepaarter t-
test. ADP=Adenosindiphosphat; CS= Citratsynthase; ETS= Elektronentransportsystem; FCCP= Car-
bonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat; Ko = Kontrolle; Ls = Lifestyle; L&F=
Lifestyle&Food; M=Malat; Omy=0ligomycin; OXPHOS= oxidative Phosphorylierung; PBMC= Periphere
mononukleare Blutzellen; RCR= Respiratory control ratio; TMPD= Tetramethylphenylendiamin.

Auch bei den ménnlichen Probanden flhrte die Intervention zu keiner Erhdhung der Citratsyn-
thase-Aktivitat bei der Lifestyle- oder Lifestyle&Food-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
(siehe Abbildung 4.22 A). Es konnte auch kein Unterschied innerhalb der Gruppen zwischen
Visit 1 und Visit 2 festgestellt werden. Die auf die CS normierte mitochondriale Komplexaktivi-
tat unterschied sich zwischen den drei Gruppen nicht (siehe Abbildung 4.22 B). Im Stadium
der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) konnte bei der Kontroll-Gruppe ein signifikanter
Anstieg der Aktivitat im Vergleich zum Visit 1 detektiert werden (Ko: p=0,007 L&F: p=0,07),
wohingegen die Komplex IV Aktivitat bei der Lifestyle&Food-Gruppen signifikant niedriger war
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(L&F: p=0,01). Bei allen anderen Stadien konnten keine Unterschiede zum Visit 1 gemessen
werden. Auch bei der RCR zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen oder im
Vergleich zum Visit 1 (siehe Abbildung 4.22 C). Bei der ATP-Konzentration kam es ebenfalls
zu keiner Veranderung. Die Werte der Gruppen vom Visit 1 zum Visit 2 sowie die ATP-Kon-
zentrationen zwischen den Gruppen unterschieden sich nicht (siehe Abbildung 4.22 D).
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Abbildung 4.22 Einfluss der sechsmonatigen Intervention auf die mitochondriale Funktion
bei Médnnern. A Citratsynthase (CS)-Aktivitdt in isolierten PBMCs. Dargestellt sind Mittel-
wertexSEM, n=7, ordinary one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test.
B Mitochondriale Respiration der isolierten PBMCs. Die Werte sind normiert auf international
Einheiten (IU) der Citratsynthase-Aktivitédt. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem +
gekennzeichnet. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=6; flr jeden Messzeitpunkt wurde ein ordinary
one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test durchgefiihrt; OXPHOS: Ko:
p=0,008 L&F: p=0,07; KIV: L&F: p=0,01; (*p<0,05; ** p<0,01). C Respiratory control ratio berechnet
aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM; n=6; ordinary
one-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte
ATP-Level in isolierten PBMCs. Dargestellt sind MittelwertetSEM, n=9, ordinary one-way ANOVA
mit Sidak’s multiple comparison test oder gepaarter t-test. ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsyn-
thase; ETS=Elektronentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydra-
zone; G=Glutamat; Ko=Kontrolle; Ls=Lifestyle; L&F=Lifestyle&Food; M=Malat; Omy=0Oligomycin;
OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukleare Blutzellen; RCR=Respiratory
control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.
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4.3 Geschlechts- und altersassoziierte Unterschiede in der mito-
chondrialen Funktion

4.3.1 Zusammenfassung der geschlechtsassoziierten Unterschiede der
mitochondrialen Funktion der verschiedenen Studien

In allen durchgefuhrten Studien wurden immer weibliche und mannliche Probanden rekrutiert,
da in der PECEME-Studie ein geschlechtsassoziierter Unterschied in der mitochondrialen
Funktion in PBMCs detektiert werden konnte. Deshalb wurden hier die Ergebnisse der Mela-
tonin-, MIND ADmini- und PECEMA-Studie explizit auf geschlechtsassoziierte Unterschiede un-
tersucht. Bei der Melatoninstudie wurden die Ergebnisse der Messung um 14 Uhr verwendet,
um einen moglichen Einfluss von Melatonin auszuschlieBen. Bei der MIND ADnin-Studie wur-
den die Daten vom ersten Besuch verwendet, da hier noch keine Intervention stattgefunden
hatte. Bei der PECEMA-Studie wurden die Frauen und Manner in der gleichen Altersgruppe

miteinander verglichen.

Bei allen drei Studien konnten keine Unterschiede in der Citratsynthase-Aktivitat beobachtet
werden (siehe Abbildung 4.23 A, Abbildung 4.24 A und Abbildung 4.25 A). Auch der RCR
war zwischen den weiblichen und mannlichen Probanden unverandert (sieche Abbildung 4.23
C, Abbildung 4.24 C und Abbildung 4.25 C). Bei der mitochondrialen Respiration konnten
geschlechtsassoziierte Unterschiede beobachtet werden. Bei den weiblichen Probanden
konnte bei allen Studien eine signifikant hdhere Komplex IV-Aktivitat beobachtet werden (siehe
Abbildung 4.23 B, Abbildung 4.24 B und Abbildung 4.25 B). Bei der Melatonin-Studie war
auBerdem die Komplex lI-Aktivitat der Frauen signifikant héher (p=0,04) als bei den Mé&nnern
(siehe Abbildung 4.23 B und Tabelle 4.7). Bei den weiblichen MCI-Patienten der MIND AD-
mini-Studie war die maximale Atmung (ETS) signifikant (p=0,04) héher als bei den gleichaltri-
gen, mannlichen Patienten (sieche Abbildung 4.24 B und Tabelle 4.8).

Die ATP-Spiegel der weiblichen Probanden waren in allen Studien bei den weiblichen Proban-
den tendenziell héher als bei den mannlichen (siehe Abbildung 4.23 D, Abbildung 4.24 D
und Abbildung 4.25 D). Bei der Melatoninstudie waren die ATP-Spiegel der Frauen 22 %
héher als die der Manner (p=0,05). Bei der MIND ADnini-Studie lag der Unterschied bei 11 %.
Bei der PECEMA-Studie zeigten die jungen Frauen eine ca. 6 % héhere ATP-Konzentration,
die alten Frauen wiesen ca. 7 % héhere ATP-Spiegel auf.
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Abbildung 4.23 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in
PBMCs von jungen Probanden. A Aktivitdt des mitochondrialen Massemarker Citratsyn-
thase (CS). Die Aktivitat der CS unterscheidet sich zwischen den weiblichen und mannlichen jungen
Probanden nicht. Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=20; ungepaarter t-test. B Mitochondriale At-
mung der isolierten PBMCs von weiblichen und méannlichen, jungen Probanden gemessen
mit high-resolution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf international Einheiten (IU) der Ci-
tratsynthase-Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dar-
gestellt sind MittelwertexSEM; n=20; flir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test durchgefiihrt;
p-Werte sind in Tabelle 4.7 dargestellt (*p<0,05; **p<0.01). C Respiratory control ratio berechnet
aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei weiblichen und mannlichen MCI-Patienten.
Dargestellt sind MittelwertexSEM; n=20; ungepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level.
Dargestellt sind MittelwertetSEM, n=20, ungepaarter t-test. ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsyn-
thase; ETS=Elektronentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydra-
zone; G=Glutamat; M=Malat; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Perip-
here mononukleéare Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.
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Abbildung 4.24 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in
PBMCs von MCI-Patienten. A Aktivitdt des mitochondrialen Massemarker Citratsynthase
(CS). Die Aktivitat der CS unterscheidet sich zwischen den weiblichen und mannlichen MCI-Patienten
nicht. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=22; ungepaarter t-test. B Mitochondriale Atmung der
isolierten PBMCs von weiblichen und ménnlichen MCI-Patienten gemessen mit high-reso-
lution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf international Einheiten (IU) der Citratsynthase-
Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dargestellt sind
MittelwertexSEM; n=22; fir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test durchgefiihrt; p-Werte
sind in Tabelle 4.8 dargestellt (**p<0.01). C Respiratory control ratio berechnet aus Atmung des
ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei weiblichen und ménnlichen MCI-Patienten. Dargestellt sind Mit-
telwertetSEM; n=22; ungepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level. Dargestellt sind Mittel-
wertexSEM, n=23, ungepaarter t-test. ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsynthase; ETS=Elektro-
nentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; G=Glutamat;
M=Malat; Omy=0Oligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukleare
Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylphenylendiamin.
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Tabelle 4.7 Melatoninstudie — Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondriale

Komplexaktivitat.

Fraer e
02k-Oxygraph
[pmol/ (s*IU CS]
Endogene Atmung 106,0+4,77 110,0+2,69 0,46
Ki 153,3+7,93 156,445,458 0,49
OXPHOS 387,7+18,48 392,1+12,12 0,84
ETS 504,6+23,81 470,2+14,42 0,22
Kllers 319,6+20,19 273,948,78 0,04*
KIV 556,7+36,39 437,5+24,63 0,008**

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0.05;
**p<0.01). CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung

Tabelle 4.8 MIND ADnini-Studie — Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondri-

ale Komplexaktivitat.

Fraer Manner e
02k-Oxygraph
[pmol/ (s*IU CS]
Endogene Atmung 87,43%7,06 84,7315,57 0,80
Ki 123,816,26 116,145,98 0,43
OXPHOS 252,5+15,92 249,4+13,62 0,9
ETS 472,3+23,79 390,3+30,48 0,04*
Kllers 274,4+15,86 233,0+21,94 0,13
KIV 520,6+2,79 374,5+23,20 0,005***

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0.05;
**p<0.01). CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung
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Abbildung 4.25 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in
PBMCs von jungen und alten Probanden. A Aktivitat des mitochondrialen Massemarker Ci-
tratsynthase (CS). Die Aktivitat der CS unterschiedet sich zwischen den jungen Frauen und Mannern
nicht. Auch zwischen den alten weiblichen und méannlichen Probanden kann kein Unterschied detektiert
werden. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=115; ungepaarter t-test. B Mitochondriale Atmung der
isolierten PBMCs von weiblichen und méannlichen, jungen und alten Probanden gemessen
mit high-resolution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf international Einheiten (IU) der Ci-
tratsynthase-Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dar-
gestellt sind MittelwertexSEM; n=115; flir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test durchge-
fihrt; p-Werte sind in Tabelle 4.9 dargestellt (*p<0.05). C Respiratory control ratio berechnet aus
Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe bei weiblichen und méannlichen jungen und alten Pro-
banden. Dargestellt sind Mittelwerte:SEM; n=115; ungepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-
Level. Dargestellt sind MittelwertexSEM, n=130, ungepaarter t-test. ADP=Adenosindiphosphat; CS=
Citratsynthase; ETS=Elektronentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phe-
nylhydrazone; G=Glutamat; M=Malat; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative Phosphorylierung;
PBMC=Periphere mononukleare Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio; TMPD=Tetramethylpheny-
lendiamin.
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Tabelle 4.9 PECEMA-Studie — Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondriale

Komplexaktivitat.

Probanden Jung p-va- Alt p-value
n=57 lue n=59

Gruppe Fr: ‘Zggn Mn é‘=n2nger Fr:ig?n Mné=n2n8er
02k-Oxygraph

[pmol/(s*IU CS)]

Endogene At- 136,6+6,00 | 138,846,06 | 0,8 125,846,26 | 134,7+8,08 0,38
Elung 134,24585 | 133,0£9,31 | 091 | 12244511 | 131,7+10,57 0,42
OXPHOS 398,0+19,65 | 372,3+23,06 | 0,40 | 369,3+13,48 | 372,0+21,46 0,92
ETS 504,1+21,65 | 476,2+25,82 | 0,41 | 469,9+18,29 | 447,9+26,23 0,49
Kllers 286,1+14,49 | 267,5+16,14 | 0,40 | 275,5+12,59 | 248,1+14,58 0,16
KIV 577,0+32,09 | 487,5+£30,98 | 0,04* | 497,8+19,79 | 390,8+35,69 | 0,009**

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0.05;

**p<0.01). CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung.

4.3.2 Zusammenfassung der altersassoziierten Unterschiede der mito-
chondrialen Funktion in den verschiedenen Studien

Zum Vergleich der mitochondrialen Funktion junger und alter Probanden mit der von MCI-
Patienten wurden die Ergebnisse von Visit 1 der MIND ADmini-Studie und der PECEMA-Stu-
die miteinander verglichen. Beide Studien wurden am gleichen Standort unter den gleichen

Bedingungen und unter Verwendung derselben Gerate durchgefihrt.

Die Citratsynthase-Aktivitat war bei den weiblichen und méannlichen MCI-Patienten im Ver-

gleich zu den gleichgeschlechtlichen jungen Probanden signifikant niedriger (Frauen:

p=0,0002; Manner: p=0,01). Im Vergleich zu den gesunden alten Frauen zeigten die weibli-

chen MCI-Patienten ebenfalls signifikant verminderte CS-Aktivitédten (p<0,0001). Die mannli-

chen MCI-Patienten wiesen eine tendenziell niedrigere CS-Aktivitat als die gesunden alten
Méanner auf (p=0,08) (sieche Abbildung 4.26 A).
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Abbildung 4.26 Vergleich der mitochondrialen Funktion in PBMCs von jungen, alten Pro-
banden und Probanden mit MCI. A Aktivitat des mitochondrialen Massemarker Citratsyn-
thase (CS). Die Aktivitat der CS unterscheidet sich zwischen den jungen und alten, weiblichen und
mannlichen Probanden signifikant von der der MCI-Patienten. Dargestellt sind MittelwertetSEM; n=22-
115; ungepaarter t-test; p-Werte sind in Tabelle 4.10 dargestellt (*/#p<0.05; **/#p<0,01; ***/###p<0,001;
****[###p<0,0001). B Mitochondriale Atmung der isolierten PBMCs von jungen und alten
Frauen und Mannern und weiblichen und ménnlichen MCI-Patienten gemessen mit high-
resolution Respirometrie. Die Werte sind normiert auf internationale Einheiten (IU) der Citratsyn-
thase-Aktivitat. Die Zugabe der Substrate oder Inhibitoren ist mit einem + gekennzeichnet. Dargestellt
sind MittelwertezSEM; n=22-115; fiir jeden Messzeitpunkt wurde ein ungepaarter t-test durchgefihrt; p-
Werte sind in Tabelle 4.10 dargestellt (*/#p<0.05; **/##p<0,01; ***/#*##p<0,001; ****/*#p<0,0001). C Re-
spiratory control ratio berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe. Dargestellt
sind MittelwertextSEM; n=22-115; ungepaarter t-test. D Zellzahl normalisierte ATP-Level. Darge-
stellt sind MittelwertexSEM, n=23-130, ungepaarter t-test; p-Werte sind in Tabelle 4.10 dargestellt
(*/#p<0.05; **/#p<0,01; ***/##p<0,001; ****/###p<0,0001). ADP=Adenosindiphosphat; CS=Citratsyn-
thase; ETS= Elektronentransportsystem; FCCP=Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydra-
zone; G=Glutamat; M=Malat; MCl=mild cognitive impairments; Omy=0ligomycin; OXPHOS=oxidative
Phosphorylierung; PBMC=Periphere mononukledre Blutzellen; RCR=Respiratory control ratio;
TMPD=Tetramethylphenylendiamin.

Der RCR unterschied sich zwischen den Gruppen nicht (siche Abbildung 4.26 C). Bei der
mitochondrialen Respiration zeigten die MCI-Patienten beider Geschlechter zum Teil signifi-
kant niedrigere Werte als die jungen und alten Probanden (siehe Abbildung 4.26 B und Ta-
belle 4.10). Die Grundatmung (endogene Atmung) und die oxidative Phosphorylierung

103



(OXPHOS) waren sowohl bei den Frauen, als auch bei den Mannern bei den MCI-Patienten
signifikant niedriger als bei den jungen (Endogen: Frauen: p<0,0001; Méanner: p<0,0001;
OXPHOS: Frauen: p<0,0001; Manner: p=0,009) und gesunden alten Probanden (Endogen:
Frauen: p=0,0006; Manner: p=0,002; OXPHOS: Frauen: p<0,0001; Manner: p=0,005). Die
Komplex IV Aktivitéat war bei den MCI-Patienten bei beiden Geschlechtern signifikant niedriger
als bei den jungen Probanden (Frauen: p=0,04; Manner: p=0,04). Zwischen den MCI-Patien-
ten und den gesunden alten Probanden unterschied sich die Komplex IV Aktivitat nicht.

Bei den weiblichen und méannlichen MCI-Patienten wurden signifikant niedrigere ATP-Spiegel
detektiert als bei den jungen (Frauen: p=0,001; Manner: p=0,005) und gesunden gleichaltrigen
Probanden (Frauen: p=0,04; Manner: p=0,04) (sieche Abbildung 4.26 D).
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Tabelle 4.10 Altersassoziierte Unterschiede in der mitochondriale Komplexaktivitat.

Frauen Manner
n=80 n=69

CSs
9U|/|1 0‘]3 0,017+0,0007 | 0,0002## | 0,017+0,0007 | <0,0001**** | 0,01040,0007 | 0,016+0,0008 0,01# 0,017+0,0011 0,08 | 0,012+0,0006

ellen
02k-Oxygraph
[pmol/(s*IU CS)]
Endogene
Atmung 136,616,00 | <0,0001### | 125 846,26 0,0006*** 87,43+7,06 138,846,06 | <0,0001#### | 134,7+8,08 | 0,002** | 84,73+5,57
KI 134,245,85 0,28 122,445,11 0,87 123,816,26 133,049,31 0,36 131,7+£10,57 0,44 116,1+5,98
OXPHOS 398,0£19,65 | <0,0001#### | 369,3+13,48 | <0,0001**** | 252,5+15,92 | 372,3+23,06 0,009## 372,0+21,46 | 0,005** | 249,4+13,62
ETS 504,1+£21,65 0,38 469,9+18,29 0,94 472,3+23,79 | 476,2+25,82 0,11 447,9426,23 0,28 390,3+£30,48
Kllers 286,1+£14,49 0,63 275,5+12,59 0,96 274,4+15,86 | 267,5+16,14 0,30 248,1+14,58 0,62 233,0+21,94
KIV 577,0+32,09 0,04# 497,8+£19,79 0,53 520,6+2,79 487,5+£30,98 0,04# 390,8+35,69 0,68 374,54+23,20
RCR 2,04+0,05 0,28 1,9440,06 0,08 2,2+0,18 1,9540,05 0,58 2,1140,07 0,20 1,9040,10
ATP
[ZH'\I/I'“(])S 0,82+0,03 0,001## 0,74+0,02 0,04~ 0,62+0,04 0,78+0,03 0,005## 0,69+0,02 0,04~ 0,58+0,06

ellen

Dargestellt sind Mittelwerte+SEM, ungepaarter t-test, signifikante Unterschiede sind bei Jung vs. MCI durch ein # markiert und bei Alt vs. MCI durch ein * markiert; (*/#p<0.05;
**[Hp<0,01; ***/##p<0,001; ****/###p<0,0001). ATP Adenosintriphosphat CS Citratsynthase K Komplex ETS Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung;
RCR Respiratory control ratio.
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5 Diskussion

5.1 Isolation von PBMCs und anschlieBende bioenergetische Mes-
sungen
5.1.1 Vergleich zweier Zentrifugenréhrchen zur Isolation von PBMCs

Das periphere Blut stellt mit seinen korpuskularen Bestandteilen eine leicht zugéangliche Quelle
fOr biologische Materialien wie z.B. Zellen dar, weshalb bioenergetische Analysen in Blutzellen
ein guter, minimal invasiver Marker fir die mitochondriale Funktion sein kénnen. Da PBMCs
einige Gemeinsamkeiten mit Neuronen besitzen (siehe auch Kapitel 1.3) und im Gegensatz
zu Erythrozyten und Thrombozyten einen Zellkern haben, werden sie im Vergleich zu den
anderen Zellen am haufigsten in der Forschung eingesetzt. Deshalb sind Messungen der mi-
tochondrialen Funktion in PBMCs sowohl flr die Forschung als auch fir die klinische Anwen-
dung eine attraktive Mdglichkeit, um mitochondriale Dysfunktionen, die bei verschiedenen
Krankheiten auftreten kdnnen, zu identifizieren. Allerdings existieren noch keine standardisier-
ten Bedingungen fir die Entnahme, den Transport, die Lagerung und die Aufarbeitung der
PBMCs, obwohl diese Faktoren einen starken Einfluss auf die Effektivitdt und Reinheit der

Isolation austben kdnnen.

