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PS1    Presenilin-1 
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Q    Coenzym Q (Ubiquinon) 
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ROS    Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive oxygen species) 
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SIRT     Sirtuin  
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xii 

TMPD    N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-p-phenylendiamin-Dihydrochlorid  

TRIS     Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tyrosol    4-Hydroxyphenylethanol 

UCP     Entkopplungsprotein (Uncoupling protein) 

USDA    US Department of Agriculture  

VDAC    Voltage dependent anion channel 

VOO     Natives Olivenöl (Virgin olive oil) 

WHO    World Health Organization 

Wt      Wildtyp 

YY1     Ying yang 1 transcription factor  

ZNS     Zentrales Nervensystem 



Einleitung 

1 

1 Einleitung 

1.1 Gehirnalterung und Neurodegeneration 

Zum ersten Mal in der Geschichte können die meisten Menschen weltweit heutzutage damit 

rechnen ein Alter von 60 Jahren oder mehr zu erreichen. In den Jahren 2010 bis 2015 konnten 

60-Jährige im Durchschnitt 20,2 weiteren Jahren entgegenblicken. Die gesteigerte Lebenser-

wartung führt in Verbindung mit einem deutlichen Rückgang der Geburtenraten zu einer 

schnellen und weiter zunehmenden Bevölkerungsalterung (World Health Organization 2015). 

Laut dem kürzlich veröffentlichten Bericht „World Population Ageing 2015“ der Vereinigten 

Nationen wird sich die Zahl der älteren Menschen, definiert als jene im Alter von 60 oder älter, 

bis zum Jahr 2050 weltweit mehr als verdoppeln und somit auf fast 2,1 Milliarden steigen. 

Deutschland war im Jahr 2015, zusammen mit Italien, mit 28 % älteren Menschen nach Japan 

das Land mit der zweitältesten Bevölkerung (United Nations 2015).  

 

Die Chancen, die sich aus einer längeren Lebenszeit ergeben, sind entscheidend von der Ge-

sundheit des älteren Menschen abhängig. Neben einer hohen Lebenserwartung ist der soge-

nannten Healthy Life Expectancy, der Lebenszeit in guter Gesundheit, ohne Erkrankungen und 

Beeinträchtigungen, eine wichtige Rolle zuzuschreiben. Werden die zusätzlichen Lebensjahre 

von einer verminderten körperlichen und geistigen Kapazität geprägt, ist dies negativ für den 

älteren Menschen und die Gesellschaft anzusehen. Die Veränderungen, die mit dem Altern ein-

hergehen sind komplex und auf biologischer Ebene mit einer Reihe von kumulativen moleku-

laren und zellulären Schäden verbunden. Mit der Zeit führt die Anhäufung solcher Schäden zu 

einer Minderung der physiologischen Reserven, einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber Erkran-

kungen und letztendlich zum Tod (World Health Organization 2015). Das Altern ist der primäre 

Risikofaktor für die hauptsächlichen Krankheitsbilder des Menschen, zu denen Krebserkran-

kungen, Diabetes, kardiovaskuläre und neurodegenerative Erkrankungen gehören (Lopez-Otin 

et al. 2013).  

 

Der im Jahr 2015 von der World Health Organization (WHO) veröffentlichte „World Report 

on Ageing and Health” macht deutlich, dass die Demenz, besonders in den einkommensstarken 

Ländern, in großem Umfang zur altersbedingten Beeinträchtigung beiträgt. Während aktuell 

bereits ca. 47 Millionen Menschen weltweit an Demenz leiden, wird sich diese Zahl schätzungs-

weise bis zum Jahr 2050 verdreifachen. Aktuell gibt es alle drei Sekunden einen neuen Fall von 

Demenz auf der Welt (Alzheimer’s Disease International 2015). Mit dieser Entwicklung sind 
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dramatische Konsequenzen nicht nur auf der Ebene des Individuums verbunden, sondern auch 

auf der sozialen und wirtschaftlichen Ebene. Eine ausreichende körperliche Bewegung und eine 

adäquate Ernährung sind Lebenstilmaßnahmen mit entscheidender Gesundheitsrelevanz, die 

vielversprechende Strategien darstellen, um die Beeinträchtigungen und die Mortalität im Alter 

zu vermindern (World Health Organization 2015). 