Aus diesem Grund wurden zunachst verschiedene Versuche durchgefihrt, um die in der Lite-
ratur teilweise noch offenen Fragen zur Isolationsmethodik und externen Einflissen zu beant-
worten. Fir reproduktive und verlassliche Ergebnisse wird eine gute Isolationsmethode bend-
tigt, die eine ausreichende Ausbeute an PBMCs garantiert und eine Verunreinigung mit z.B.
Thrombozyten verhindert. Die Isolationsmethode kann einen starken Einfluss auf die Anzahl
der isolierten Zellen sowie die Populationszusammensetzung der PBMCs haben (Goods et al.
2018). Besonders eine Kontamination der PBMC-Fraktion mit Thrombozyten sollte aufgrund
der unterschiedlichen energetischen Profile der Zelltypen (siehe 1.3.2.1) bei Messungen der
Bioenergetik vermieden werden. Um das Vollblut in die einzelnen Blutbestandteile aufzuteilen
und so die PBMCs gewinnen zu kénnen, wird eine Dichtegradzentrifugation durchgefuhrt.
Hierfur gibt es spezielle Falcons, die eine porése Membran beinhalten, die die Auftrennung
und Reinheit der Isolate verbessern soll, sowie zu einer Arbeitserleichterung fihren. AuBer-
dem scheint diese Methode unabhangiger vom durchfiihrenden Experimentator zu sein. Aller-
dings sind diese speziellen Zentrifugenréhrchen hochpreisig, weshalb in einer ersten Studie
der Nutzen dieser Réhrchen auf die Effektivitat und Reinheit der Isolation untersucht werden
sollte. Weiterhin sollte analysiert werden, welchen Einfluss die unterschiedlichen Reaktions-
gefaBe auf die anschlieBenden Messungen von mitochondrialen Parametern haben.
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Die Effektivitat der Isolation bei der Gewinnung der Zellen wurde anhand der Zellzahl gemes-
sen. Die Verwendung der Leucosep™ fiihrte zu keiner hoheren Zellzahl im Vergleich zu den
klassischen Falcons (Falcon: 6,6x108+2,19x108 Zellen/ml; Leucosep™: 7,4x106+2,06x106 Zel-
len/ml) (siehe Abbildung 4.1). Auch auf die Reinheit der Isolation hatten die unterschiedlichen
Zentrifugationsréhrchen keinen Einfluss. Beide Reaktionsgefaf3e fiihrten zu einem Isolat ohne
Verunreinigungen mit Granulozyten oder Thrombozyten (siehe Abbildung 4.2 und Abbildung
4.3). Mittels FACS-Analyse wurde untersucht, ob sich die Zentrifugationsréhrchen auf die Zu-
sammensetzung des Isolates austben. Es konnten keine Unterschiede in der Zusammenset-
zung der beiden Isolate beobachtet werden (siehe Abbildung 4.2 und Abbildung 4.3). Bei
beiden Ansatzen konnte eine Kontamination mit einer unbekannten Substanz detektiert wer-
den. Allerdings konnte auch nach mehrfacher Analyse des Biocolls und PBS nicht aufgeklart
werden, um was es sich hierbei handelt. Grievink et al. (2016) verglichen ebenfalls den Ein-
fluss verschiedener Isolationslésungen sowie Zentrifugationsréhrchen auf die Zellgewinnung,
Viabilitéat der Zellen und die Populationszusammensetzung (Grievink et al. 2016). Unter der
Verwendung von Ficoll und einem klassischen Zentrifugationsréhrchen konnte die geringste
Zellausbeute erreicht werden (6x10° Zellen/ml). Mit Réhrchen, die einen ahnlichen Aufbau wie
die hier untersuchten Leucosep™ haben, konnte eine héhere Ausbeute von 8x10° Zellen/ml
erreicht werden. Die Zusammensetzung der Zellpopulation unterschied sich zwischen den bei-
den Ansatzen ebenfalls nicht.

Fir eine maximale Ausbeute und Reinheit ist es wichtig, die gesamte PBMC-Schicht abzu-
nehmen. Die Abnahme bei den Leucosep™-Tubes ist leichter, da eine Kontamination mit dem
Isolationsmedium vermieden wird. Eine Abnahme des Seperationsmedium kann zu einer Kon-

tamination der PBMC-Fraktion mit Granulozyten fiihren bzw. das Risiko daftir erhdéhen.

Neben den Effekten auf die Zellausbeute und Reinheit der Isolation wurde in der Studie auch
der Einfluss der verschiedenen Zentrifugationsréhrchen auf die ATP-Spiegel und die mito-
chondriale Atmungsaktivitéat untersucht. Hier konnte kein Unterschied in der Komplexaktivitat
detektiert werden (siehe Abbildung 4.4 A und Tabelle 4.1). Auch die RCR blieb unverandert
(siche Abbildung 4.4 B). Die ATP-Spiegel waren bei der Isolation mit den Falcons bei
5x10%/ml Zellen 10 % héher und bei 1x108 Zellen/ml 5 % hoher (siehe Abbildung 4.4 C).

Die unterschiedlichen Zentrifugationsréhrchen tben sich damit nicht auf die Messung der mi-
tochondrialen Funktion aus. Hsiao&Hoppel (2018) verglichen in ihrer Studie den Einfluss von
unterschiedliche Antikoagulanzien, Isolationsmedien und Puffern auf die Zellgewinnung, Via-
bilitat sowie auf die mitochondriale Atmung (Hsiao & Hoppel 2018). Als Puffer zeigte das PBS
im Vergleich zum DPBS und HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) die besten Ergebnisse.
Das Ficoll fiihrte im Vergleich zu einem anderen Seperationsmedium namens Lymphoprep™
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zu einer niedrigeren Ausbeute und Viabilitdt sowie zu einer geringeren Grundatmung und oxi-
dativen Phosphorylierung. Allerdings waren diese Unterschiede nicht signifikant. Eine Analyse
der Populationszusammensetzung ware wichtig gewesen, um die Reinheit des Isolates zu be-
statigen. Eine Kontamination mit Thrombozyten kann zu einer h6heren mitochondrialen At-
mung flhren, weshalb die bessere mitochondriale Aktivitat nicht unbedingt auf ein besseres

Seperationsmedium zurlckzufihren ist.

Neben den Zentrifugationsréhrchen und dem Seperationsmedium kann die Effektivitat der Iso-
lation sowie die Messung der mitochondrialen Aktivitat auch durch die Lagerdauer- und tem-
peratur beeinflusst werden. Goods et al. (2018) konnten in ihrer Studie einen Einfluss der
Transporttemperatur auf die Zusammensetzung der Zellpopulation beobachten (Goods et al.
2018). Hsiao&Hoppel (2018) konnten ebenfalls einen Einfluss der Lagerdauer auf die Aus-
beute sowie Messung der Respiration beobachten. Eine direkte Verarbeitung des Vollblutes
innerhalb von einer Stunde flhrt zur h6chsten Ausbeute und besten Respiration (Hsiao & Hop-
pel 2018). Nach einer 24-stlindigen Lagerung sinkt die Ausbeute an Zellen bereits um 13-18%.
Die mitochondriale Atmung wird sogar um 30-37% verringert. Nach 48 und 72 h kommt es zu
einer signifikanten Abnahme bei allen Parametern. Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine
schnelle Verarbeitung der Proben essentiell. Wichtig ist aber vor allem, dass der Zeitabstand
zwischen der Blutentnahme und Isolation immer der gleiche ist, um eine Reproduzierbarkeit

und Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Eine Limitation der Studienergebnisse ist die geringe Anzahl an Probanden. Fir die Studie
wurden nur zwei Probanden rekrutiert. Allerdings wurden Proben an zehn aufeinanderfolgen-
den Tagen gewonnen. Die Proben wurden von zwei verschiedenen Experimentatoren bear-
beitet, wobei jeder immer Proben aus der Falcon- und Leucosep™ —Gruppe hatte. Grievink et
al. (2016) haben in ihrer Studie auch den Einfluss unterschiedlicher Experimentatoren unter-
sucht. Die Autoren konnten einen starken Einfluss durch die Experimentatoren feststellen und
bis zu 60%ige Unterschiede bei der Zellgewinnung beobachten. Die Ausbeute war aber auch
hier bei den Réhrchen mit por6ser Membran héher, was flr die Verwendung dieser Réhrchen
bei wechselnden Experimentatoren spricht.

Die Ergebnisse der Studie deuten an, dass die Leucosep™ zu keiner besseren Ausbeute,
Reinheit oder héheren mitochondrialen Aktivitat fihren. Allerdings ist die Abnahme der PBMCs
mit diesen speziellen Zentrifugationsréhrchen einfacher und eine Kontamination mit dem Se-
perationsmedium wird durch die porése Trennschicht zwischen Medium und PBMCs verhin-
dert. Dies kann gerade bei unerfahrenen Experimentatoren die Reinheit der Probe erhdhen.
Durch die Réhrchen kdnnen auBerdem einheitliche Isolate erreicht werden, wenn verschie-
dene Experimentatoren die Isolation durchflihren. Wie vorher beschrieben, kénnen unter-

schiedliche Experimentatoren einen starken Einfluss auf die Ausbeute und Zusammensetzung

108



ausiiben. AuBerdem ermdglichen die Leucosep™- Tubes eine schnelle Verarbeitung des Voll-

blutes, was wiederum zu einer verklrzten Lagerzeit fuhrt.

5.1.2 Einfluss von Melatonin auf mitochondriale Parameter

Melatonin agiert neben seiner Funktion als Schlafhormon auch als wichtiges Antioxidanz und
beeinflusst dadurch u.a. die mitochondriale Funktion. Bei Humanstudien, die eine Blutab-
nahme zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfordern und deren Outcome die Messung von oxi-
dativem Stress oder bioenergetischen Parametern ist, kann das im Blut zirkulierende Melato-
nin zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren.

Die Ergebnisse unserer Studie lassen darauf schlieBen, dass zwischen physiologischen Kon-
zentrationen des Schlafhormons Melatonin und der mitochondrialen Aktivitédt in humanen
PBMCs ein Zusammenhang bestehen kénnte. Bei den ménnlichen Probanden konnten signi-
fikant h6here Melatoninspiegel am Morgen detektiert werden. Die in den am Morgen entnom-
menen Proben gemessenen ATP-Spiegel waren ebenfalls im Vergleich zur Probe vom Nach-
mittag erhdht. AuBerdem konnte eine signifikante Steigerung der Komplex IV-Aktivitat beo-
bachtet werden.

Diese Ergebnisse werden durch die Erkenntnisse aus der Literatur bestatigt. Die Wirkung von
Melatonin auf die mitochondriale Funktion und die antioxidative Kapazitat wurde bereits mehr-
fach nachgewiesen. Allerdings untersuchten die meisten Studien die Wirkung einer Melatonin-
Administration in Nagetieren oder in der Zellkultur. Martin et al. (2000) detektierten in ihrer
Studie mit Wistar-Ratten nach einer Melatoningabe (10 mg/kg i.p.) eine zeitabhangige Erho-
hung der Aktivitdt der mitochondrialen Atmungskomplexe | und IV. Die Melatonin-Verabrei-
chung verhinderte auBerdem die durch Rutheniumrot (60 mg/kg i.p.) bedingte Abnahme der
Aktivitat der Komplexe | und IV (Martin et al. 2000).

Zwei Jahre spater zeigte die gleiche Gruppe, dass die Inkubation mit Melatonin in nanomola-
ren Konzentrationen in sub-mitochondrialen Fraktionen aus Rattenhirnen und -leber die Akti-
vitat der Komplexe | und IV dosisabhéngig erhéht (Martin et al. 2002). Dartber hinaus erhéhte
die Inkubation mit Melatonin (100 nM) die Produktion von ATP in aus der Leber isolierten Mi-
tochondrien signifikant.

Areti et al. (2017) konnten hingegen keine Effekte der Melatoninbehandlung (28 Tage; 10
mg/kg i.p.) auf die Komplex I, Il, [ll und IV Aktivitédt und die ATP-Spiegel in isolierten Mitochond-
rien von mannlichen Sprague Dawley Ratten beobachten. In dieser Studie hat Melatonin je-
doch die durch Oxaliplatin induzierte mitochondriale Dysfunktion signifikant verbessert (Areti
etal 2017).
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Zusatzlich zu diesen Auswirkungen auf die Aktivitat der Komplexe der Atmungskette und die
ATP-Spiegel beeinflusst Melatonin auch andere mitochondriale Funktionen sowie antioxida-
tive Abwehrsysteme.

Patki und Lau (2011) untersuchten die Wirkung einer Melatoningabe auf die ph&notypischen,
mitochondrialen Einschrankungen in einem Tiermodell der Parkinson Erkrankung. Die Lang-
zeit-Melatoninbehandlung (tagliche Verabreichung tber 18 Wochen; 5 mg/kg, i.p.) schiitzte
vor einer mitochondrialen Dysfunktion und dem Verlust von antioxidativen Proteinen (Patki &
Lau 2011). Ozturk et al. (2000) entdeckten nach siebentagiger Verabreichung von 10mg/kg
Melatonin eine erhéhte SOD-Aktivitat in der Leber von Ratten (Ozturk et al. 2000) und Liu und
Ng (2000) konnten diese Steigerung der Aktivitdt nach einer einzigen Melatonin-Injektion
(5mg/kg) in Nieren, Leber und Gehirnen von Ratten bestatigen (Liu & Ng 2000). Dartberhinaus
zeigten Antolin et al. (1996), dass Melatonin (500 pg/kg) inkrementelle Veranderungen im Ex-
pressionsgrad der mRNA fir SOD1 und SOD2 in der Harderianischen Driise von weiblichen
Goldhamstern hervorruft (Antolin et al. 1996). Die Autoren bestétigten auBBerdem einen hor-
monell regulierten Anstieg der Genexpression von antioxidativen Enzymen im Gehirn von Rat-
ten nach Melatonin-Injektion (50 und 500 pg/kg) (Antolin et al. 1996; Kotler et al. 1998). Mayo
et al. (2002) detektierten infolge einer Inkubation mit Melatonin erhéhte mRNA-Level von En-
zymen der antioxidativen Abwehr in nicht-differenzierten PC12-Zellen und den menschlichen
Neuroblastomzellen SK-N-SH (Mayo et al. 2002).

Wie bereits erwahnt, wurde der Einfluss von Melatonin auf die mitochondriale Funktion und
antioxidative Kapazitat meist in Tieren und Zellen untersucht und nicht auf physiologischer
Ebene und im Menschen. Der Unterschied zwischen physiologischer und pharmakologischer
Wirkungsweise von Melatonin ist nicht immer klar, aber er kénnte eher durch die Dosis und
nicht durch die Dauer der Hormonwirkung beeinflusst sein. Nach den Erkenntnissen der Lite-
ratur hat Melatonin auch auf physiologischer Ebene einen Einfluss auf die mitochondriale Ak-
tivitat. Albarran et al. (2001) untersuchen die physiologische Wirkung von Melatonin auf das
antioxidative Enzym SOD in drei verschiedenen Geweben von Kiken (GroBhirnrinde, Leber
und Lunge) (Albarran et al. 2001). Der antioxidative Status im Plasma korrelierte mit den phy-
siologischen Melatoninkonzentrationen im Blut. Die Exposition der Kilken gegenuber Licht far
eine Dauer von sieben Tagen eliminierte den Melatonin-Rhythmus sowie die erhdhte SOD-
Aktivitat und die antioxidativen Schutzsysteme (Albarran et al. 2001). Pablos et al. (1998)
konnten die gleiche Wirkung auf Glutathionperoxidase (GPx) und Glutathionreduktase (GR)
beobachten (Pablos et al. 1998). Diese Ergebnisse wurden spater von anderen Forschern bei
Nagetieren bestatigt (Tomas-Zapico et al. 2003; Tunez et al. 2003).

Laut Literatur ist die Melatoninfreisetzung bei Frauen im Allgemeinen héher als bei Mannern
(Santhi et al. 2016; Gunn et al. 2016). Allerdings konnten in der vorliegenden Studie keine
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Unterschiede in der Melatoninkonzentration zwischen Mann und Frau festgestellt werden. Eine
Erklarung hierfir kénnte das Schlafverhalten der Teilnehmer sein. Das Schlafverhalten der
Teilnehmer wurde mit Hilfe des MCTQ ermittelt. Die durch den MCTQ ermittelten, unterschied-
lichen Schlaftypen werden in Chronotypen eingeteilt. Eine Person mit einem niedrigen Chro-
notyp neigt dazu, friiher aufzuwachen und wird als "Larche" bezeichnet. Personen mit hohen
Chronotypen neigen dazu, langer wach zu bleiben und spater aufzustehen und werden den
sogenannten "Eulen" zugeordnet (Roenneberg et al. 2003). Die Auswertung der Fragebdgen
ergab, dass die meisten weiblichen Probanden einen Chronotyp von 4 aufwiesen, wohingegen
bei den ménnlichen Teilnehmern Chronotypen bis 7 auftraten.

Die Tendenz der weiblichen Probanden zum Friihaufstehen ist mit den, im Vergleich zu den
Mannern, niedrigeren Melatoninkonzentrationen (p=0,25) am Morgen konsistent. Die frihere
Aufwachzeit kann mit einer friiheren Abnahme der Melatoninspiegel einhergehen.

Dies wirde auch erklaren, warum bei den weiblichen Probanden keine Unterschiede bei der
mitochondrialen Atmung und bei den ATP-Spiegeln zwischen den beiden Zeitpunkten beo-
bachtet werden konnten. Die Melatoninkonzentrationen sind bereits um 8 Uhr morgens niedrig
und haben deshalb keinen Einfluss mehr auf die bioenergetischen Messungen. Wie oben be-
reits beschrieben, nahmen die ATP-Spiegel und die Komplex IV-Aktivitat bei den mannlichen
Probanden am Nachmittag signifikant ab. Diese Abnahme kdnnte durch die geringeren Mela-
tonin-Blutspiegel zu diesem Zeitpunkt bedingt sein.

Dieser mégliche Effekt von Melatonin auf die mitochondriale Respiration und die ATP-Syn-
these wird zusatzlich durch die um 8 Uhr fehlenden, signifikanten Geschlechtsunterschiede
bestatigt. Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, weisen Frauen normalerweise eine signifikant ho-
here mitochondriale Aktivitat auf und neigen zu héheren ATP-Konzentrationen (siehe Abbil-
dung 4.10). In der aktuellen Studie treten diese geschlechtsassoziierten Unterschiede aller-
dings erst wieder am Nachmittag auf, wenn die Melatoninkonzentrationen im Blut bei den
Frauen und Mannern nahezu identisch sind (siehe Abbildung 4.23).

Melatonin ist ein effektives Antioxidanz, welches bei Erkrankungen, denen oxidativer Stress
oder eine mitochondriale Dysfunktion zu Grunde liegt, als effektives Therapeutikum eingesetzt
werden kdnnte. Bei der Erforschung bioenergetischer Parameter darf der Einfluss von Mela-
tonin allerdings nicht vernachlassigt werden. Eine zeitlich einheitliche Blutabnahme oder die
Erfassung des Schlafverhaltens oder der Melatoninspiegel sind deshalb fir valide und repro-
duzierbare Ergebnisse essentiell.
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5.2 Untersuchung der mitochondrialen Funktion in PBMCs und
dem Gehirn

5.2.1 Korrelation der mitochondrialen Funktion in PBMCs und dem Ge-
hirn

Viele Studien detektieren Veranderung in, mit der Alterung oder AD assoziierten, Markern in
Blutzellen von Alzheimer Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppe im gleichen Alter
(Delbarba et al. 2016; Feldhaus et al. 2011; Cardoso et al. 2004; Mancuso et al. 2003). Diese
Ergebnisse und die in Kapitel 4.2.2 beschriebenen altersassoziierten Unterschiede deuten auf
einen Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Funktion in PBMCs und dem Gehirn hin.
Auch die in PBMCs und dem Gehirn gleichermaBen auftretenden geschlechtsspezifischen Un-
terschiede lassen einen Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Funktion in der Peri-
pherie und dem Gehirn vermuten (siehe 4.2.1). Allerdings hat keine Studie bisher den direkten
Zusammenhang der mitochondrialen Funktion in peripheren Geweben und dem Gehirn vergli-
chen.

Zur Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden in der PECEME-Studie die in den PBMCs
gemessenen ATP-Spiegel und CS-Aktivitat mit den im Gehirn bestimmten NAA-Spiegeln kor-
reliert. NAA ist ein Marker der mitochondrialen Funktion und wird in vielen Studien auch als
Marker flr die neuronale Gesundheit, Lebensfahigkeit und Anzahl an Neuronen beschrieben
(Moffett et al. 2007). Viele 'H-MRS-Studien bestéatigen eine verminderte NAA-Konzentration
bei Demenz und anderen neurologischen Erkrankungen (Ross & Sachdev 2004; Ferguson et
al. 2002; Clark 1998; Sibbitt et al. 1997; Tsai & Coyle 1995). Diese Reduktion kann auf eine
reduzierte Anzahl an Neuronen hinweisen, da in diesen hohe Konzentrationen von NAA vor-
handen sind (Anglin et al. 2012; Maniji et al. 2012). AuBerdem kdnnen niedrige NAA-Werte
eine mitochondriale Dysfunktion widerspiegeln, da die NAA-Konzentration in Verbindung mit
der mitochondrialen Funktion steht (Anglin et al. 2012; Maniji et al. 2012; Signoretti et al. 2004;
Paslakis et al. 2014; Heales et al. 1995; Bates et al. 1996; Dautry et al. 2000; Signoretti et al.
2001; Vagnozzi et al. 2007).

Die statistische Analyse dieser Korrelation ergab, dass der individuelle Gehalt an NAA in GM
und WM nicht mit dem jeweiligen Niveau der ATP-Konzentrationen oder CS-Aktivitat in
PBMCs korreliert (siehe Abbildung 4.9 und Tabelle 4.3). Da in der Abbildung 4.9 jedoch
eine Tendenz einer positiven Korrelation zu erkennen ist, muss die fehlende Signifikanz nicht
unbedingt darauf hindeuten, dass der Energiemetabolismus im Gehirn und in den Blutzellen
nicht miteinander verbunden ist. Méglicherweise sind die nicht signifikanten Ergebnisse ein
Resultat der zu kleinen Probandenanzahl, weshalb dieser Zusammenhang in der PECEMA-
Studie erneut in einem gréBeren Studienkollektiv untersucht wurde (Ergebnisse der Korrela-

tion stehen noch aus und sind nicht Teil dieser Arbeit).
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Bartolotti et al. (2016) untersuchten in ihrer Studie ebenfalls den Zusammenhang zwischen im
Blut und im Hirn gemessenen Markern, die bei der Alterung oder AD verandert sein kénnen
(Bartolotti et al. 2016). Die CREB-Signalisierung, die u.a. fir die Erinnerungsbildung wichtig
ist, ist in Mausmodellen von AD dysfunktional. Die Autoren verglichen die CREB-Expression
in PBMCs und postmortalem Hirngewebe. Hier konnte eine positive Korrelation zwischen der
pCREB Expression in PBMCs und postmortem im prafrontalen Cortex gezeigt werden, die
andeutet, dass die Expression in den PBMCs die Expression im Gehirn widerspiegelt. Dies
bestatigt die in dieser Arbeit formulierte Hypothese, dass zwischen den Veréanderungen im
Gehirn und peripheren Geweben, wie PBMCs, wahrend des Alterns und der Pathologie ein
Zusammenhang besteht und bestérkt eine weitere Erforschung dieser Thematik. Sollte die
Bestatigung der Korrelation gelingen, wirde dies in Kombination mit den detektierten alters-
assoziierten Unterschieden in gesunden alten und junge Probanden die Messung der mito-
chondrialen Funktion in PBMCs als potentiellen effektiven Biomarker bei der Diagnose von AD
weiter bekraftigen.

5.2.2 Geschlechtsassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funk-
tion in PBMCs und dem Gehirn

Aufgrund der maternalen Vererbung der Mitochondrien scheinen vor allem Frauen im repro-
duktionsféhigen Alter besser vor oxidativem Stress und Schadigungen der Mitochondrien ge-
schitzt zu sein. Viele verschiedene Studien beobachten in den unterschiedlichen Geweben
und Organismen eine bessere mitochondriale Funktion, héhere Calciumretentionskapazitaten
sowie einen héheren Schutz vor oxidativen Schaden durch eine erhdhte Anzahl an antioxida-
tiven Schutzsystemen (zusammengefasst in (Ventura-Clapier et al. 2017)). So zeigen junge
Frauen u.a. héhere Spiegel vom wichtigen Antioxidanz Glutathion (GSH) im frontalen und par-
tiellen Cortex (Mandal et al. 2012), gesteigerte Aktivitat der Citratsynthase sowie der Komplex
[I-Aktivitat in postmortem Hirngewebe (Harish et al. 2013).

Die meisten Erkenntnisse basieren allerdings auf Tierstudien oder wurden in humanen, post-
mortem gewonnenen Hirngeweben oder anderen Geweben durchgefuhrt. Aus diesem Grund
wurde im Rahmen der PECEME-Studie erforscht, ob diese geschlechtsspezifischen Unter-
schiede in mitochondrialen Parametern auch in frisch isolierten PBMCs beobachtet werden

kénnen.

Die Ergebnisse der PECEME-Studie zeigen eine Ubereinstimmung mit den Resultaten aus
der Literatur. Die Grundatmung, die Aktivitat der mitochondrialen Komplexe | und Il, OXPHOS
und Komplex 1V und die entkoppelte Atmung in PBMC, die von jungen Frauen isoliert wurden,

waren signifikant hoher als bei gleichaltrigen Mannern (siehe Abbildung 4.10 B und Tabelle
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4.4). Die Ergebnisse der Messung der mitochondrialen Aktivitdt im Rahmen der Studie zum
Einfluss von Melatonin bestatigen diese Ergebnisse. Auch hier war die Komplex Il und IV-
Aktivitat bei den jungen weiblichen Probanden signifikant héher (p=0,04; p=0,008) als bei den
jungen mannlichen Probanden (siehe Abbildung 4.23 B und Tabelle 4.7). In der PECEMA-
Studie konnte ebenfalls eine signifikant hbhere Aktivitat des Komplexes IV gemessen werden
(p=0,04). Khalifa et al. (2017) haben mit einem O2k-Oxygraphen die geschlechtsspezifischen
Unterschiede der mitochondrialen Funktion untersucht. Die Autoren analysierten isolierte Hirn-
mitochondrien von jungen C57BL6-Mausen und konnten, im Einklang mit den Ergebnissen
aus der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie, eine signifikant héhere oxidative
Phosphorylierung und maximale Atmungskapazitdt sowie Komplex [|-Aktivitat detektieren
(Khalifa et al. 2017). Es gibt aber auch eine Studie, die eine héhere Aktivitat des Komplex IV
im Hippocampus von méannlichen Ratten, vor allem im jungen Alter, im Vergleich zu den weib-
lichen Ratten beobachten konnte (Adzic et al. 2017). Allerdings Uberwiegen die Studien, die
ein bessere mitochondriale Funktionalitat und geringeren oxidativen Stress bei weiblichen Or-
ganismen beobachten (Ruszkiewicz et al. 2019; Ventura-Clapier et al. 2017).

Die Aktivitat der mitochondrialen Atmungskomplexe KI-KIV ist die treibende Kraft fir die ATP-
Generierung durch den Komplex V der Atmungskette. Daher kann die beobachtete Beein-
trachtigung der Komplexaktivitaten die niedrigeren ATP-Werte bei den mannlichen Probanden
erklaren (siehe Abbildung 4.10 C). Allerdings waren die ATP-Werte in PBMCs bei der PE-
CEME- Studie zwischen den beiden Geschlechtern nicht signifikant unterschiedlich (siehe Ab-
bildung 4.10 D). Im Rahmen der Studie zum Einfluss von Melatonin konnten bei den ATP-
Konzentrationen von weiblichen und ménnlichen Probanden ebenfalls nur tendenzielle Ande-
rungen (p=0,06) festgestellt werden (siehe Abbildung 4.23 D). Dies trifft auch auf die PE-
CEMA-Studie zu (siehe Abbildung 4.25 D). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zu Studien
mit Mausen. Escames et al. (2013) beobachten in ihrer Studie mit Mausen, dass die weiblichen
Tiere sowohl eine héhere Aktivitat der mitochondrialen Atmung als auch eine héhere ATP-
Produktion aufwiesen (Escames et al. 2013).

Die CS-Aktivitat war bei der PECEME-Studie bei den Frauen signifikant héher als bei Mannern
(p=0,04) (siehe Abbildung 4.10 A). Die CS ist ein Enzym des mitochondrialen Citratzyklus,
welches stark mit der mitochondrialen Masse korreliert (Larsen et al. 2012). Harish et al. (2013)
detektierten in postmortem humanem Hirngewebe ebenfalls eine héhere CS-Aktivitat bei weib-
lichen Probanden. Dies lasst eine h6here mitochondriale Masse bei Frauen vermuten. Khalifa
et al. (2017) haben die Anzahl der Hirnmitochondrien von jungen weiblichen und ménnlichen
Mausen mittels Transmissionselektronenmikroskop bestimmt und konnten bei den weiblichen
Tieren eine signifikant héhere mitochondriale Masse feststellen (p=0,001) (Khalifa et al. 2017).
Andererseits konnten diese Unterschiede in der CS-Aktivitat in der Melatonin-Studie sowie
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auch in der PECEMA-Studie nicht bestatigt werden (siehe Abbildung 4.23 A und Abbildung
4.25 A). Hier war die CS-Aktivitat zwischen den Frauen und Mannern gleich. Gaignard et al.
(2015) entdeckten ebenfalls keinen Unterschied in der CS-Aktivitat zwischen mannlichen und
weiblichen Ratten (Gaignard et al. 2015), was wiederum vermuten lasst, dass die bessere
mitochondriale Funktion bei Frauen nicht auf einer hdheren Anzahl an Mitochondrien beruht,
sondern auf einer héheren Komplexaktivitat.

Die PECEME-Studie zeigte niedrigere ATP-Werte sowie eine reduzierte mitochondriale Funk-
tion bei PBMCs von Ménnern, was auf eine allgemein niedrigere mitochondriale Funktion im
Vergleich zu Frauen hindeuten kann. Diese niedrigere mitochondriale Funktion kdnnte die
niedrigeren NAA-Konzentrationen im Gehirn der mannlichen Probanden bedingen (siehe Ab-
bildung 4.11). Mitochondrien sind die Hauptquelle von NAA. Daher kann die signifikant hGhere
mitochondriale Aktivitat zu signifikant h6heren NAA-Konzentrationen im weiblichen Gehirn fih-
ren. Maudsley et al. (2009) fanden ebenfalls signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede
in den NAA-Werten in einigen Gehirnregionen von 41 mannlichen und 47 weiblichen Teilneh-
mern (Durchschnittsalter=33 Jahre) (Maudsley et al. 2009). Die Geschlechtsunterschiede deu-
ten auf durchschnittlich um 4 % héhere NAA-Konzentrationen in der grauen Substanz (GM)
und der wei3en Substanz (WM) von Frauen hin.

Aber Geschlechtsunterschiede in der mitochondrialen Funktion kénnen auch in anderen Ge-
weben detektiert werden. Rutkai ef al. (2015) beobachteten z.B. eine héhere mitochondriale
Atmung in frisch entnommenen Hirnarterien von erwachsenen weiblichen Ratten im Vergleich
zu mannlichen Tieren (Rutkai et al. 2015). Khalifa et al. (2017) konnten eine héhere mitochond-
riale Komplexaktivitat in Herzmitochondrien von weiblichen Mausen im Vergleich zu gleichalt-
rigen mannlichen Mausen beobachten (Khalifa et al. 2017).

Genetische Unterschiede bei Frauen und Mannern kénnten zu den beobachteten Ge-
schlechtsunterschieden im Energiestoffwechsel beitragen. Grundlegende Geschlechtsunter-
schiede in der mitochondrialen Stoffwechselregulation kénnen durch die muitterliche Verer-
bung der Mitochondrien entstehen. Mitochondrien von Frauen weisen eine bessere Fahigkeit
zur Bewaltigung von Stressbedingungen auf und sind relativ widerstandsfahig gegentber
DNA-Schaden und Mutationen, was die Wahrscheinlichkeit reduziert, vererbbare Stoffwech-
selstérungen weiterzugeben (Demarest & McCarthy 2015).

Aber auch Sexualsteroide sind ein weiterer Faktor, der fir die beobachteten Geschlechtsun-
terschiede verantwortlich sein kdnnte. Der Einfluss von Sexualhormonen wiirde auch erklaren,
warum Frauen trotz besserer mitochondrialer Funktion, niedrigerer ROS (Ostan et al. 2016)
und besserer antioxidativer Kapazitat (Vifia & Borras 2010; Mandal et al. 2012; Gaignard et al.
2015; Demarest & McCarthy 2015; Ostan et al. 2016; Austad & Fischer 2016) im reproduktiven

Alter nach Eintritt der Menopause eher an Alzheimer erkranken als Manner. Der Rickgang
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der weiblichen Sexualhormone nach der Menopause kehrt die Geschlechtsunterschiede um
(siehe 1.2.3 und Abbildung 1.6). Andere bereits publizierte Studien zeigten eine reduzierte
antioxidative Kapazitat und erh6hte ROS-Produktion bei Frauen nach der Menopause (Mandal
et al. 2012; Gaignard et al. 2015). Pharmakologische Studien an weiblichen jungen adulten
Nagern zeigten, dass Steroide die Gehirnfunktion beeinflussen. Eine Ovariektomie verringerte
die mitochondriale oxidative Phosphorylierung im Gehirn und erhéhte den oxidativen Stress
(Feng & Zhang 2005; Razmara et al. 2007; Irwin et al. 2010; Yao et al. 2011; Sandhir et al.
2014). Gaignard et al. (2015) zeigten einen Geschlechtsunterschied in der mitochondrialen
Atmung und oxidativen Stress im Gehirn, welcher durch den Alterungsprozess oder eine Ova-
riektomie unterdriickt wird (Gaignard et al. 2015).

Eine direkte genomische Wirkung von Ostradiol ist unwahrscheinlich, da weder das antioxida-
tive Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) noch die Glutathionperoxidase (GPx) 6strogenemp-
findliche Elemente in ihrer Promotorregion enthalten. Ostradiol kann jedoch die mitogen-akti-
vierte Proteinkinase (MAPK) aktivieren. MAPK aktiviert den Transkriptionsfaktor NFkB, der die
Genexpression von antioxidativen Enzymen hochreguliert (Vifa et al. 2008). Eine hbhere
Menge an antioxidativen Enzymen kdnnte die mitochondrialen Atmungskettenkomplexe vor
Schaden durch ROS schiitzen und die bessere mitochondriale Respiration bei Frauen im re-
produktionsféhigen Alter erkldren. Khalifa et al. (2017) konnten eine héhere SOD2-Aktivitat in
Hirnhomogenaten von weiblichen Mausen bestéatigen (Khalifa et al. 2017). Diese geschlechts-
spezifischen Unterschiede in der Genexpression von antioxidativen Enzymen konnten in der
PECEME-Studie nicht bestéatigt werden. Die mRNA-Expression der Gene fir die Katalase
(CAT) und GPx unterschieden sich zwischen den weiblichen und mannlichen Probanden nicht
(siehe Abbildung 4.13 und Tabelle 4.4). Die Expression der mRNA fiir Gene der SOD2 war
sogar bei den méannlichen Studienteilnehmern signifikant hdher als bei den weiblichen. Diese
héhere Expression kdnnte durch einen Kompensationsmechanismus hervorgerufen werden,
um mdglicherweise vor hdherem oxidativem Stress zu schitzen. Zudem muss eine erhdhte
mRNA-Expression nicht zwangslaufig zu einer erhdhten Anzahl an antioxidativen Enzymen
fihren, weshalb hier eine Analyse auf Proteinebene andere Ergebnisse zeigen kénnte. Wei-
terhin kann die bessere mitochondriale Funktion in unserer Studie auch auf andere Faktoren
zurtickzufiihren sein, bei denen eine erhéhte Menge an antioxidativen Enzymen keine Rolle

spielt.

Grimm et al. (2016) Gberpriften mehrere Studien, die eine 6strogeninduzierte Hochregulierung
von Genen zeigten, die fir Komponenten der mitochondrialen Elektronentransportkette kodie-
ren, einschlieBlich Kl, KIV und der F1-Untereinheit der ATP-Synthase (Grimm et al. 2016b).
Dies stimmt mit den in den durchgefihrten Studien identifizierten Unterschieden der mito-
chondrialen Funktion auf zellularer Ebene Uberein. Allerdings konnten diese Ergebnisse nicht

116



auf genetischer Ebene bestatigt werden, denn die relative mRNA-Expression fir Kl, KIV und
KV sowie flr die CS war in der PECEME-Studie zwischen beiden Probandenkollektiven gleich
(siehe Abbildung 4.13). Die Expressionen lagen sogar bei den Mannern in der Tendenz etwas
héher. Auch die mRNA-Expression der Gene der mitochondrialen Biogenese wie CREB1,
SIRT1, TFAM und NRF1 zeigt keine Unterschiede zwischen den Frauen und Mannern. Andere
Studien konnten eine Hochregulierung der Transkription von mitochondrialen Genen beobach-
ten. Ostrogen kann z.B. die Bildung von NRF1 erhéhen, entweder durch eine direkte Aktivie-
rung oder tber den Schliisselregulator PGC1-a (Murphy & Steenbergen 2007; Velarde 2014).
Hier kdnnte eine Western Blot-Analyse ebenfalls zur weiteren Erforschung der Zusammen-
hénge beitragen.

Zur Bestatigung der Hypothese, dass die mitochondriale Aktivitat bei Frauen nach der Meno-
pause auf das Niveau der Manner und noch weiter herabfallt, wurde im Rahmen der PECEMA-
Studie auch die mitochondriale Funktion von alten Frauen und Mannern miteinander vergli-
chen. In dieser Studie konnten wir zur Literatur gegensatzliche Ergebnisse beobachten. Die
gesunden postmenopausalen Frauen wiesen eine signifikant h6here Komplex IV-Aktivitat
(p=0,009) auf als die gleichaltrigen mannlichen Probanden (siehe Abbildung 4.25 B und Ta-
belle 4.9). Sogar bei den Frauen mit einer MCI-Erkrankung konnte eine signifikant hdhere
Komplex IV-Aktivitat detektiert werden (p=0,005) (sieche Abbildung 4.24 B und Tabelle 4.8).
Bei beiden Studien waren die ATP-Spiegel bei den weiblichen Probanden in der Tendenz hé-
her als bei den mannlichen Studienteilnehmern (siehe Abbildung 4.24 D und Abbildung
4.25). Die CS-Aktivitat unterschied sich auch hier zwischen den beiden Geschlechtern nicht
(siehe Abbildung 4.24 A und Abbildung 4.25 A). Allerdings nimmt die mitochondriale Aktivi-
tat, wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben, bei den weiblichen Probanden im Laufe der Alterung ab.
Da dies aber auch bei den Mannern zu beobachten ist, scheint die Abnahme der mitochondri-
alen Funktion eher altersbedingt zu sein und nicht unbedingt durch einen Abfall der weiblichen
Geschlechtshormone hervorgerufen zu werden.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch in Tierstudien erzielt werden. Guevara et al. (2011) konnten
in ihrer Studie zeigen, dass die CS-Aktivitat in alten weiblichen Ratten im Laufe der Alterung
signifikant weniger stark abfallt als bei den mannlichen Tieren (Guevara et al. 2011). Sie konn-
ten ebenfalls signifikant héhere Komplex I1V-Aktivitaten bei den weiblichen, alten Ratten be-
obachten.

Verwunderlich sind vor allem die signifikant héheren Komplexaktivitdten bei den weiblichen
MCI-Patienten. Wie unter Kapitel 1.2.3 beschrieben, haben Frauen in jungen Jahren ein ge-
ringeres Risiko fir Demenz und anderen Erkrankungen als Manner. Dies scheint sich aller-
dings im Laufe des Alterungsprozesses in die entgegengesetzte Richtung zu entwickeln, was
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an der Abnahme der Ostrogenspiegel nach der Menopause liegen kénnte. Wie oben beschrie-
ben, scheint das Ostrogen die mitochondriale Funktionalitit positiv zu beeinflussen. Kommt es
zu einem Abfall der Ostrogenspiegel wahrend der Menopause, fiihrt dies zu einer Beeintréch-
tigung der mitochondrialen Funktion bis hin zu einer mitochondrialen Dysfunktion (Lejri et al.
2018). Eine mitochondriale Dysfunktion spielt wiederum eine Schllsselrolle bei neurodegene-
rativen Erkrankungen wie der AD.