 

1.1.1 Alterung und Funktionsverluste im Gehirn 

Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) altern in gleichem Maße wie alle Zellen im Körper 

und die Alterung betrifft sowohl kognitive als auch sensorische und motorische Funktionen. 

Intraindividuelle Unterschiede führen jedoch zu einer starken Variabilität der betroffenen Funk-

tionen, der Ausprägung und den Kompensationskapazitäten (Mattson and Magnus 2006).  

Die Alterung des Gehirns ist der wichtigste prädisponierende Faktor für neurodegenerative Er-

krankungen (Yankner et al. 2008). Dieser Grundsatz stellt die Wissenschaft in Bezug auf die 

Differenzierung zwischen normaler Gehirnalterung und neurodegenerativen Veränderungen 

vor eine große Herausforderung. Es ist somit nicht auszuschließen, dass die Untersuchungen 

auf die derzeitigen Hypothesen zur normalen Hirnalterung basieren, durch unentdeckte präkli-

nische Formen der Neurodegenration verzerrt werden (Draganski et al. 2013). 

 

1.1.1.1 Kognitive Fähigkeiten, Lernen und Gedächtnis 

Die Abnahme der kognitiven Fähigkeiten ist einer der bedeutendsten Belastungen, die alternde 

Menschen neben den Vorzügen einer gesteigerten Lebenserwartung erfahren. Der schwerwie-

gendste kognitive Verlust tritt bei Menschen mit neurodegenerativen Erkrankungen wie der 

Alzheimer-Erkrankung oder anderen altersabhängigen Demenzen auf. Die andere Extreme stel-

len Menschen dar, die im Alter eine hohe kognitive Leistung aufrechterhalten können. Eine 

stetige Abnahme der kognitiven Leistung, die sogenannte normale Alterung des Gehirns oder 

kognitive Alterung liegt zwischen diesen Extremen und beginnt vermutlich in der 5. Dekade 

des Lebens (Roberson et al. 2012). Altersbedingte Gedächtnisdefizite sind individuell sehr un-

terschiedlich und werden von der Genetik, persönlichen Eigenschaften (u. a. Bildungslevel), 

Umweltfaktoren, Gesundheitsstatus, sozialen und emotionalen Faktoren beeinflusst (Alexander 

et al. 2012). Das Ausmaß der altersbedingten kognitiven Defizite ist vermutlich auch abhängig 

von dem Ausgangslevel der kognitiven Leistung (Underwood 2014). Eine positive Beeinflus-

sung der kognitiven Entwicklung während des Erwachsenenalters ist in gewissem Umfang 

durch das Individuum und die Umweltfaktoren möglich und könnte den Zeitpunkt zu dem die 
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Grenze der normalen Funktion unterschritten wird, nach hinten verschieben (Lindenberger 

2014). 

 

Studien der kognitiven Neurowissenschaften legen nahe, dass das episodische Gedächtnis und 

das Arbeitsgedächtnis bzw. die exekutiven Funktionen spezifische Bereiche der normalen Ge-

hirnalterung darstellen (Draganski et al. 2013) (Abb. 1.1).  

 

Exekutive Funktionen 

Exekutive Funktionen, die vom präfrontalen Kortex getragen werden, können allgemein als 

Kontroll-oder Planungsmechanismen bezeichnet werden, die zielgerichtetes Verhalten steuern 

(Bizon et al. 2012). Der präfrontale Kortex gehört zu den Assoziationskortizes, die keine ein-

deutigen sensorischen, sensiblen oder motorischen Funktionen aufweisen, sondern ein Zusam-

menwirken zwischen den einzelnen Sinnessystemen und den motorischen Arealen „assoziie-

ren“ (Birbaumer and Schmidt 2011a). Zu den exekutiven Prozessen gehören Aufmerksamkeits-

funktionen, das Arbeitsgedächtnis, die kognitive Flexibilität und das Treffen von Entscheidun-

gen. Diese Funktionen werden oftmals als kognitive Fähigkeiten höherer Ordnung bezeichnet 

und aufgrund der höheren Komplexität des präfrontalen Kortex als einzigartig für Primaten 

gehalten. Es bestehen jedoch auch zahlreiche Hinweise, das Nagetiere neuroanatomische und 

funktionale kortikale Homologien aufweisen und diese Tiere eine Reihe von komplexen ziel-

gerichteten Verhaltensweisen aufzeigen (Bizon et al. 2012).  