So beobachten Studien mit Tiermodellen zur AD signifikant niedrigere antioxidative
Schutzsyteme bei weiblichen AD-M&usen. Schuessel et al. (2005) konnten z.B. in einem
Mausmodell der AD (Thy1-APP751(SL)) eine frihere Abnahme der SOD1-Aktivitat bei den
weiblichen Tieren beobachten (Schuessel et al. 2005). In einer anderen Studie untersuchten
Schuessel et al. (2004) die Unterschiede in der SOD1- und GPx-Aktivitat in postmortem Hirn-
gewebe von AD-Patienten (Schuessel et al. 2004). Sie detektierten signifikant héhere Aktivi-
taten der beiden antioxidativen Enzyme bei den weiblichen AD-Patienten und begriindeten
den Anstieg als Reaktion auf erhdhten oxidativen Stress. Ob dies der Fall ist oder ob die weib-
lichen AD-Patienten eine héhere antioxiative Aktivitat aufweisen und damit auch eine bessere
mitochondriale Funktion, wie wir es beobachtet haben, miisste weiter erforscht werden. Djord-
jevic et al. (2017) bestatigen unsere Ergebnisse. In ihrer Studie mit einem AD-Mausmodell
stellen sie fest, dass mannliche TgCRND8-M&use eher von mitochondrialen Beeintrachtigun-
gen betroffen sind als weibliche Mause (Djordjevic et al. 2017). Sie konnten eine héhere basale
Atmung und gekoppelte Atmung in isolierten Mitochondrien aus dem Hippocampus von weib-
lichen Mausen beobachten. Maynard et al. (2015) konnten in den PBMCs von weiblichen Pro-
banden mit einer AD, genau wie in unserer Studie, eine signifikant héhere mitochondriale ma-
ximale Atmung sowie eine geringere ROS-Produktion beobachten (Maynard et al. 2015).

Zur genaueren Analyse des Einflusses von Geschlechtshormonen wére eine nachtrégliche
Bestimmung der Geschlechtshormone sinnvoll. Eine Einnahme von Hormonpréparaten kann
die Ergebnisse, vor allem die in der Gruppe mit den alten Frauen, beeinflussen. Studien haben
bereits gezeigt, dass die Beeintrachtigungen der mitochondrialen Funktion, die im Laufe des
Alterungsprozesses und bei AD auftreten, durch eine Ostrogengabe wieder verbessert werden
kénnen (Borras et al. 2010; Borras et al. 2003; Yao et al. 2011). Die Auswertung des Frage-
bogens zur Erfassung der Medikamenteinnahme ergab allerdings, dass nur zwei der alten
weiblichen Probanden Hormonpraparate eingenommen haben und dies nur sporadisch. Auch
die Einnahme von Kontrazeptiva kénnte einen Einfluss auf die Ergebnisse sowie die zykili-
schen Hormonschwankungen bei den Frauen im reproduktionsféhigen Alter haben. Die Ein-
nahme von Kontrazeptiva wurde ebenfalls erfasst. In der PECEME-Studie gaben vier von 15
Frauen an, Kontrazeptiva einzunehmen, in der PECEMA-Studie 11 von 33. Bei der Melaton-

instudie nahmen zwei von zehn weiblichen Teilnehmern Kontrazeptiva ein.
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Ob diese geschlechtsassoziierten Unterschiede der mitochondrialen Funktion eine hormo-
nelle, genetische oder epigenetische Ursache haben, muss in weiteren Studien erforscht wer-
den. Neben den biologischen Faktoren kénnten auch Umweltfaktoren, wie geschlechtsassozi-
ierte Unterschiede im Lebensstil oder soziokulturelle Einflisse, eine Rolle spielen.

5.2.3 Altersassoziierte Unterschiede in der mitochondrialen Funktion in
PBMCs

Bei der Alterung sowie auch bei der AD scheint eine mitochondriale Dysfunktion eine entschei-
dende Rolle zu spielen (siehe 1.2.2). Studien zeigen, dass es im Laufe der Alterung und in der
Pathologie der AD und anderen Erkrankungen zu Beeintrachtigungen der Mitochondrien und
damit der mitochondrialen Funktion kommt (Rera et al. 2012; Boland et al. 2013; Anderson &
Maes 2014; Ahmad et al. 2015).

Eine mitochondriale Dysfunktion kann verschiedene Ursachen haben. Im Laufe des Alterungs-
prozesses kommt es zu gesteigerten Mutationsraten der mtDNA. Dies wiederum fhrt zur Bil-
dung von dysfunktionalen Mitochondrien (Lane et al. 2015; Wang et al. 2019; Zhu et al. 2019).
Die altersbedingte Abnahme der Mito- und Autophagie fihrt wiederum zu einer Akkumulation
dieser in der Funktion gestdrten Mitochondrien (Chistiakov et al. 2014; Wang et al. 2019). Die
dysfunktionalen Mitochondrien weisen eine verringerte mitochondriale Atmungskapazitat auf,
die Energieproduktion ist vermindert und es kommt zu einer gesteigerten ROS-Produktion, die
die mitochondriale Dysfunktion und andere pathologische Prozesse weiter verstarkt. Die mito-
chondriale Biogenese nimmt ebenfalls ab (Zhu et al. 2019) (siehe Abbildung 1.5).

Besonders betroffen von den altersbedingten Veranderungen der mitochondrialen Atmungs-
aktivitat sind die Komplexe | und IV. Aber auch die ATP-Synthase (Komplex V) erfahrt eine
altersbedingte Aktivitdtsabnahme (Yin et al. 2014). Navarro und Boveris (2004) zeigten in ihrer
Studie mit jungen und alten mannlichen Wistar-Ratten, dass es bei den Tieren zu einer alters-
bedingten Abnahme der SOD2 sowie der Aktivitdt der Komplexe der mitochondrialen
Atmungskette (KI-1V) kommt (Navarro & Boveris 2004). Besonders betroffen von den Effekten
der Alterung waren hier auch Komplex | und IV (Boveris & Navarro 2008). Auch die ATP-
Synthese war in Hirnmitochondrien von gealterten Tieren leicht erniedrigt (Boveris & Navarro
2008). Diese Ergebnisse konnten auch in Studien mit gealterten Mausen bestéatigt werden.
Kurokawa et al. (2001) detektierten bei SAMP8 (senescence-accelerated prone mouse 8)-
Méausen um 50 % niedrigere SOD2-Spiegel im Vergleich zu SAMR1- (senescence-accelerated
resistant mouse 1) Mausen (Kurokawa et al. 2001). Xu et al. (2007) beobachten im gleichen
Mausstamm eine altersbedingte Abnahme des MMPs und der ATP-Produktion in Plattchen
und dem Hippocampus (Xu et al. 2007). Shi et al. (2010) konnten in den SAMP8-Mausen
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auBerdem noch eine mit dem Alter auftretende Reduktion der Komplex IV-Aktivitdt sowohl in
Blutplattchen als auch im Hippocampus beobachten. Die Abnahme der ATP-Spiegel im Laufe
des Alterungsprozesses konnten die Autoren ebenfalls bestatigen (Shi et al. 2010).

Da laut Literatur Veranderungen des Energiemetabolismus wahrend der Alterung und AD be-
reits sehr frih auftreten und detektiert werden kénnen (Manczak et al. 2004; Mosconi et al.
2008), kdnnte die Detektion der mitochondrialen Funktion im Menschen von gro3er Bedeutung
sein. PBMCs stellen eine vielversprechende Mdglichkeit zur Erfassung der mitochondrialen
Funktion dar, da sie kostengtinstig sind und minimal invasiv gewonnen werden kénnen. Immer
mehr Studien bestatigen diesen Ansatz durch die Detektion von altersbedingten peripheren
Veranderungen der mitochondrialen Funktion, womit sich die Erforschung der Mitochondrien
nicht mehr nur auf das Gehirn beschrankt (Schindowski et al. 2003; Migliore et al. 2005; Leutz
et al. 2002; Leuner et al. 2007; Leuner et al. 2012). Allerdings stellt sich die Frage, ob solche
Veranderungen der mitochondrialen Funktion auch in gesunden alten Personen detektiert wer-
den kénnen. Wie oben beschrieben gibt es einige Studien, die altersspezifische Veranderun-
gen in der Komplexaktivitat sowie der antioxidativen Enzyme bereits untersucht haben, aller-
dings sind dies meistens Ergebnisse aus Tierstudien und nur begrenzt auf den Menschen
Ubertragbar. Aus diesem Grund sollte in der PECEMA-Studie untersucht werden, ob bereits
bei gesunden alten Probanden Veranderungen in mitochondrialen Parametern in den PBMCs

beobachtet werden kdnnen.

Bei der Messung der CS-Aktivitat konnten zwischen der jungen und der alten Gruppe keine
Unterschiede beobachtet werden (siehe Abbildung 4.14 A). Vor allem Komplex | und IV sind
bei der Alterung von Veranderungen betroffen. Die Komplex IV-Aktivitét der alten Probanden
war in unserer Studie signifikant niedriger als bei den jungen Studienteilnehmern (Frauen:
p=0,03; Manner: p=0,04) (siche Abbildung 4.14 B und Tabelle 4.6). Dies stimmt mit den oben
beschriebenen Ergebnissen aus den Tierstudien Uberein, die bei alten Mausen ebenfalls eine
reduzierte Komplex IV-Aktivitat beobachteten (Shi et al. 2010; Navarro & Boveris 2004; Yin et
al. 2014). Ojaimi et al. (1999) konnten in Purkinje-Neuronen von alten Probanden eine Beein-
trachtigung der Komplex [V-Aktivitdt im Vergleich zu jungen Probanden beobachten, die
schlussendlich zu einer AD fihren kann (Ojaimi et al. 1999). In postmortem Untersuchungen
von verschiedenen Hirnregionen konnten Beeintrachtigungen der Kl-Aktivitat beobachtet wer-
den sowie eine Abnahme an antioxidativen Enzymen wie der CAT, SOD2 und GSH-Reduktase
(Venkateshappa et al. 2012).

Auch die ATP-Spiegel unterschieden sich zwischen den beiden Gruppen signifikant (siehe
Abbildung 4.14 D). Sowohl die ATP-Spiegel der alten Manner als auch die der alteren Frauen
waren signifikant niedriger als bei den jungen, geschlechtsgleichen Probanden (Frauen:
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p=0,04; Manner: p=0,03). Dieser altersbedingte Abfall der ATP-Produktion konnte ebenfalls
bereits in Tierstudien bestéatigt werden (Shi et al. 2010).

Bei der altersbedingten Abnahme der mitochondrialen Funktion kdnnen auch die Geschlechts-
hormone eine entscheidende Rolle einnehmen. Laut Literatur kommt es gerade bei den
Frauen in der Postmenopause zu einer Abnahme der mitochondrialen Funktion. Dies ist mdg-
licherweise durch den postmenopausalen Abfall der Ostrogenspiegel bedingt. Das Ostrogen
hat eine positive Wirkung auf die mitochondriale Funktion (siehe Abbildung 1.7) und flihrt zu
einer hdheren mitochondrialen Aktivitat bei jungen Frauen (siehe 5.2.1). Gegen die Ostrogen-
theorie spricht, dass es bei den Mannern auch zu einer signifikanten Abnahme der Komplex
IV-Aktivitat und der ATP-Spiegel kommt. Berchtold et al. (2008) haben in einer Studie bei 55
kognitiv gesunden Probanden (Alter 20 bis 99 Jahre) eine Genanalyse durchgefiihrt und konn-
ten altersbedingte Veranderungen im Gehirn von Mannern beobachten, die zu einer Herunter-
regulierung von Genen der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe flihren (Berchtold et al.
2008). Bei den Mannern sinken die Geschlechtshormone zwar auch ab, aber der Abfall ist
minimal und sollte die mitochondriale Funktion nicht beeintrachtigen. Trotzdem scheinen die
Geschlechtshormone bei der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion eine entschei-
dende Rolle zu spielen. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Behand-
lung mit Progesteron, Estrogen und Androgenen zu einer effektiven Reduktion der bioenerge-
tischen Beeintrachtigungen in zellularen Modellen der AD beitragen kénnen (Grimm et al.
2016a; Lejri et al. 2017).

Auf der anderen Seite nehmen mit der Alterung die Mutationen der mtDNA zu. Dadurch, dass
diese in unmittelbarer Nahe zur ROS-Produktion ist und nicht wie die nDNA durch Histone
geschutzt wird, ist die Zunahme an ROS hier besonders verheerend und kann zu mtDNA-
Mutationen fihren. Die mtDNA codiert fir Untereinheiten der Atmungskette, hier auch fir Kom-
plex I, Il und IV und die ATP-Synthase (Scheffler 2001). Durch oxidativen Stress hervorgeru-
fene Mutationen kénnen zu veranderten Proteinen der Elektronentransportkette flihren, die
dann dysfunktionale Komplexe mit sich bringen, die wiederum zu einer reduzierten Kom-
plexaktivitat fihren. AuBerdem kann es durch die defekten Proteine zu einer gesteigerten
ROS-Produktion durch ein vermehrtes Austreten von Elektronen aus der ETS kommen. Diese
fihrt dann wieder zu einer Schadigung der mtDNA und auch der Komplexe und der Teufels-
kreis beginnt von vorne. Schlussendlich fuhrt dies zu einer mitochondrialen Dysfunktion, die
langfristig zu einer neuronalen Dysfunktion und dem Absterben von Neuronen fihrt. Diese
Abnahme der Komplexaktivitat stimmt mit den Ergebnissen unserer Studie Uberein. Die alters-
bedingte Abnahme der Komplexaktivitat sowie der ATP-Produktion (mdglichweise bedingt
durch eine dysfunktionale ATP-Synthase) kénnen durch die beschriebenen Mechanismen her-

vorgerufen werden.
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Eine mitochondriale Dysfunktion spielt wie bereits erwahnt auch bei der Entstehung der AD
eine entscheidende Rolle (siehe 1.2.2). Ahnlich wie bei der Alterung kommt es auch bei der
AD zu Veranderung der Komplex IV-Aktivitét, aber auch bei den anderen Komplexen der mi-
tochondrialen Atmungskette. (Cottrell et al. 2001; Bubber et al. 2005). Auch hier kann dieser
Defekt der Komplexe durch mtDNA-Schadigungen, die durch erhdéhten oxidativen Stress her-
vorgerufen wurden, bedingt sein. Durch eine Stérung der Mitophagie kommt es zu einer ver-
anderten Morphologie der Mitochondrien und zur Akkumulation dysfunktionaler Proteine. Bei
der AD-Erkrankung wird die mitochondriale Funktion noch zusétzlich durch die AB- und Tau-
patholgie beeinflusst. Eine mitochondriale Dysfunktion kann die AB- und Tau-Aggregation be-
gunstigen, aber AR und Tau scheinen auch direkt zu einer Abnahme der Komplex | und V-
Aktivitat zu flhren, sowie zu einer Reduktion des MMPs und der ATP-Produktion (Keil et al.
2004; Crouch et al. 2005; Rhein et al. 2009; Rhein et al. 2010; Grimm et al. 2016b). AuBerdem
fOhrt die AB-Akkumulation zu einer Erh6hung des oxidativen Stresses, der dann wiederum zu
einer Schadigung der mtDNA und Komplexe flihren kann (Eckert et al. 2012).

Nach unserem Wissen ist dies die erste Studie, die die mitochondriale Funktion in PBMCs von
gesunden jungen und alten Probanden untersucht. Die bereits vorhandenen Studien, die die
mitochondriale Funktion in Blutzellen und PBMCs erforschen, untersuchten diese meistens in
AD-Patienten und nicht bei gesunden alten Probanden.

In Blutplattchen von AD-Patienten kann eine mitochondriale Dysfunktion mit erhéhter ROS-
Produktion und gesteigertem oxidativen Stress beobachtet werden (Delbarba et al. 2016). In
verschiedenen Studien detektierten die Autoren eine signifikante Abnahme der Komplex V-
Aktivitat in Plattchen von AD-Patienten (Valla et al. 2006; Cardoso et al. 2004; Mancuso et al.
2003). In Einklang mit diesen Ergebnissen und den in der Literatur beschriebenen durch AD
hervorgerufenen Veranderungen, kommt es bei an AD-Erkrankten zu verringerten ATP-Spie-
geln und erhdéhten ROS-Konzentrationen (Cardoso et al. 2004). In Plattchen von alten Pro-
banden und AD-Patienten konnte zudem ein reduziertes Membranpotential detektiert werden
(Shi et al. 2008).

Allerdings handelt es sich hier um Studien mit Blutplattchen und nicht mit PBMCs. Die Stu-
dienlage zur mitochondrialen Funktion in Lymphozyten, einer Fraktion der PBMCs, bei spora-
dischen AD-Patienten ist gering. Dabei sind PBMCs besonders gut fir die Erforschung von
neuronalen Veranderungen geeignet (siehe 1.3.1). Feldhaus et al. (2011) konnten in isolierten
Lymphozyten von AD-Patienten eine signifikant niedrigere Komplex II- und I1V-Aktivitat detek-
tieren (Feldhaus et al. 2011). Delbarba et al. (2016) untersuchten in ihrer Studie die mitochond-
riale Funktion in Lymphozyten von AD-, MCI-Patienten und gesunden gleichaltrigen Kontroll-
personen (Delbarba et al. 2016). Die Komplex I1V-Aktivitat sowie die CS-Aktivitat waren hier
bei den MCI-Patienten signifikant héher als bei der Kontrollgruppe. Allerdings konnte dieser
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Unterschied nach der Normierung der Komplexaktivitat auf die CS nicht mehr beobachtet wer-
den. Auch die AD-Gruppe zeigte im Vergleich zu Kontrollgruppe einen leichten, aber signifi-
kanten Anstieg der Komplex IV Aktivitat. Auch nach der Normierung war dieser Unterschied
noch zu sehen. Weiterhin untersuchten die Autoren die SOD2-Aktivitat und konnten keine Un-
terschiede zwischen den Gruppen feststellen. Ein Hinweis auf eine geringere mitochondriale
Masse kdnnte die niedrigere mtDNA Menge in den AD- und MCI-Patienten sein. Die zwei Re-
gulatoren der mitochondrialen Biogenese, TFAM und PGC-1a, waren bei den AD-Patienten
signifikant erniedrigt, bei den MCI-Patienten zeigte sich nur eine Reduktion in der TFAM Pro-

teinexpression.

Leuner et al. (2012) konnten bei der Untersuchung der Lymphozyten von AD-Patienten eine
signifikante Reduktion der MMP-Spiegel beobachten. Diese Reduktion konnte auch bei MCI
Patienten gemessen werden. Die untersuchten Gruppen bestehen sowohl aus weiblichen als
auch aus mannlichen Probanden. Weiterhin untersuchten die Autoren die Aktivitat der mito-
chondrialen Atmungskettenkomplexe sowie des Komplex V in Lymphozyten von sechs weib-
lichen AD-Patienten und verglichen diese mit der von sechs gleichaltrigen und gleichge-
schlechtlichen Kontrollen. Die Lymphozyten der AD-Patienten zeigten eine signifikant niedri-
gere endogene Atmung, sowie eine geringere OXPHOS-AKktivitat. Weiterhin war die RCR bei
der AD-Gruppe signifikant niedriger, wohingegen die mitochondriale Masse sich nicht unter-
schied.

Zur weiteren Untersuchung der Verédnderungen der mitochondrialen Funktion bei MCI-Patien-
ten wurden im Rahmen dieser Arbeit die Ergebnisse der basalen Messungen der mitochond-
rialen Funktion in PBMCs bei den MCI-Patienten aus der MIND AD-Studie mit den ge-
schlechtsgleichen jungen und alten Probanden aus der PECEMA-Studie verglichen.

Die in den PBMCs von MCI-Patienten gemessene CS-Aktivitdt war sowohl im Vergleich zu
den jungen Probanden (Frauen: p=0,0002; Manner: p=0,01) als auch zu den alten weiblichen
Probanden signifikant niedriger (Frauen: p<0,0001) (siehe Abbildung 4.26 A und Tabelle
4.8). Der Unterschied zwischen der CS-Aktivitat der mannlichen MCI-Patienten und gesunden
alten Mannern war nicht signifikant (p=0,08). Die geringere CS-Aktivitat der MCI-Patienten
kdnnte ein Indikator fir eine niedrigere mitochondriale Masse bei MCI-Erkrankten sein. Dies
kénnen die Ergebnisse von Delbarba et al. (2016) bestétigen (Delbarba et al. 2016). Die Au-
toren bestimmten als Marker der mitochondrialen Masse die Menge an mtDNA. Diese war, wie
in der hier vorliegenden Arbeit, bei den MCI- und AD-Patienten signifikant verringert. Andere
Studien mit AD-Patienten konnten hingegen keine Veréanderungen bei Markern der mitochond-
rialen Masse beobachten (Leuner et al. 2012). Bei der Bestimmung der CS detektierten Del-
barba et al. (2016) allerdings signifikant héhere Aktivitaten bei den MCI- und AD-Patienten.
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Auch die mitochondriale Komplexaktivitat war bei den MCI-Patienten im Vergleich zu den an-
deren beiden Gruppen zum Teil signifikant verringert. Bei den MCI-Patienten konnte im Ver-
gleich zu der jungen und alten Studienpopulation eine signifikant niedrigere Grundatmung (en-
dogene Atmung) und eine verringerte OXPHOS-AKktivitat detektiert werden (siehe Abbildung
4.26 B und Tabelle 4.10). Leuner et al. (2012) beobachteten ebenfalls eine Abnahme der
Aktivitat in diesen Stadien der mitochondrialen Atmung, allerdings bei Patienten, bei denen
bereits eine AD diagnostiziert wurde (Leuner et al. 2012). In dieser Studie war auch die RCR
der AD-Patienten signifikant niedriger als die der gesunden Kontrollgruppe. In der vorliegen-
den Analyse konnten keine Unterschiede im RCR zwischen den MCI-Patienten und den jun-
gen und alten Probanden gemessen werden (sieche Abbildung 4.26 C und Tabelle 4.10).
Maynard et al. (2015) detektierten in den PBMCs von AD Patienten auch ein Defizit der endo-
genen Atmung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Maynard et al. 2015). Die Aktivitat des Kom-
plex IV unterschied sich nur zwischen den MCI-Patienten und der jungen Gruppe signifikant
(Frauen: p=0,04; Manner: p=0,04) (siehe Abbildung 4.26 B). Zwischen der MCI-Gruppe und
den alten gesunden Probanden konnte kein Unterschied beobachtet werden. Zwei Studien,
die die mitochondriale Funktion in Lymphozyten untersuchten, konnten ebenfalls keine Veran-
derungen der Komplexaktivitdten bei AD im Vergleich zu den gesunden Kontrollen beobachten
(Molina et al. 1997; Casademont et al. 2003). Andererseits zeigen andere Studien signifikant
niedrigere Komplex IV-Aktivitaten bei AD-Patienten (Feldhaus et al. 2011). Allerdings wurden
diese in Lymphozyten von AD-Patienten gemessen, bei denen eine mitochondriale Dysfunk-
tion mdglicherweise schon starker ausgepragt ist als bei den in der MIND ADnmini- Studie unter-
suchten MCI-Patienten. Delbarba et al. (2016) beobachteten bei den MCI-Patienten sogar ho-
here Komplex IV-Aktivitaten, die allerdings nach der Normierung auf die Citratsynthase (wie
es bei unseren Ergebnissen auch der Fall ist) nicht mehr vorhanden waren. Bei den AD-Pati-
enten konnten sie auch nach der Normierung noch héhere Komplex IV-Aktivitaten beobachten
(Delbarba et al. 2016). Dieser Anstieg der Komplex IV-Aktivitat steht allerdings im Widerspruch
zu zahlreichen Ergebnissen aus Tier- und Humanstudien, die eine starke Beeintrachtigung
des Komplexes IV bei AD beobachten kénnen (Lane et al. 2015).

Trotz der fehlenden Unterschiede beim Komplex IV wiesen die alten Probanden signifikant
héhere ATP-Spiegel auf als die MCI-Patienten (Frauen: p= 0,04; Manner: p=0,04). Auch die
ATP-Spiegel der jungen Probanden waren signifikant héher (Frauen: p=0,001; Méanner:
p=0,005).

Unterschiedliche Ergebnisse in den verschiedenen Studien kénnen einerseits durch verschie-
dene Messmethoden bedingt sein. Manche Autoren haben die Komplexaktivitat mittels En-
zymassays bestimmt, wohingegen andere mithilfe eines speziellen Gerates (Oxygraph) die
mitochondriale Aktivitat Gber den bioenergetischen Flux ermittelt haben. Andererseits kann
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auch der unterschiedliche Schweregrad der MCI oder AD die Unterschiede zwischen den Stu-
dien erklaren. Eine Limitation unseres Forschungsansatzes ist die geringe Probandenanzahl
bei der Studie mit den MCI-Patienten. AuBerdem wurde in der Studie keine Klassifizierung des
Schweregrades der MCI-Erkrankung durchgefihrt, wodurch méglicherweise eine sehr hetero-
gene Gruppe untersucht wurde.

Die Ergebnisse aus der PECEMA-Studie sowie dem Vergleich mit den MCI-Patienten liefern
vielversprechende Erkenntnisse. Die PBMCs sind eine geeignete Methode zur Detektion von
Beeintrachtigungen der mitochondrialen Funktion. Da sich Veranderungen der mitochondria-
len Funktion bereits bei gesunden alten Probanden nachweisen lassen, scheint die Methode
sensitiv genug zu sein und kdnnte flr eine frihzeitige Diagnose von ersten Anzeichen einer
AD genutzt werden. Denn auch bei den Probanden mit den milden kognitiven Beeintrachtigun-
gen kann nochmal eine Verschlechterung der mitochondrialen Funktion im Vergleich zu den
gesunden alten Probanden beobachtet werden. AuBerdem kénnte die Methode genutzt wer-
den, um den Erfolg von Praventions- und Therapiestrategien mit dem Ziel der mitochondrialen
Funktion kostengiinstig und mit einer geringen Belastung flr die Probanden zu Gberwachen
(siehe 4.2.3).

5.3 Einfluss einer sechsmonatigen multimodalen Intervention auf
metabolische Parameter und die mitochondriale Funktion in
PBMCs

Multimodale Interventionen, bestehend aus Erndhrungs-, Bewegungs- und kognitiven Modu-
len, kénnten aufgrund der multifaktoriellen Atiologie der AD effektiv zur Pravention und Thera-
pie von AD und Demenz beitragen. Aber auch die einzelnen Komponenten der Studie, wie
z.B. eine mediterrane Erndhrung, Omega-3-Fettsduren Supplementationen oder kérperliches
und kognitives Training, zeigen laut Literatur vielversprechende Effekte im Zusammenhang
mit MCI und AD. Eine starke Orientierung der Erndhrung an den Prinzipien der mediterranen
Diat (siehe 1.4.1) wird mit einer geringeren Mortalitat und einem reduzierten Risiko flr kardi-
ovaskulare und neuroplastische Erkrankungen assoziiert (Kastorini et al. 2011; Sofi et al.
2014). Auch bei der Demenz und AD scheint die Ernahrungsweise einen risikoreduzierenden
Effekt aufzuweisen (Scarmeas et al. 2006; Gardener et al. 2012; Tsivgoulis et al. 2013; Sofi et
al. 2014; Singh et al. 2014; Wu & Sun 2017). Ein wichtiger Bestandteil der mediterranen Er-
nahrung ist u.a. eine hohe Aufnahme an mehrfach ungesattigten FS. Eine erhéhte Aufnahme
an Omega-3-FS, vor allem EPA und DHA, ist mit einer gesundheitsférdernden Wirkung bei
der Reduzierung des Risikos fir AD assoziiert (Barberger-Gateau et al. 2002; Morris et al.
2003). Ein korperlich aktiver Lebensstil scheint ebenfalls mit der Hirngesundheit assoziiert zu
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sein. Kérperlich aktive Menschen entwickeln im Vergleich zu inaktiven Personen weniger kog-
nitive Beeintrachtigungen und erkranken seltener an Demenz und AD (Hamer & Chida 2009;
Sofi et al. 2011; Stephen et al. 2017; Gallaway et al. 2017). Kognitives Training kann zu einer
Verbesserung der kognitiven Leistung flihren und damit ebenfalls das Risiko fir kognitive Be-
eintrachtigungen verringern (Borella et al. 2010; Rebok et al. 2014; Anguera et al. 2013) (siehe
1.4.4).

In der MIND ADmini-Studie wurde in einer sechsmonatigen Interventionsstudie der Einfluss ei-
ner multimodalen Intervention auf die kognitive Funktion, die kérperliche Fitness, vaskulére
und metabolische Parameter und die mitochondriale Funktion in PBMCs von 24 MCI-Patienten
untersucht. Teil der multimodalen Intervention waren regelmaBige Erndhrungsberatungen,
zweimal wdchentliches Ausdauer- und Kraft-Training unter Anleitung von Fachpersonal, kog-
nitives Training sowie in einer Gruppe (L&F-Gruppe), die tagliche Einnahme eines mit Omega-
3-FS angereicherten Drinks. Dieser spezielle Drink auf Milchbasis enthélt neben den mehrfach
ungesattigten Omega-3-FS EPA und DHA noch B-, C- und E-Vitamine, Uridin, Selen und Cho-
lin und konnte schon in mehreren Studien mit positiven Effekten auf MCI und AD assoziiert
werden (Rijpma et al. 2017; Scheltens et al. 2010; Scheltens et al. 2012). Die Ergebnisse der
kognitiven Analysen und der kérperlichen Fitness sind nicht Teil dieser Arbeit.

5.3.1 Einfluss der Intervention auf anthropometrische und metabolische
Parameter

Zur Erforschung der Effekte der multimodalen Intervention und deren einzelner Bestandteile
wurden anthropometrische Parameter wie Kérpergewicht und der WHR erfasst. Zusatzlich
wurde der Effekt auf metabolische Parameter wie das Lipoproteinprofil und der Entziindungs-
marker Interleukin-6 im Blut analysiert.

Ein hohes Kérpergewicht in Kombination mit einer adipogenen Fettverteilung sowie eine Dys-
lipidamie kénnen zu metabolischen oder kardiovaskularen Erkrankungen beitragen, die wie-
derum das Risiko flr die Entstehung einer MCI oder AD erhéhen (Coutinho et al. 2011; van
Charante et al. 2016). Als Entziindungsmarker wurde das Cytokin Interleukin-6 (IL-6) be-
stimmt. IL-6 ist ein klassisches pro-inflammatorisches Cytokin, welches von einer Vielzahl an
Zellen produziert wird. Es reguliert mehrere physiologische Prozesse wie die akute Phase-
Antwort, Inflammation, Immunantwort, Himatopoese und Zellwachstum. Abnormal hohe IL-6
Spiegel fihren zu einer unkontrollierten, inflammatorischen Reaktion sowie zu einer chroni-
schen Inflammation. Aus diesem Grund tragt IL-6 maBgeblich zu Autoimmun- und chronisch-
entzindlichen Erkrankungen bei (Ataie-Kachoie et al. 2014) und spielt auch eine Rolle bei
kardiovaskularen Erkrankungen, die wie oben erwahnt das Risiko flr eine Demenz erhéhen
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kénnen. AuBerdem deuten immer mehr Studien an, dass IL-6, neben Interleukin-13 (IL-1B)
und dem Tumornekrosefaktor a (TNF-a), zum Tod von Neuronen und einer neuronalen Dys-
funktion im Gehirn fihren kann (Rosenberg 2005). Einige Studien konnten bei MCI und AD-
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontroll-Gruppe erhéhte Serum und Plasma IL-6 Spiegel
feststellen (Kim et al. 2017; Teunissen et al. 2002; Licastro et al. 2000).

Das Korpergewicht der Interventionsgruppen wurde in den sechs Monaten viermal erfasst, um
einen Einfluss der Lebensstilanderung auf das Gewicht und den Taillen-Hlftumfang zu be-
obachten. In der Lifestyle-Gruppe kam es zu keiner Gewichtsveranderung durch die Interven-
tion (siehe Abbildung 4.15 A und B). Bei der L&F-Gruppe fuhrt die sechsmonatige Interven-
tion zu einem tendenziell héheren Kérpergewicht (Frauen: p=0,09; Manner: p=0,05). Dieser
Gewichtsanstieg kann durch eine Zunahme an Fett, aber auch durch die wahrend der Inter-
vention héhere kérperliche Aktivitat auf eine Zunahme der Muskelmasse zuriickzuflihren sein.
Hier wére eine Bioimpedanz-Analyse sinnvoll gewesen, um herauszufinden, inwiefern sich die
Kérperzusammensetzung der Probanden verandert hat. Eine Zunahme der Muskelmasse
musste sich allerdings auch bei der Ls-Gruppe durch eine Gewichtszunahme zeigen, da die
Art und die Intensitat der kérperlichen Aktivitat in beiden Gruppen gleich waren. Eine weitere
Ursache flr die leichte Gewichtszunahme in der L&F-Gruppe kdnnte der mit Omega-3-FS an-
gereicherte Drink sein. Bei dem Drink handelt es sich um ein Getrénk auf Milchbasis. Die Pro-
banden der L&F-Gruppe mussten taglich eine Flasche a 125 ml (125kcal, genaue Zusammen-
setzung siehe Anhang) verzehren. Das heif3t, wenn die Probanden ihre Erndhrung nicht an
die zusatzliche Kalorienaufnahme angepasst haben, kann es sein, dass die Probanden taglich
125 kcal mehr aufgenommen haben als gewdhnlich, was die leichte Gewichtszunahme erkla-
ren wirde. Ein isokalorisches Placebo-Getrank wird fir zuklingtige Studien in Erwagung ge-
zogen, um klare Daten bezlglich der Gewichtszunahme zu erhalten.

Der Waist-Hip-Ratio, das Verhaltnis von Taillen zu Huftumfang, hat sich nicht verandert (siehe
Abbildung 4.15 C und D), lag allerdings bei allen Gruppen schon beim Visit 1 Gber dem Nor-
malwert (siehe Tabelle 3.7 und Tabelle A1). Ein zu hoher WHR, definiert als 20,84 fir Frauen
und 20,90 far Manner, kann mit einem erhéhten Risiko flr Erkrankungen des Stoffwechsel und
des Herz-Kreislaufsystems sowie einer gesteigerten Mortalitat einhergehen (Coutinho et al.
2011; World Health Organization 2011; DAG - Deutsche Adipositas Gesellschaft 2014).

Zur weiteren Erforschung des Einflusses der Intervention wurden die Cholesterin-, HDL-, LDL,
Trigylcerid- und Interleukin-6- Werte im Blut der Probanden beim Visit 7 und Visit 2 bestimmt
(siehe Abbildung 4.16 und Tabelle A1). In der Ko-Gruppe kam es zu einer leichten Zunahme
der Cholesterinspiegel (p=0,06), wohingegen es in der Ls-Gruppe zu keinen Veranderungen
kam. Die L&F-Gruppe wies beim Visit 2 signifikant héhere Cholesterinwerte auf. Eine Choles-

terinzunahme ist nicht immer nur negativ zu betrachten, da es darauf ankommt, welche Form
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des Cholesterins zunimmt. Das HDL-Cholesterin transportiert peripheres, subendotheliales
Cholesterin in die Leber, wo es abgebaut wird (Karr 2017). Das LDL transportiert das Choles-
terin von der Leber in die verschiedenen Gewebe und fuhrt zur Bildung von Plaques, die mit
einem erhdhten Risiko fur atherosklerotische Herzerkrankungen assoziiert sind. Eine Imba-
lance zwischen LDL und HDL kann das Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen, wie einen
Herzinfarkt oder Schlaganfall, erhéhen (Karr 2017). Bei der Ko- und Ls-Gruppe zeigten sich
keine Veranderungen beim LDL und HDL vom Visit 1 zum Visit 2. Bei der L&F-Gruppe stieg
das HDL-Cholesterin signifikant (p=0,02; Visit 1: 62+8,7; Visit 2: 71+11,31 mg/dl) an, das LDL
erhéhte sich nur leicht (p=0,08; Visit 1: 131,5+17,7; Visit 2: 138,3+16,46 mg/dl). HDL-Spiegel
von = 60 mg/dl kénnen das Risiko fur atherosklerotische, kardiovaskulare Erkrankungen ver-
ringern. Diese Erhéhung des LDL und HDL-Cholesterins kann durch die langkettigen Fettsau-
ren EPA und DHA hervorgerufen werden. Diese sind in dem Omega-3-Drink enthalten, den
die L&F-Gruppe taglich verzehrte. Xyda et al. (2019) konnten ebenfalls eine signifikante Erhé-
hung des Gesamt — und HDL- Cholesterins in gesunden alteren Probanden nach einer
Omega-3-FS-Supplementation beobachten (Xyda et al. 2019). In Einklang mit den vorliegen-
den Ergebnissen der L&F-Gruppe kam es auch dort zu keinen signifikanten Effekten auf das
LDL-Cholesterin. Thomas et al. (2004) untersuchten in ihrer Studie den Effekt einer Omega-
3-FS-Supplementation oder kérperlicher Aktivitat sowie der Kombination der beiden Interven-
tionen auf die Lipoproteine im Blut von jungen Probanden. Die Omega-3-FS Supplementation
fOhrte zu einem Anstieg des HDLs, die kérperliche Aktivitat zu einer Steigerung von HDL und
LDL. Die Kombination fihrte wie auch in unserer Studie zu einem Anstieg von HDL und LDL
(Thomas et al. 2004). Den Effekt der kérperlichen Aktivitat konnten wir in unserer Studie nicht
bestétigen. Wie oben bereits erwahnt, zeigte die Ls-Gruppe keine Veranderungen in der Lip-
oprotein-Zusammensetzung im Blut. Allerdings gibt es auch Studien, die keinen Effekt (Padro
et al. 2015; Mori et al. 2000; Sanchez-Muniz et al. 1999) oder einen senkenden Effekt der
Omega-3-FS auf das HDL-Cholesterin (Phillipson et al. 1985) beobachten kénnen.

In keiner der drei Gruppen hatte die Intervention einen Einfluss auf den Triglyceridwert im Blut.
In der Literatur werden langkettige Fettsduren wie EPA und DHA allerdings mit einer Abnahme
der Trigylceridspiegel assoziiert (Bucher et al. 2002; Harris et al. 1997).

Der IL-6 Wert war in der Ls-Gruppe beim Visit 2 leicht erhéht. Bei den anderen Gruppen blieb
das Interleukin-6 unverandert. Eine mogliche Erklarung fur die erhdhten IL-6 Werte bei der Ls-
Gruppe kénnte der in anderen Studien beschriebene steigernde Einfluss durch kérperliche
Aktivitat sein. Wahrend akuter Aktivitat kommt es zu einer Freisetzung von IL-6 aus den Mus-
keln ins Blut (Pedersen 2017). Dieser Effekt konnte aber auch in Studien mit einer Bewegungs-
intervention Uber zwoélf Wochen beobachtet werden (Lavebratt ef al. 2017). Auf der anderen
Seite gibt es auch Studien, die keinen Effekt auf die IL-6 Spiegel durch kérperliche Aktivitat
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beobachten (Tunc-Ata et al. 2017) oder sogar einen Abfall der IL-6-Spiegel (Schumacher et
al. 2006; Goldhammer et al. 2005; Cesari et al. 2009). Dies wird wiederum als positiv beschrie-
ben, da ein niedrigerer IL-6-Spiegel zur Abnahme von pro-inflammatorischen Cytokinen fhrt
(Petersen & Pedersen 2005). IL-6 bewirkt im Muskel eine Muskelhypertrophie und wirkt sich
auf die Glucoseaufnahme, den Glykogenabbau und die Lipolyse aus. In anderen Organen
beeinflusst es u.a. die Lipolyse und FS-Oxidation und tragt damit zur Energiebereitstellung
wahrend der kdrperlichen Aktivitat bei (Huh 2018). Ob dieser Anstieg in der Ls-Gruppe chro-
nisch oder kurzfristig erhdéht war, kann nicht geklart werden. Denn langanhaltende IL-6 Werte
kénnen zu einem katabolischen Effekt sowie zur Muskelathrophie fihren, was dann wiederum
zu einer Reduktion der Muskelstarke, zu starkem Muskelkater und einer beeintréchtigten Mus-
kelfunktion fihrt (Clarkson & Hubal 2002). Dies ware gerade bei alteren Probanden problema-
tisch, da die Reduktion der Muskelstarke und muskulare Dysfunktion das Sturzrisiko erhéhen
kénnten. Dieser moglicherweise Aktivitdtsbedingte Anstieg der IL-6 Spiegel tritt in der L&F-
Gruppe allerdings nicht auf. Eine Ursache hierfiir kénnte der in manchen Studien beobachtete
Effekt der Omega-3-Fettsauren sein. Einige Studien beschreiben, dass eine Supplementie-
rung mit Omega-3-FS den Anstieg von IL-6 neutralisiert (DiLorenzo et al. 2014; Phillips et al.
2003; Tartibian et al. 2011). Andere Studien sehen diesen Einfluss nicht (Lenn et al. 2002; Toft
et al. 2000; Nieman et al. 2009). Generell scheinen Omega-3-FS allerdings die Produktion von
inflammatorischen Cytokinen inklusive IL-6 zu unterdriicken, was sich wiederum positiv auf
inflammatorische Prozesse im Kdrper auswirkt (Caterina & Libby 1996; Khalfoun et al. 1997;
Manzanares et al. 2016; Molfino et al. 2017).

5.3.2 Einfluss der Intervention auf die Fettsaurezusammensetzung und
den Omega-3-Index

Zur Ermittlung der Compliance der Einnahme des Drinks in der L&F-Gruppen, aber auch zur
Uberpriifung der Orientierung an der empfohlenen mediterranen Dit in den anderen beiden
Gruppen, wurde vor Beginn und zum Ende der Studie in allen drei Gruppen eine Fettsaure-
analyse im Blut vorgenommen sowie die Bestimmung des HS-Omega-3-Index durchgefihrt.

Der HS-Omega-3 Index ® wird in den Erythrozyten mit einer speziellen und spezifischen Ana-
lytik bestimmt und spiegelt den Anteil von Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaen-
saure (DHA) in wichtigen Organen wider. Ein HS-Omega-3 Index zwischen 8 und 12 % qilt als
optimal (Schacky et al. 2014). Bei der L&F-Gruppe flhrte der regelmaBige Konsum des
Omega-3-Drinks zu einem signifikanten Anstieg (p<0,001) des HS-Omega-3-Index (siehe Ab-
bildung 4.18 B). Nach der Intervention lag der Omega-3-Index der L&F- Gruppe mit 9,4 % im
empfohlenen Bereich. Auch eine Studie von Kdéhler et al. (2010) konnte bei Probanden nach

129



dem 8-wdchigen Konsum eines mit Omega-3-FS angereicherten Getranks einen signifikanten
Anstieg des Omega-3 Index beobachten (Kéhler et al. 2010). Im Vergleich zur Ls-Gruppe ist
dieser in der L&F-Gruppe signifikant héher (p=0,01) (sieche Abbildung 4.18 A). Interessanter-
weise konnte in der Kontroll-Gruppe ebenfalls ein leichter Anstieg des Indexes beobachtet
werden (p=0,06). Die Omega-3-Fettsauren EPA und DHA waren in der L&F-Gruppe, passend
zur signifikanten Erhéhung des Omega-3-Indexes, beim Visit 2 ebenfalls signifikant erhdht
(siehe Abbildung 4.17 A). Bei den anderen Fettsduren kam es zu keiner Veranderung der
Konzentrationen im Blut (siehe Abbildung 4.17 B und C). Im Vergleich zur Ls-Gruppe waren
die Gehalte an DHA im Blut in der L&F-Gruppe beim Visit 2 signifikant héher. Bei der Kontroll-
und auch bei der Ls-Gruppe blieb das Fettsaureprofil unverandert. Damit kann von einem re-
gelméaBigen Verzehr des Getrankes in der L&F-Gruppe ausgegangen werden. Der Anstieg
des HS-Omega-3-Index in der Kontroll-Gruppe ist allerdings Uberraschend. Eine mégliche Ur-
sache hierfur kdnnte sein, dass die Probanden aufgrund der allgemeinen Erndhrungsempfeh-
lungen zu Beginn der Studie ihren Konsum an Omega-3-FS durch einen erhéhten Konsum
oder die Einnahme von Supplementen gesteigert haben. Zu Beginn der Studie wurde allen
drei Gruppen eine Orientierung an einer mediterranen Ernahrung empfohlen. Eine mediterrane
Ernahrung zeichnet sich u.a. durch eine hohe Zufuhr an mehrfach gesattigten Fettsauren tber
Olivendl und Fisch aus bei gleichzeitig geringer Aufnahme von gesattigten FS (siehe 1.4.1).
AuBerdem wurde Uber den positiven Einfluss von Omega-3-Fettsauren auf die kognitive Funk-
tion aufgeklart. Alle Gruppen wurden darauf hingewiesen, wenn sie noch keine Omega-3-hal-
tigen Nahrungserganzungsmittel einnehmen, nicht wahrend der sechsmonatigen Interventi-
onszeit damit anzufangen. Bei der Ls- und L&F-Gruppe wurde dies regelmaBig bei den Ernah-
rungsberatungen durch eine Befragung kontrolliert. Dies war bei der Kontrollgruppe nicht még-
lich und kann zu dem unerwarteten Ergebnis beim Omega-3-Index beigetragen haben. In an-
deren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass auch schon eine Erhdhung des Verzehrs
von Fisch ohne eine zusatzliche Supplementation zu einer Steigerung des Omega-3-Index
beitragen kann (Jackson et al. 2019).

5.3.3 Einfluss der Intervention auf mitochondriale Parameter

Als letzter Parameter wurde der Effekt der Intervention auf die mitochondriale Funktion analy-
siert. Eine mitochondriale Dysfunktion spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Pro-
gression von MCI und AD (siehe 1.2.2). Wie in Kapitel 4.2.2 und 4.3.2 beschrieben, kann in
PBMCs eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion bereits bei gesunden Alten, aber
auch bei MCI-Patienten beobachtet werden. Aus diesem Grund scheint die Messung der mi-
tochondrialen Funktion in PBMCs ein geeigneter Marker fur die Detektion von friihen Stérun-
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gen der mitochondrialen Funktion zu sein. Andererseits ist diese Methode aufgrund der einfa-
chen Umsetzung, der geringen Belastung firr die Probanden und der niedrigen Kosten geeig-

net, um den Erfolg von Interventionen zu berwachen und zu erforschen.

Tierstudien konnten bereits zeigen, dass Interventionsbestandteile der hier untersuchten mul-
timodalen Intervention einen positiven Einfluss auf Energiemetabolismus und mitochondriale
Funktion haben (Swaminathan & Jicha 2014; Hagl et al. 2014; Hagl et al. 2015; Hagl et al.
2016b; Hagl et al. 2016a; Reutzel et al. 2018). Eine frihzeitige Pravention einer mitochondri-
alen Dysfunktion kdnnte die Entstehung einer MCI oder AD hinauszégern bzw. die Progression
der Erkrankung verlangsamen. Deshalb sollte in dieser Studie untersucht werden, ob die be-
schriebene multimodale Intervention zu einer Verbesserung der mitochondrialen Funktion bei

MCI-Patienten beitragen kann.

Vor Beginn der Intervention wurde beim Visit 1 bei allen Studienteilnehmern in den aus dem
Blut isolierten PBMCs die ATP-Spiegel gemessen sowie die CS-Aktivitat und die mitochondri-
ale Respiration bestimmt. Die Probanden wurden anschlieBend zuféllig in die drei Gruppen
eingeteilt. Die mitochondriale Funktion unterschied sich zu Beginn der Invention trotz der zu-
falligen Einteilung nicht. Sowohl bei der CS-Aktivitét als auch bei der darauf normierten mito-
chondrialen Atmung (siehe Abbildung 4.19 A und B) konnten keine Unterschiede zwischen
den drei Gruppen beobachtet werden. Auch der RCR und die ATP-Spiegel waren zwischen
den Gruppen gleich (siehe Abbildung 4.19 C und D). Diese Homogenitat bei der mitochond-
rialen Funktion zu Beginn der Studie ist wichtig, um nach der sechsmonatigen Intervention die
Gruppen auch untereinander vergleichen zu kénnen.

Nach Abschluss der Intervention wurde die mitochondriale Funktion, unter Verwendung der
gleichen Methodik wie beim Visit 1, erneut bestimmt. Beim Vergleich der mitochondrialen Pa-
rameter konnte zwischen den drei Gruppen kein Effekt durch die Intervention beobachtet wer-
den. Die CS-Aktivitat, die mitochondriale Komplexaktivitat sowie der RCR und die ATP-Spiegel
unterschieden sich zwischen der Ls-, L&F- und Ko-Gruppe nicht (siehe Abbildung 4.20). Auch
innerhalb der Gruppen konnte durch die Intervention keine Verbesserung der CS-Aktivitat, der
RCR oder der ATP-Spiegel im Vergleich zum Visit 1 beobachtet werden. Die Grundatmung
war bei der Ko-Gruppe beim Visit 2 signifikant héher als beim Visit 1 (p=0,03). Bei der Messung
der mitochondrialen Atmung zeigte sich beim Visit 2 bei allen drei Gruppen im Stadium der
oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) ein signifikanter Anstieg der Aktivitat im Vergleich
zum Visit 1 (Ko: p=0,0002; Ls: p=0,02; L&F: p=0,005). Die Komplex IV-Aktivitdt nahm bei allen
drei Gruppen im Vergleich zum Visit 1 signifikant ab (Ko: p=0,005; Ls: p=0,01; L&F: p=0,04)
(siehe Abbildung 4.20 B und Tabelle A2). Vermutlich liegen diese signifikanten Unterschiede
aber nicht an der Intervention, da sie in allen Gruppen in ahnlichem Ausmaf auftreten. Még-
licherweise haben hier Fehler in der Methodik diese Effekte hervorgerufen. Interessanterweise
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wurde beim Visit 2 weniger FCCP zur Entkopplung der Atmungskette bendtigt als beim Visit
1. Es wurde in mehreren Experimenten versucht, die Ursache daflir zu identifizieren, allerdings
konnte diese Problematik nicht abschlieBend geklart werden. Dies kdnnte die signifikante Er-
niedrigung beim KIV erklaren, da dieser erst nach der Entkopplung der Atmungskette durch
die Injektion von Komplex IV-Substraten gemessen wird. Mdglichweise kénnte der Transport
des Blutes einen Einfluss gehabt haben, da der Visit 2im Winter stattfand, der Visit 1im Som-
mer. Goods et al. 2018 konnten einen Einfluss der Transporttemperatur zumindest auf die
Zusammensetzung der Isolate beobachten (Goods et al. 2018). Allerdings wurden die Proben
in beiden Féllen in einer thermoisolierten Box transportiert. Ob der signifikante Anstieg der
OXPHOS-AKktivitat beim Visit 2 bei allen Gruppen durch die Intervention hervorgerufen wurde
oder durch die Probleme in der Methodik, bleibt fraglich. Die fehlenden Unterschiede in den
anderen mitochondrialen Parametern sprechen allerdings eher flr einen Zufallsbefund.

Aufgrund des international vorgegebenen Studiendesigns (siehe 3.2.1.4) wurden weibliche
und mannliche Probanden gemischt in die Gruppen eingeteilt. Wie in Kapitel 4.3.1 beschrie-
ben, existieren bei der mitochondrialen Funktion geschlechtsassoziierte Unterschiede zwi-
schen den weiblichen und mannlichen MCI-Patienten, weshalb die beiden Geschlechter ei-
gentlich getrennt betrachtet werden missen. Bei der Auftrennung der Gruppen nach Frauen
und Mannern konnten ahnliche Ergebnisse wie bei den gemischten Gruppen beobachtet wer-
den. Auch hier konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen sowie innerhalb der Grup-
pen bei der CS-Aktivitat, beim RCR und bei den ATP-Spiegeln beobachtet werden (siehe Ab-
bildung 4.21 und Abbildung 4.22 A, C, D). Bei der mitochondrialen Respiration konnten die
bereits beschriebenen Effekte ebenfalls beobachtet werden (siehe Abbildung 4.21 und Ab-
bildung 4.22). Der signifikante Anstieg der Grundatmung bei der Ko-Gruppe beim Visit 2
konnte allerdings nur bei den weiblichen Probanden beobachtet werden (p=0,04) (sieche Ab-
bildung 4.21 B). Bei der Ko- und Ls-Gruppe kam es beim Visit 2 zu einem signifikanten An-
stieg der OXPHOS-AKktivitat (Ko: p=0,004; Ls: p=0,02), bei der L&F-Gruppe war der Unter-
schied nicht signifikant, aber vorhanden (siehe Abbildung 4.21 B). Auch bei der Komplex IV-
Aktivitat zeigte sich bei der Ko- und Ls-Gruppe eine signifikante Abnahme im Vergleich zum
Visit 1 (Ko: p=0,005; Ls: p=0,02), bei der L&F-Gruppe konnte wieder nur eine tendenzielle
Veranderung beobachtet werden. Bei den mannlichen Studienteilnehmern stieg die OXPHOS-
Aktivitat nur in der Ko-Gruppe signifikant an (p=0,008), beim Komplex IV zeigte die L&F-
Gruppe eine signifikante Abnahme der Aktivitat (p=0,01) (siehe Abbildung 4.22 B). Bei den
Ergebnissen der Ls-Gruppe konnte keine statistische Auswertung durchgefiihrt werden, da

nur die Ergebnisse eines Probanden zur Auswertung verwendet werden konnten.
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Eine intensive Literaturrecherche ergab, dass bisher keine publizierten Studien zum Einfluss
von multimodalen Interventionen auf die mitochondriale Funktion existieren. Die durchgeflhr-
ten, multimodalen Interventionsstudien untersuchen die Effekte der Intervention auf die kogni-
tive Funktion, Risikofaktoren fir AD sowie metabolische Parameter (Andrieu et al. 2017,
Ngandu et al. 2015; van Charante et al. 2016), allerdings nicht auf mitochondriale Parameter.
Es gibt aber Studien, die den Einfluss der einzelnen Komponenten der multimodalen Interven-
tion auf die mitochondriale Funktion untersucht haben.

Omega-3-FS, wie DHA und EPA, sowie die Lebensmittel, die diese enthalten, konnten bereits
in einer Vielzahl von Studien mit einer geringen Inzidenz fir AD und Demenz assoziiert werden
(Morris et al. 2003; Huang et al. 2005; Barberger-Gateau et al. 2007; Kalmijn et al. 1997).
Allerdings ist die Wirkung von Omega-3 FS, wenn eine Erkrankung bereits existiert, umstritten.
Mehrfach ungeséttigte Fettsauren sind in eine Vielzahl von mitochondrialen Prozessen invol-
viert wie z.B. bei der mitochondrialen Calcium-Homdostase, Genexpression, respiratorischen
Funktion, ROS-Produktion und mitochondrialen Apoptose (Rohrbach 2009). AuBerdem sind
in den mitochondrialen Phospholipiden hohe Mengen an DHA vorhanden, was sie essentiell
fur eine funktionierende mitochondriale Atmungskette macht (Eckert et al. 2013). Afshordel et
al. (2015) konnten zeigen, dass bei alten Mausen eine Fltterung von Fischdl (enthalt DHA und
EPA), in auch fir den Menschen geeigneten Konzentrationen, die mit dem Alter assoziierten
Beeintrachtigungen der mitochondrialen Funktion verbessern kann (Afshordel et al. 2015). Die
in den von alten Tieren isolierten Hirnmitochondrien gemessene niedrigere OXPHOS und KIV-
Aktivitat konnte bei den alten Mausen mit der Fischdl-Diat wieder auf das Niveau der jungen
Méause angehoben werden. Der RCR war im Vergleich zur alten Kontrollgruppe leicht erhéht.
In isolierten dissoziierten Hirnzellen (DBCs) konnten bei den alten Mausen mit dem Fischdl
signifikant héhere ATP-Spiegel gemessen werden als bei der Kontrollgruppe. Die Fischdl-
Supplementation konnte auBerdem anti-apoptotische Faktoren steigern. EPA zeigte in einer
anderen Studie neuroprotektive Effekte auf die durch Bestrahlung hervorgerufene Apoptose
im Hippocampus von Ratten (Lonergan et al. 2002, 2004). Kitajka et al. (2002) konnten in ihrer
Studie zeigen, dass eine lebenslange Fitterung mit einer mit Fischél-angereicherten Diat die
Genexpression von Genen fir die Untereinheiten der Komplex |, IV und V erhéht (Kitajka et
al. 2002). Weiterhin zeigen Studien, dass DHA die Amyloid-Ablagerungen bei Mausmodellen
der AD reduzieren kann (Grimm et al. 2011; Perez et al. 2010; Lim et al. 2005). Da AB-Akku-
mulationen eine mitochondriale Dysfunktion hervorrufen kénnen, kann sich eine Reduktion

positiv auf die Mitochondrien auslben (siehe Abbildung 1.5).

Der Einfluss von korperlicher Aktivitat auf die mitochondriale Funktion wurde ebenfalls bereits
in mehreren Studien erforscht. Die kérperliche Aktivitat kann die kognitive Funktion sowie auch
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die Aufmerksamkeit, das Gedéachtnis, die Reaktionszeit, Sprache, visual-spatiale und ausfih-
rende Funktionen verbessern (Bernardo et al. 2016). Physische Aktivitat hat auBerdem einen
positiven Effekt auf viele charakteristische Anzeichen der AD, wie z.B. durch die Regulation
der durch oxidativen Stress bedingten Mechanismen im Gehirn (Marques-Aleixo et al. 2015b;
Radak et al. 2001; Radak et al. 2013), die Steigerung des Blutflusses und des Metabolismus
(La Torre 2002) sowie durch die Verringerung der Akkumulation von AB (Adlard et al. 2005).
Manche dieser Mechanismen scheinen durch eine Verbesserung der mitochondrialen Funk-
tion bedingt zu sein. Allerdings ist die Rolle von korperlicher Aktivitat bei der Bek&mpfung einer
AD-bedingten mitochondrialen Dysfunktion noch nicht ganz klar.

Kérperliche Aktivitét ist mit einem signifikanten Anstieg der metabolischen Stoffwechselrate
verbunden, die zu einem Anstieg der ROS-Produktion fiihrt. Allerdings muss beim Anstieg der
ROS-Produktion zwischen pathologischer und moderater, kurzzeitiger ROS-Bildung unter-
schieden werden. Die kérperliche Aktivitat fihrt zur Aktivierung von Redox-Signalwegen. Dies
kann zu einer Hochregulierung der antioxidantiven Komponenten im Gehirn fihren (Radak et
al. 2013). Eine Verbesserung der enzymatischen, antioxidativen Systeme und der konsequen-
ten Modulation von oxidativen Schaden kann wiederum Redox-Veranderungen, die mit der
Alterung und AD verbunden sind, verhindern. AuBerdem kann eine langzeitige Adaption an
koérperliche Bewegung die ROS-Produktion verringern (Radak et al. 2010).

Eine Erhéhung der antioxidativen Schutzsysteme durch kérperliche Aktivitat konnte zu positi-
ven Effekten auf die mitochondriale Dysfunktion bei AD flhren, denn wie bereits gezeigt wer-
den konnte, kommt es zu einer Abnahme von Enzymen wie CAT und SOD in Gehirnen von
AD-Patienten (Schuessel et al. 2005). Die Hochregulierung von antioxidativen Enzymen
konnte in Tierstudien mit AD-Modellen beobachtet werden. Durch chronische kérperliche Ak-
tivitat kam es zu einer Steigerung der Expression und Aktivitdt der SOD, GPx und CAT
(Garcia-Mesa et al. 2012; Leem et al. 2009; Um et al. 2011). Kérperliche Aktivitat kann auBer-
dem SIRT3 bei AD-Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren erh6hen (Bo et al. 2014). Eine
Hochregulierung von SIRT3 fuhrt zu einer reduzierten ROS-Produktion und Apoptose.

Neben der Abnahme der antioxidativen Schutzsysteme kann es bei der Alterung und AD, wie
in Kapitel 1.2.2 beschrieben, zu einer gesteigerten Schadigung der mtDNA durch ROS kom-
men. Garcia-Mesa et al. (2012) konnten zeigen, dass langzeitiges Laufradtraining bei 3xTg-
AD-Méausen die mtDNA Spiegel konstant halt, wohingegen diese in der Kontrollgruppe ernied-
rigt waren (Garcia-Mesa et al. 2012). Eine andere Studie an APP/PS1-transgenen Mausen,
ebenfalls ein Mausmodell der AD, konnte eine Hochregulierung der Reparaturkapazitat der
mtDNA durch kérperliche Aktivitat beobachten (Bo et al. 2014). Bei der Alterung und AD kann
es auch zu Stérungen der Calciumretentionskapazitadt kommen (siehe Abbildung 1.5), die
wiederum zur Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) fithrt und
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damit zur Ausschiittung von apoptotischen Faktoren. Diese induzieren dann die Apoptose von
Zellen und es kann zum Absterben von Neuronen kommen. Marques-Aleixo et al. (2015) konn-
ten in ihrer Studie mit mannlichen Ratten zeigen, dass chronisches Ausdauertraining die cal-
cium-induzierte Offnung der mPTP verhindert und so zu einer Abnahme von apoptotischen
Markern und der Apoptose fihrt (Marques-Aleixo et al. 2015a). Kérperliche Aktivitat konnte in
Tierstudien auBerdem die Spiegel an AB (Adlard et al. 2005; Mirochnic et al. 2009) und phos-
phorylierten Tau (Leem et al. 2009) reduzieren, was sich wiederum positiv auf die mitochond-
riale Funktion ausiiben kann (siehe Abbildung 1.5).

Die Menge sowie die Aktivitat von Enzymen der mitochondrialen Atmungskette scheinen eben-
falls durch kérperliche Aktivitat gesteigert werden zu kénnen (Ding et al. 2006; Kirchner et al.
2008). Marques-Aleixo et al. (2015) konnten in mannlichen Ratten durch kérperliche Aktivitat
eine héhere mitochondriale Atmung, RCR und ATP-Produktion beobachten. AuBerdem war
die Menge an Komplex I, Il und V-Untereinheiten in den Mitochondrien des Cortex und Cere-
bellums erhdht. Die Aktivitdt des Komplex | und V konnte ebenfalls gesteigert werden
(Marques-Aleixo et al. 2015a). Bo et al. (2014) konnten in einer Studie mit APP/SP1-Mausen
eine Steigerung der Aktivitat der Komplexe I, IV und V nach Ausdauertraining beobachten (Bo
et al. 2014). Andere Studien konnten diesen Anstieg nicht bestatigen (Garcia-Mesa et al.
2012). Ob die kérperliche Aktivitat in der MIND ADnmin-Studie auch die Komplexaktivitat gestei-
gert hat, ist leider aufgrund der methodischen Probleme schwierig zu beurteilen. Allerdings
konnte keine Steigerung des RCR oder der ATP-Spiegel durch die sechsmonatige kérperliche
Bewegung beobachtet werden, wie es in den Tierstudien gezeigt werden konnte.

Kérperliche Aktivitat kann einer mitochondrialen Dysfunktion bei der Alterung und AD auBer-
dem noch durch die Beeinflussung der mitochondrialen Biogenese entgegenwirken. Eine aus-
geglichene mitochondriale Biogenese ist essentiell fiir eine hohe Funktionalitat der Mitochond-
rien. Die mitochondriale Biogenese kann durch kérperliche Aktivitat Gber eine Aktivierung von
SIRT1 und PGC-1a beeinflusst werden (Steiner et al. 2011). In der Studie von Marques-Aleixo
et al. (2015) fahrte die kdrperliche Aktivitat zu héheren PGC-1a und TFAM Gehalten im Gehirn
(Marques-Aleixo et al. 2015a).

Omega-3-FS und kérperliche Aktivitat kbnnen somit die mitochondriale Funktion positiv beein-
flussen. Jedoch beruhen die beschriebenen Erkenntnisse nur auf Ergebnissen aus Tierstu-
dien. Weitere klinische Studien waren sinnvoll, um zu untersuchen, ob diese positiven Effekte
auf die mitochondriale Funktion auch bei alten Menschen und Personen mit MCI oder AD vor-
kommen oder hier die Ubertragbarkeit vom Tier auf den Menschen nicht méglich ist.

Studien, die den Effekt von kognitivem Training auf die mitochondriale Funktion untersuchen,

konnten nicht gefunden werden. In diesen Studien werden, wie auch bei den multimodalen
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Ansatzen, meist die Auswirkungen auf die kognitive Funktion oder Veranderungen der Hirn-
struktur untersucht (Basak et al. 2008; Borella et al. 2010; Rebok et al. 2014; Anguera et al.
2013; Chapman et al. 2015; Cao et al. 2016).

Durch die methodischen Probleme bei der Messung der mitochondrialen Atmung kénnen
diese Ergebnisse nur begrenzt zur Beurteilung des Einflusses der sechsmonatigen multimo-
dalen Intervention herangezogen werden. Die CS-Aktivitat unterschied sich allerdings zwi-
schen den Gruppen nicht. Durch die multimodale Intervention konnte damit keine Steigerung
der mitochondrialen Masse erreicht werden. Auch die ATP-Spiegel konnten durch die Inter-

vention nicht erhéht werden.

Die fehlenden Effekte kénnen auf der einen Seite dadurch begriindet sein, dass multimodale
Ansétze nicht der geeignete Ansatz zur Verbesserung der mitochondrialen Funktion sind.
Denn in der Literatur zeigen die einzelnen Interventionskomponenten zumindest in Tierstudien
auch bei AD-Modellen vielversprechende Effekte auf die Verbesserung der mitochondrialen
Funktion.

Auf der anderen Seite kdnnen die Ergebnisse durch eine geringe Compliance, z.B. bei der
sportlichen Aktivitdt sowie bei der Einhaltung der mediterranen Diat in der Ls- und L&F-
Gruppe, bedingt sein. Der Omega-3 Drink wurde allerdings von den Teilnehmern der L&F-
Gruppe regelméaBig eingenommen (siehe Abbildung 4.18).

Madglicherweise muss eine Intervention bereits friher erfolgen, wenn noch keine mitochondri-
alen Beeintrachtigungen detektiert werden kénnen. Wie die Ergebnisse in Abbildung 4.26 und
Tabelle 4.10 zeigen, wiesen die MCI-Patienten beim Visit 1 eine signifikant niedrigere mito-
chondriale Funktion auf als gleichalte gesunde Probanden.

Eine weitere Limitation der vorliegenden Studie war die geringe Probandenanzahl von insge-
samt nur 24 Probanden, d.h., in jeder Gruppe waren zu Beginn der Studie bereits nur acht
Probanden. Wurden die Gruppen noch nach den Geschlechtern aufgeteilt, bestanden manche
Gruppen nur noch aus zwei Personen. Um validere Ergebnisse zu erhalten, misste solch eine

Studie nochmal mit einer gréBeren Teilnehmerzahl durchgefihrt werden.

136



5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollte die Methode der Messung der mitochondrialen Funktion in
PBMCs etabliert und auf ihre Eignung zur Detektion von Unterschieden in der mitochondrialen

Funktion untersucht werden.

Die Verwendung von speziellen Zentrifugationsréhrchen mit einer porésen Membran oder her-
kémmlichen Réhrchen Ubte sich nicht auf die Zellausbeute, Reinheit und Zusammensetzung
des Isolates oder auf die mitochondriale Funktion aus. Allerdings kénnten diese speziellen,
erheblich teureren ReaktionsgefaBe eine schnelle Aufarbeitung ermdglichen und die Ergeb-
nisse unabhangiger vom durchfiihrenden Experimentator machen. Fir Studien mit einer ho-
hen Probenanzahl und verschiedenen Experimentatoren kann eine Verwendung dieser spezi-
ellen Rdhrchen durchaus sinnvoll sein, um die Lagerzeit zu verkiirzen sowie homogenere Iso-

lationsergebnisse zu erreichen.

Das Hormon Melatonin kann aufgrund seines antioxidativen Charakters einen Einfluss auf die
Messung der mitochondrialen Funktion austiben. Eine entsprechende Assoziation konnte in
der dazu durchgefihrten Studie bei den mannlichen Studienteilnehmern beobachtet werden.
Deshalb empfiehlt es sich, bei der Durchfihrung von mitochondrialen Untersuchungen in
PBMCs, die Blutabnahme immer zur gleichen Zeit durchzufihren. Ist dies nicht mdglich, ist
eine Erfassung des Schlafverhaltens und der Melatoninspiegel essentiell, um eine Verfal-
schung der Ergebnisse auszuschlieBen.

Die Untersuchung der Zusammenhange zwischen der mitochondrialen Funktion in den
PBMCs und dem Gehirn konnte zu keinen endgultigen Ergebnissen fihren. Es konnte eine
Tendenz zu einer positiven Korrelation zwischen den ATP-Spiegeln und der CS-Aktivitat in
PBMCs und der NAA-Konzentration in der weiBen und grauen Substanz beobachtet werden.
Aufgrund der geringen Probandenanzahl war diese allerdings nicht signifikant. Aus diesem
Grund sollte dieser Zusammenhang in der PECEMA-Studie mit einer gréBeren Probandenan-
zahl erneut erforscht werden. Ob die mitochondriale Funktion in PBMCs auch Veranderungen
der Funktion im Gehirn widerspiegelt, kann erst nach der Auswertung der Hirndaten der PE-
CEMA-Studie abschlieBend beurteilt werden.

Beim Vergleich der mitochondrialen Funktion in PBMCs von jungen und gesunden alten Pro-
banden konnte ein altersassoziierter Unterschied beobachtet werden. Eine signifikante Ab-
nahme der ATP-Spiegel sowie der Komplex IV-Aktivitat im Vergleich zu den jungen Probanden
ist bereits bei kognitiv gesunden alten Probanden identifizierbar. Dies zeigt, dass die Methode
sensitiv genug ist, um friihzeitige Veranderungen der mitochondrialen Funktion zu detektieren.

Bei MCI-Patienten konnte, im Vergleich zu den jungen und alten Probanden, ebenfalls eine
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signifikant niedrigere mitochondriale Funktion beobachtet werden. Alle Veranderungen wur-
den sowohl bei M&nnern als auch bei Frauen identifiziert.

Neben dem Alter kann auch das Geschlecht die mitochondriale Funktion beeinflussen. In allen
durchgefiihrten Studien zeigten die weiblichen Probanden eine signifikant bessere mitochond-
riale Funktion als die mannlichen Probanden im gleichen Alter. Dieser Unterschied kann nicht
nur bei den Frauen im reproduktionsfahigen Alter beobachtetet werden, sondern auch bei den
alteren gesunden Frauen und den weiblichen MCI-Patienten. Diese Ergebnisse bestarken den
Einschluss des Geschlechtes als biologische Variable in klinischen und préklinischen Studien.
Es ist wichtig, beide Geschlechter getrennt in Studien zu betrachten und nicht nur ein Ge-
schlecht oder gemischte Gruppen zu inkludieren. Dies trifft vor allem auf die Erforschung von
Erkrankungen zu, bei denen die mitochondriale Dysfunktion eine wichtige Rolle spielt.

In einer letzten Studie sollte unter Verwendung der Methode der Einfluss einer sechsmonati-
gen, multimodalen Intervention auf die mitochondriale Funktion von MCI-Patienten untersucht
werden. Hier konnten keine Effekte der Intervention auf die mitochondrialen Parameter beo-
bachtet werden. Dies kann an einer geringen Compliance der Studienteilnehmer liegen oder
durch die geringe Anzahl an Probanden bedingt sein. Es miisste nochmal eine gréBere Studie
mit einer strikteren Uberwachung der Einhaltung der Interventionsaspekte durchgefiihrt wer-
den, um eine finale Aussage Uber den Einfluss von multimodalen Interventionen auf die mito-
chondriale Funktion in PBMCs treffen zu kénnen. Nachdem noch nicht abschlieBend geklart
werden konnte, ob ein Zusammenhang zwischen Gehirn und der Peripherie besteht, kdnnen
positive Effekte der Intervention auch nur im Gehirn aufgetreten sein.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass die Messung der mitochondrialen Funktion in
PBMCs, unter BerUcksichtigung des Einflusses von externen Faktoren wie dem Melatonin und
geschlechtsassoziierten Unterschieden, eine geeignete und kostenglinstige Methode darstellt,
um Veranderungen der mitochondrialen Funktion auch schon in gesunden, &lteren Probanden
zu detektieren. Das macht die Methode zu einem geeigneten Marker in der Diagnostik von
mitochondrialen Dysfunktionen, die z.B. im Rahmen einer Demenz auftreten kdnnen. AuBBer-
dem kann die Methode zur Uberwachung des Erfolges von Préventions— und Therapieansét-
zen, die das Mitochondrium als Ziel haben, von Nutzen sein. Ob die mitochondriale Funktion
in PBMCs allerdings auch Veranderungen der Funktion im Gehirn widerspiegelt, bedarf noch
weiterer Erforschung.
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6 Zusammenfassung

Die Lebenserwartung ist in den letzten Jahren immer weiter angestiegen und fuhrt in Kombi-
nation mit zurickgehenden Geburtenraten zu einer Alterung der Gesellschaft. In den nachsten
30 Jahren wird sich der Anteil von Uber 60-Jahrigen an der Weltpopulation dadurch nahezu
verdoppeln. Das Altern bringt allerdings auch ein erhéhtes Risiko flir verschiedene Erkrankun-
gen mit sich. Hierbei spielen vor allem die neurodegenerativen Erkrankungen eine wichtige
Rolle, da sich die damit verbundenen Beeintrachtigungen langfristig auf die physische und
psychische Gesundheit ausiben. Die Demenzerkrankung betrifft besonders viele Personen.
Schon heute sind mehr als 47 Millionen Menschen weltweit von einer Demenz betroffen und
diese Zahl wird sich voraussichtlich bis 2050 sogar verdreifachen. Da die persdnlichen, sozia-
len und 6konomischen Konsequenzen der Demenz enorm sind, ist es umso wichtiger, effektive
Praventions- und Therapieanséatze zu entwickeln und frihzeitige und kostengtinstige Diagno-
semdglichkeiten zu etablieren. Die haufigste Demenzform ist die Alzheimer Erkrankung (AD),
deren haufigste Form sporadisch auftritt und deren Ursache multifaktoriell ist. Die physiologi-
sche Alterung ist der wichtigste Risikofaktor fiir die sporadische Form der AD. Eine mitochond-
riale Dysfunktion spielt sowohl bei der Alterung als auch bei der AD eine entscheidende Rolle
und rickt auch aufgrund des Scheiterns anderer potenzieller Targets zur Bek&mpfung der Er-
krankung, wie z.B. Amyloid 3, immer mehr in den Fokus der Forschung. Allerdings ist die Be-
stimmung der mitochondrialen Funktion im Gehirn des lebenden Menschen nur Uber die teure
und aufwendige Magnetresonanzspektroskopie (MRS), die bislang weder etabliert noch vali-
diert ist, oder durch eine postmortale Gewebeentnahme mdglich. Einige Studien konnten je-
doch zeigen, dass Veranderungen des Energiemetabolismus bei der Alterung nicht nur im
Gehirn, sondern auch in der Peripherie auftreten. Aus diesem Grund scheinen periphere mo-
nonukleare Blutzellen (PBMCs) ein geeignetes Kompartiment fur die Erforschung der mito-
chondrialen Funktion zu sein. Zuséatzlich zur einfachen und kostengunstigen Gewinnung und
Verflgbarkeit, spielen sie eine wichtige Rolle in der Immunantwort und teilen einen GrofBteil
der nicht synaptischen Umgebung der Neuronen.

Vor diesem Hintergrund war das Hauptziel der vorliegenden Dissertation, herauszufinden, ob
die Messung der mitochondrialen Funktion in PBMCs eine geeignete Methode darstellt, um
Veranderungen in den Mitochondrien zu detektieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde hierzu die Methode zunachst etabliert und mégliche Einfluss-
faktoren wurden identifiziert. Der Vergleich zweier Zentrifugationsréhrchen und deren Einfluss
auf die Zellausbeute, die Reinheit und Zusammensetzung des Isolates sowie auf die mito-
chondriale Funktion zeigte keine Unterschiede.
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In einer zweiten Studie wurde der Einfluss des in circadianen Rhythmen ausgeschitteten,
Hormons Melatonin auf die mitochondriale Funktion erforscht. Melatonin ist ein effektives An-
tioxidanz und kann dadurch Messungen der mitochondrialen Funktion beeinflussen. In der
Studie konnte bei den mannlichen Probanden eine Assoziation zwischen dem Melatonin und
der mitochondrialen Aktivitat identifiziert werden.

Nach Abschluss der Etablierung wurde die Methode im zweiten Teil der Arbeit zur Untersu-
chung eines méglichen Zusammenhangs der mitochondrialen Funktion im Gehirn und in der
Peripherie eingesetzt. Hierzu wurden die in den PBMCs von jungen gesunden Probanden,
gemessene Citratsynthase (CS)-Aktivitat sowie die ATP-Spiegel mit den im Gehirn gemesse-
nen N-Acetylaspartat (NAA)-Konzentrationen korreliert. Die Ergebnisse der Studie zeigen eine
Tendenz zu einer positiven Korrelation zwischen den mitochondrialen Parametern im Gehirn
und im Blut. Die fehlende Signifikanz der Ergebnisse kénnte an der geringen Anzahl der Stu-
dienteilnehmer liegen und bedeutet nicht zwangslaufig, dass zwischen der mitochondrialen
Funktion im Gehirn und der Peripherie keine Beziehung besteht.

Im Rahmen einer anderen Studie wurde untersucht, ob sich Verédnderungen der mitochondri-
alen Funktion in PBMCS nicht nur, wie in der Literatur beschrieben, bei AD- Patienten detek-
tieren lassen, sondern auch bereits bei kognitiv gesunden alten Probanden. Hierbei konnten
altersassoziierte Unterschiede beobachtet werden. Die jungen Frauen und Méanner wiesen
signifikant héhere ATP-Spiegel und Komplex IV-Aktivitaten auf als die weiblichen und mannli-
chen alten Probanden. Dies deutet auf eine altersbedingte Abnahme der mitochondrialen
Funktion hin. Beim Vergleich der Ergebnisse mit MCI-Patienten konnte sowohl in den jungen
als auch in den alten Probanden eine signifikant hdhere mitochondriale Funktion gemessen
werden. Dies bestatigt erneut, dass die mitochondriale Dysfunktion bei der Entstehung der AD
eine entscheidende Rolle spielt. Neben den altersassoziierten Unterschieden wurde in einer
weiteren Studie der Einfluss des Geschlechts auf die mitochondriale Funktion erforscht. Hier,
aber auch in den anderen durchgeflihrten Studien, zeigten sich geschlechtsassoziierte Unter-
schiede in der mitochondrialen Funktion in PBMCs. Die Komplex IV-Aktivitat war in allen Stu-
dien bei den weiblichen Probanden signifikant hdher als bei den Mannern und auch die ATP-
Spiegel lagen tendenziell in einem héheren Bereich. Diese Erkenntnisse unterstitzen die Not-
wendigkeit der Inkludierung von sowohl weiblichen als auch mannlichen Probanden bei Stu-
dien, die die mitochondriale Funktion erforschen.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die PBMC-Methode genutzt, um den Einfluss einer sechsmo-
natigen Intervention auf die mitochondriale Funktion in PBMCs von MCI-Patienten zu untersu-
chen. Es konnten keine Effekte der Intervention auf die in den PBMCs gemessenen mito-
chondrialen Parametern beobachtet werden.
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Aus den Ergebnissen der Studien lasst sich schlussfolgern, dass die Zentrifugationsréhrchen
keinen Einfluss auf die Zellausbeute, die Reinheit oder die mitochondriale Funktion haben.
Trotzdem kdnnte bei Studien mit einer hohen Probenanzahl und wechselnden Experimenta-
toren die Verwendung von ZentrifugationsgeféaBen mit einer porésen Membran sinnvoll sein,
um die Homogenitat der Ergebnisse zu erhdhen und die Lagerzeit zu verkirzen. Die Blutab-
nahme sollte im Rahmen von Studien zur Vermessung der mitochondrialen Funktion immer
zum gleichen Zeitpunkt stattfinden. Au3erdem sollte zu diesem Zeitpunkt moglichst kein Me-
latonin mehr im Blut vorhanden sein. Ist dies bei einem Studiendesign nicht umsetzbar, so
muss eine Erfassung der Melatoninkonzentrationen oder des Schlafverhaltens durchgefihrt
werden. Nur so kann ein Einfluss des antioxidativen Hormons auf die mitochondriale Funktion
ausgeschlossen werden. Auswirkungen einer multimodalen Intervention auf die mitochondri-
ale Funktion konnten in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Aufgrund von Limi-
tationen der Studie, wie einer geringen Probandenanzahl und der Compliance der Studienteil-

nehmer, muss der Einfluss allerdings noch in weiteren Studien untersucht werden.

Unter Berlicksichtigung dieser Einflussfaktoren und der geschlechtsassoziierten Unterschiede
der mitochondrialen Funktion, ist die Messung von mitochondrialen Parametern in PBMCs
eine geeignete und kostenglnstige Methode, um Veranderungen der mitochondrialen Funk-
tion frilhzeitig zu detektieren. Die Methode kann auch bei der Uberwachung des Erfolges von
Praventions- und Therapieansatzen, die das Mitochondrium als Ziel haben, von groBem Nut-
zen sein.
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7 Summary

Bioenergetic measurements in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) - Influence of age, sex and circadian rhythm

Life expectancy has risen steadily in recent years and, in combination with declining birth rates,
is leading to an aging society. In the next 30 years, the proportion of the world population over
60 will almost double. However, ageing also entails an increased risk of various sufferings.
Neurodegenerative diseases in particular play an important role here. Especially, Dementia
affects the aging population. More than 47 million people worldwide are already affected by
dementia today, and this number is expected to triple by 2050. Since the personal, social and
economic consequences of dementia are enormous, it is crucial to develop effective prevention
strategies and therapy approaches and to establish early and cost-effective diagnostic options.
The most common form of dementia is Alzheimer's disease (AD). Comparable to physiological
aging, the cause of the disease is multifactorial. A mitochondrial dysfunction seems to play a
critical role in both, aging and AD, and is becoming more and more the focus of research. This
is also due to the failure of other potential targets to combat the disease, such as amyloid 3.
However, the determination of mitochondrial function in the brain of living humans is only pos-
sible by expensive and complex magnetic resonance spectroscopy (MRS) or by invasive tissue
sampling. However, some studies have shown that changes in energy metabolism during ag-
ing occur not only in the brain but also in the periphery. Peripheral mononuclear blood cells
(PBMCs) appear to be a suitable compartment for research into mitochondrial function. In ad-
dition to simple and inexpensive generation and availability, they play an important role in the

immune response and share much of the non-synaptic environment of neurons.

For this reason, the main objective of this dissertation was to investigate whether the meas-
urement of mitochondrial function in PBMCs is a suitable method to detect changes in mito-
chondria.

In the first part of the thesis, the method was established and possible influencing factors were
identified. The comparison of two centrifugation tubes and their influence on the cell yield, the
purity and composition of the isolate as well as on the mitochondrial function showed no dif-
ferences. A second study investigated the influence of melatonin, a hormone secreted in cir-
cadian rhythms, on mitochondrial function. Melatonin is an effective antioxidant and can influ-
ence measurements of mitochondrial function. The study identified an association between

melatonin and mitochondrial activity in male volunteers.

After the establishment of the method, a possible association of mitochondrial function in the

brain and periphery was investigated. The measured citrate synthase (CS) activity and the
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ATP levels in PBMCs of young healthy volunteers, were correlated with the N-acetylaspartate
(NAA) concentrations measured in the brain. The results of the study show a tendency towards
a positive correlation between mitochondrial parameters in the brain and blood. The lack of
significance of the results may be due to the small number of participants and does not nec-
essarily mean that there is no relationship between mitochondrial function in the brain and
periphery. Another study investigated whether changes in mitochondrial function in PBMCs
could be detected not only in AD patients, but also in cognitively healthy old subjects. Age-
associated differences were observed. The young women and men showed significantly higher
ATP levels and complex IV activities than the female and male old volunteers. This indicates
an age-related decrease in mitochondrial function. Comparing the results with patients with
mild cognitive impairments (MCI), a significantly higher mitochondrial function was measured
in both young and old volunteers. This confirms the decisive role of mitochondrial dysfunction
in the development of AD. In addition to age-related differences, another study investigated
the influence of sex on mitochondrial function. Here, but also in the other studies, gender-
associated differences in mitochondrial function were found in PBMCs. In all studies, Complex
IV activity was significantly higher in female subjects than in males and ATP levels tended to
be higher. This finding supports the need to include both female and male subjects in studies
investigating mitochondrial function. In the last part of the work, the PBMC method was used
to investigate the influence of a six-month multimodal intervention on mitochondrial function in
PBMCs of MCI patients. No effects of the intervention on mitochondrial parameters measured
in PBMCs could be observed. From the results of the studies it can be concluded that the
centrifuge tubes have no influence on cell yield, purity or mitochondrial function. Nevertheless,
in studies with a large number of samples and changing experimenters, the use of centrifuge
tubes with a porous membrane may be useful to increase homogeneity of results and reduce
storage time. Blood collection should always take place at the same time in mitochondrial func-
tion studies. In addition, if possible, melatonin should no longer be present in the blood at this
time. If this is not feasible in a study design, the melatonin concentrations or sleep behaviour
must be recorded. This is the only way to exclude the influence of the antioxidative hormone
on mitochondrial function. Effects of multimodal intervention on mitochondrial function could
not be observed in the present study. Due to limitations of this study, such as a small number
of test persons and the compliance of the study participants, the influence still has to be inves-
tigated in further studies.

Considering these influencing factors and the gender-associated differences in mitochondrial
function, the measurement of mitochondrial parameters in PBMCs is a suitable and cost-ef-
fective method for early detection of changes in mitochondrial function. The method can also
be useful in monitoring the success of prevention and therapy approaches targeting mitochon-
dria.
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Anhang

Tabelle A1 Hamatologie MIND ADmini-Studie.

Visit 1 Visit 2
Manner Frauen Manner Frauen
n=_8 n=15 n=38 n=13
Ko Ls L&F Ko Ls L&F Ko Ls L&F Ko Ls L&F
n=2 n=2 n=4 n=5 n==6 n=4 n=2 n=2 n=4 n=5 n=4 n=4
Gewicht [kg] NA 79,244 15 95,847,65 NA 72,8+8,97 65,5+5,42 NA 83,15+7,65 100,548,49 NA 75,40+10,04 | 67,45+5,70
BMI [kg/m?] NA 23,94+0,94 | 29,83+1,87 NA 29,04+2,68 24,98+2 45 NA 25,47+2,5 31,47+2,37 NA 28,4712 37 25,63+2,5
WHR NA 0,98+0,05 1,04+0,04 NA 0,91+0,06 0,84+0,05 NA 1,01+0,02 1,07+0,04 NA 0,91+0,05 0,85+0,04
WBC [x10%/ul] 5,6+0,65 50,90 6,75+0,41 6,84+1,05 6,58+0,55 5,78+0,91 6,15+0,65 5,85+1,35 6,68+0,40 6,6+1,03 5,78+0,59 5,95+1,80
RBC [x10/ul] 5,3+0,56 5,27+0,17 | 5,085+0,27 4,35+0,09 4,1140,11 4,4940,18 5,46+0,65 5,01+0,30 5,1940,28 4,4040,15 4,2140,11 4,578+0,25
HGB [g/dl] 16+1,00 14,7+1,90 15,3540,67 13,3240,35 12,7340,32 13,840,43 16,5+1,50 14,6+1,5 15,7540,52 13,3840,59 12,940,35 14,1540,48
HCT [%)] 46,8+3,20 43,544,550 | 44,23+1,56 38,9+0,72 37,52+0,92 | 40,43+1,74 48,1+4,90 43,55+4,05 46+1,34 39,62+1,61 38,13+0,96 41,412 28
MCV [fL] 89+3,4 82,35+5,85 | 87,3+2,71 89,55+1,85 | 91,45+1,63 90,03+0,50 | 88,25+1,55 86,75+285 89+2,69 90,14+1,79 | 90,65+0,74 | 90,43+0,13
MCH [pg] 30,45+1,35 | 27,842,70 30,28+1,05 | 30,68+0,92 | 31,03#0,37 | 30,78+0,27 | 30,35+0,85 29,05+125 30,48+1,18 | 30,46+0,93 30,68+0,18 31,03+0,67
MCHC [g/dI] 34,2+0,20 33,740,90 34,68+0,37 | 34,22+0,37 | 33,95+0,53 34,18+0,39 | 34,35+0,35 33,5+0,30 34,25+0,62 | 33,76%0,51 33,1540,79 34,310,74
RDW [%)] 13,2+0,00 15,543,30 13,15+0,23 13,440,51 13,47+40,30 13,5840,77 12,840,00 14,1+1,60 12,740,26 13,4240,32 13,18+0,56 12,9340,61
PLT [x103/ul] 211+1,00 168455 215,5+9,61 27412723 | 227,3+37,62 | 242+26,69 255+26,00 | 187,5+56,50 | 206,8+8,58 | 273,8+31,04 | 186,8+24,05 | 232+33,72
LYM [%] 23,65+2,75 | 28,65+1,85 | 24,35+5,34 | 25,42+2,79 | 25,35+4,29 29+3,44 24,45+5,85 45,7+16,7 25,58+5,50 | 26,52+3,19 | 26,85%5,92 28,25+4,45
Neutrophile [%] 62,55+5,05 | 52,75+4,85 | 63,8546,79 63,6+3,33 63,97+4,68 58,98+3,00 | 61,9546,55 36,8+13,5 61,9+6,90 61,32+3,93 59,98+6,26 60,2+4,62
Monozyten [%] 8,55+0,25 | 12,254#0,85 | 8,65%0,70 7,42+0,65 7,5+0,35 8,25+0,55 8,3+0,60 12,7+1,50 9,125+0,96 8,52+0,51 9,775+1,04 7,73+0,73
Eosinophile [%)] 4,35+1,95 5,6+1,90 2,45+1,03 2,8+0,65 2,4+0,73 2,58+0,98 4,1+1,00 4,05+1,55 2,6810,94 2,84+0,87 2,75+0,83 2,7+0,59
Basophile [%] 0,9+0,10 0,75+0,25 0,68+0,17 0,76+0,18 0,63+0,15 1,2+0,31 1,2+0,30 0,75+0,15 0,73+0,19 0,8+0,14 0,650,144 1,13+0,24
Interleukin 18 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5
[pg/ml]
Interleukin 6 3,1+0,30 1,7+0,20 2,68+0,69 3,28+0,49 3,57+0,49 1,8740,55 3,65+0,95 4,3+0,00 2,88+0,48 5,6813,12 4,741,93 3,53+0,99
[pg/ml]
CRP [mg/l] 2,2+0,10 <1 2,23+0,69 1,52+0,45 3,74+0,76 1,75+0,17 3,3+0,40 1,3+0,30 1,55+0,42 4,15+3,15 3,167+1,10 1,48+0,21
Cholesterin 187140 175,5+8,50 | 152,8+11,96 | 193,4+20,56 | 205,5+18,33 | 237+37,28 196+38,00 190+3,00 167,5+13,99 | 208,8+21,20 | 199,8+26,36 | 252,8+38,04
| [mg/di]
HDL [mg/dl] 52,5+5,5 49,5¢11,50 | 46,546,02 56,413,76 70,67+5,16 77,5£12,63 51,543,5 55,5+12,50 51,75+49,00 6815,92 71,5+£7,60 914155
LDL [mg/dl] 127,5436,5 | 120,5+1,50 | 100,3+10,93 | 127,8+20,22 | 125,8+17,79 | 162,8+26,35 | 133,5+36,50 | 133,5+19,50 | 110,3+12,15 | 137,4419,49 | 125,8+22,67 | 166,3+24,38
LDL/HDL 2,382+0,45 | 2,581+0,62 | 2,27+0,36 2,26+0,28 1,7940,24 2,1140,14 2,5610,54 2,62+0,94 2,34+0,50 2,0640,32 1,77340,30 1,8610,16
Triglyceride 137,5+12,5 | 91+£17,00 | 105,3%+14,70 | 137+25,56 122,5+8,89 | 93,25+19,19 | 158,5+3,50 101+8,00 97+18,36 105,2+7,64 105+10,09 108,3+9,30
| [mg/dl] 0
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HbA1c (NGSP) NA NA NA NA NA NA 5,840,10 5,940,20 6,1+0,36 5,78+0,20 6,1+0,32 5,75+0,16
[%]

HbA1c (IFCC) NA NA NA NA NA NA 39,9+1,10 412,20 43,18+3,90 | 39,68+2,21 43,18+£3,48 | 39,35+1,71
[mmol/mol]

mittlerer Blutglu- NA NA NA NA NA NA 120+3,00 122,5+550 | 128,5+10,21 | 119,2+5,88 | 128,5+9,10 | 118,3+4,42
cosegehalt

[mg/dl]

Glucose [mg/dl] NA NA NA NA NA NA 111,544,5 106+12,00 11554595 | 101,4+3,28 | 121,8+10,85 | 100,3+0,85

Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Tagen £ SEM; BMI Body Mass Index CRP c-reaktives Protein HCT Hamatokrit HDL High density lipoprotein HGB Hamoglobin IFCC lonenaus-
tausch-HPLC MCH mittleren korpuskularen Hamoglobingehalt MCHC mittlere korpuskuldre Hamoglobin-Konzentration NGSP National Glycohemoglobin Standardization Program
LDL low density lipoprotein LYM Lymphozyten RBC Rote Blutzellen PLT Blutplattchen WBC WeiBBe Blutzellen WHR Waist-Hip Ratio.

Tabelle A2 MIND ADnmini-Studie-Mitochondriale Komplexaktivitat.

Kontrolle Lifestyle Lifestyle&Food
Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2 Visit 1 Visit 2
Gruppe p-Wert p-Wert p-Wert
n=6 n=6 n=5 n=5 n=7 n=7
02k-Oxygraph
[pmol/(s*IU CS)]
i?rgzgzne 76514421 | 111,5+11,37 0,02" 08,77+12,13 | 108,0+20,65 0,77 79,6049,40 | 95,08+8,02 0,32
K 129,6410,87 | 130,4+9,21 0,95 97.33+20,54 | 151,8+13,20 0,15 116,7+47.80 | 127,846,227 0,27
OXPHOS 251641731 | 467,3+10,63 | 00002 | 549 610434 | 413,2+33,76 0,01" 242,3+26,58 | 402,9+18,26 0,004
ETS 464542133 | 488,9+21,11 0,44 435.6+48,20 | 430,9+21.26 0,95 400,3+61,24 | 428,3+22 81 0,74
Kllers 279,0+11,89 | 300,2+19,17 0,32 250,3+40,98 | 256,1+16,30 0,92 270,0+24.44 | 250,2+16.85 0.23
KIV 487144367 | 244,6+33.04 0,004* 505,0416,66 | 224,5+48.95 0,01” 466,8+51.63 | 240,0+5534 0,04”

Dargestellt sind MittelwertexSEM, ungepaatrter t-test, signifikante Unterschiede sind durch ein * markiert; (*p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001). CS Citratsynthase K Komplex ETS
Elektronentransportsystem OXPHOS Oxidative Phosphorylierung.

170




Danksagung

Waéhrend der Zeit meiner Promotion haben mich viele Menschen begleitet, beraten, motiviert
und unterstiitzt. Ohne diese vielen lieben Begleiter ware meine Promotion nicht méglich ge-

wesen. An dieser Stelle méchte ich mich dafir von Herzen bedanken.

Besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Prof. Dr. Gunter Eckert fir den stets unkomplizier-
ten und hilfsbereiten Umgang, das viele Vertrauen in meine Arbeit und meine Ideen, seine
Unterstltzung in allen Belangen und die stets angenehme Arbeitsatmosphére und die erleb-

nisreichen gemeinsamen Aktivitaten.

Weiterhin mdchte ich mich bei Prof. Michael Martin fir die Unterstiitzung und die stets ange-
nehme und unkomplizierte Zweitbetreuung meiner Arbeit bedanken.

Vielen Dank an die Arbeitsgruppe vom Institut fur Ern&hrung in Prévention und Therapie.
Danke Petze und Dani, dass ihr uns nach unserem Umzug mit offenen Armen empfangen habt
und fUr die viele Unterstitzung bei allen administrativen Belangen. Vielen Dank an alle Eckis
fr die schéne gemeinsame und sektreiche Zeit sowie die Teilnahme an meinen zahlreichen

Forschungprojekten.

Bei dem ehemaligen Team aus Frankfurt, Heike Asseburg, Stephanie Hagl, Maximilian Poh-
land, Rekha Grewal und Martina Heinrich méchte ich mich fiir die tolle Anfangszeit und die
vielen schénen Momente wahrend der Zeit im Labor und auch noch danach bedanken.

Danken mochte ich auch Herrn Prof. Achim Schmidtko und Herrn Prof. Jochen Klein, die mir
nach dem Umzug nach GieBBen weiterhin die Raumlichkeiten und Geréte fir die Durchfihrung
der Studien in Frankfurt zur Verfligung gestellt haben. Ein besonderer Dank gilt auch allen
Mitarbeitern des Instituts fir Pharmakologie und klinische Pharmazie, die bei der Durchfiihrung
ihrer Versuche stets Ricksicht auf meinen Studienplan genommen haben und mir in der ein
oder anderen schwierigen Situation ausgeholfen haben. Vielen Dank auch fir die vielen guten
Gesprache in der Kiiche und die unvergesslichen, gemeinsamen Abende. Ich bin immer wie-
der sehr gerne zu euch zuriickgekehrt.

Ich danke auch meinen Kooperationspartnern von der Uniklinik Frankfurt, Herrn Prof. Pantel,
Frau Prof. Hattingen, Herr Dr. Pilatus, Frau Dr. Silke Matura, Nasir Ludin, Bianca Lienerth,
Nadine Briiche und dem MIND ADnin-Team fur die tolle und produktive Zusammenarbeit in
den letzten Jahren.

Far die Unterstitzung im Labor méchte ich mich weiterhin bei Carolin Muley, Jendrik Grube,
Lea Blum und Lena Wachter bedanken, die im Rahmen ihrer Bachelor- und Masterarbeiten
bei der Generierung von Daten fir meine vorliegende Arbeit mitgewirkt haben.

171



Ich mdchte allen Studienteilnehmern danken, die keine Kosten und vor allem Mihen gescheut
haben, um meine Kollegen und mich mit inrer Teilnahme bei unseren Forschungsvorhaben zu
unterstitzen. Ohne die vielen freiwilligen, motivierten Probanden, hatten die Studien nicht
durchgefiihrt werden kénnen.

Den fleiBigen und motivierten Mitarbeitern und Mitarbeiterinnen des Blutspendedienst GieBen
maochte ich ganz herzlich far die Durchfihrung unzahliger Blutabnahmen danken.

AuBerdem mdchte ich Dr. Nelli Baal fur die Vermessung der Proben mittels FACS-Analyse

danken.

Fir die Mihe, diese Arbeit hinsichtlich Rechtschreibung und Grammatik zu tberprifen, be-
danke ich mich bei Johanna Mudicken und Maximilian Kléckner.

Ein groBer Dank geht auch an meine Freunde, die mich immer motiviert und unterstitzt haben.
Gerade in den stressigen Studien- und Schreibphasen habt ihr an mich geglaubt, wart sehr
verstandnisvoll und habt mich mit kleinen Leckereien und lieben Worten motiviert. Vielen Dank
auch fir die rege Teilnahme an meinen Studien.

AbschlieBend méchte ich meinen Eltern danken, die mir das Studium ermdglicht und mich
stets bei meinem Promotionsvorhaben unterstitzt haben. Vielen Dank fur die vielen beraten-
den, motivierenden Gesprache und auch hier fur die Teilnahme an meinen Studien. Auch mei-
nen Schwiegereltern mdchte ich fir ihre Unterstiitzung und das gro3e Verstandnis danken.

Ein besonderer Dank gilt meiner Schwester Ricarda fir die Unterstitzung wéhrend der Pro-
motion, beim Bewerbungsprozess und bei der Fertigstellung der Arbeit. Rici, du warst mir im-
mer ein Vorbild und ich konnte viel von deiner Erfahrung profitieren.

Der groBte Dank gilt meinem Ehemann Kosta fir seine Liebe, sein Vertrauen, seine Unterstut-
zung und sein Verstandnis wahrend meines gesamten Bildungsweges. Bei unserem Kennen-
lernen habe ich noch von einer Ausbildung gesprochen und am Ende hat er mich wahrend
meiner gesamten akademischen Laufbahn immer wieder motiviert, getrostet, meine Launen
ertragen, stets an mich geglaubt und sich selbst haufig hinter meiner Arbeit zurickgestellt.
AuBerdem war er sich nie zu schade, sich handwerklich oder als Proband an meinen Projekten
zu beteiligen.

172



Veréffentlichte Original- und Ubersichtsarbeiten

Silaidos, C.; Grube, J.; Muley, C.; Eckert, G. P. (2020): Time-dependent melatonin secretion
is associated with mitochondrial function in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of
male volunteers. In: Mitochondrion 53, S. 21-29. DOI: 10.1016/j.mit0.2020.04.006.

Reutzel, Martina; Grewal, Rekha; Dilberger, Benjamin; Silaidos, Carmina; Joppe, Aljoscha;
Eckert, Gunter P.; Jadeja, Ravirajsinh (2020): Cerebral Mitochondrial Function and Cognitive
Performance during Aging: A Longitudinal Study in NMRI Mice. In: Oxidative medicine and
cellular longevity 2020, S. 4060769. DOI: 10.1155/2020/4060769.

Dilberger, Benjamin; Passon, Maike; Asseburg, Heike; Silaidos, Carmina V.; Schmitt, Fabian;
Schmiedl, Tommy et al. (2019): Polyphenols and Metabolites Enhance Survival in Rodents
and Nematodes-Impact of Mitochondria. In: Nutrients 11 (8). DOI: 10.3390/nu11081886.

Reutzel, Martina; Grewal, Rekha; Silaidos, Carmina; Zotzel, Jens; Marx, Stefan; Tretzel, Joa-
chim; Eckert, Gunter P. (2018): Effects of Long-Term Treatment with a Blend of Highly Purified
Olive Secoiridoids on Cognition and Brain ATP Levels in Aged NMRI Mice. In: Oxidative med-
icine and cellular longevity 2018, S. 4070935. DOI: 10.1155/2018/4070935.

Silaidos, C.; Pilatus, U.; Grewal, R.; Matura, S.; Lienerth, B.; Pantel, J.; Eckert, G. P. (2018):
Sex-associated differences in mitochondrial function in human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) and brain. In: Biology of sex differences 9 (1), S. 34. DOI: 10.1186/s13293-018-
0193-7.

Asseburg, Heike; Schafer, Carmina; Miller, Madeleine; Hagl, Stephanie; Pohland, Maximilian;
Berressem, Dirk et al. (2016): Effects of Grape Skin Extract on Age-Related Mitochondrial
Dysfunction, Memory and Life Span in C57BL/6J Mice. In: Neuromolecular medicine 18 (3), S.
378-395. DOI: 10.1007/s12017-016-8428-4.

173



Erklarung

Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbsténdig und ohne unerlaubte fremde Hilfe
und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen,
die wortlich oder sinngeman aus veréffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben,
die auf mindlichen Auskinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefiihrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze
guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat GieBBen

zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten.

Datum Unterschrift

174