Ein Aspekt der exekutiven Funktionen, der speziesübergreifend sehr sensitiv für altersbedingte 

Verluste ist, ist das Arbeitsgedächtnis (Bizon et al. 2012). Das Arbeitsgedächtnis ist Teil des 

Kurzzeitgedächtnisses und umfasst die Fähigkeit Informationen, die nicht länger in der Umwelt 

verfügbar sind, für einige Zeit zu erhalten, zu organisieren und daraus für das Handeln relevante 

Aspekte auszuwählen. Dazu gehören Informationen über abstrakte Regeln, kürzliche Ereignisse 

und zukünftige Ziele (Bizon et al. 2012; Birbaumer and Schmidt 2011b). Speziesübergreifend 

wird unter dem Begriff Arbeitsgedächtnis eine begrenzte Hirnkapazität zur kurzzeitigen Infor-

mationserhaltung verstanden. Beim Menschen ist die zeitliche Begrenzung allgemein auf Se-

kunden beschränkt. Demgegenüber kann sie bei Nagetieren Sekunden, Minuten oder auch Stun-

den umfassen. Das Arbeitsgedächtnis kann auch als Unterkomponente von anderen komplexe-

ren kognitiven Prozessen gesehen werden und seine Beeinträchtigungen wurden für eine Reihe 

von kognitiven Aufgaben wie Langzeiterinnerung, Sprache, Problemlösung und das Treffen 

von Entscheidungen vorgeschlagen (Bizon et al. 2012).  
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Lernen und Gedächtnis 

Zwei Gedächtnissysteme werden unterschieden – das Verhaltensgedächtnis oder implizites Ge-

dächtnis und das Wissensgedächtnis oder explizites Gedächtnis. Das Verhaltensgedächtnis um-

fasst impliziertes Lernen oder Gedächtnis, d.h. auch ohne Beteiligung des Bewusstseins. Dazu 

gehört nicht-assoziatives Lernen wie Gewöhnungen, das Lernen von Fertigkeiten und assozia-

tives Lernen wie die Konditionierung auf einen positiven oder negativen Reiz (Birbaumer and 

Schmidt 2011b).  

 

Das Wissensgedächtnis lässt sich in ein episodisches und ein semantisches Gedächtnis unter-

scheiden, die von der Alterung unterschiedlich betroffen sind. Das semantische Gedächtnis ist 

ein allgemeiner Wissensspeicher von Wörtern, Konzepten, und Fakten, der über die Lebens-

spanne relativ stabil bleibt. Dementgegen nimmt das episodische Gedächtnis, das Gedächtnis 

für spezifische persönliche Ereignisse, das einen räumlichen und zeitlichen Aspekt beinhaltet, 

mit zunehmendem Alter ab (Alexander et al. 2012). Das kontextabhängige Gedächtnis, also 

betreffend einer zeitlichen Reihenfolge, räumlichen Lage oder Quelle, scheint stärker betroffen 

zu sein als die Erinnerung an spezielle Dinge oder Ereignisse (Foster et al. 2012). Ältere Men-

schen haben Probleme dabei, sich zu erinnern, wo oder wann etwas gehört oder gelesen wurde 

oder ob etwas wirklich passiert ist oder nur gedacht wurde (Glisky 2007). Verhaltensuntersu-

chungen an Tieren und Menschen weisen darauf hin, dass die Alterung mit einer verminderten 

Kapazität für die Unterscheidung von Erlebnissen verbunden ist, die gemeinsame Elemente 

haben. So könnten Probleme des episodischen Gedächtnisses erklärt werden, wie beispiels-

weise die falsche Wiedererkennung, von der im Alter berichtet wird (Leal and Yassa 2015).  

 

Das räumliche Gedächtnis d.h. die Erinnerung an räumliche Lagen und die Fähigkeit in der 

Umwelt zu navigieren, ist eine bedeutende Komponente des episodischen Gedächtnisses, das 

mit dem Alter über Spezies hinweg abnimmt (Leal and Yassa 2015). Diese Beeinträchtigungen 

haben einen hohen Einfluss auf die Lebensqualität, da die Aufnahme- und Erinnerungskapazität 

bezüglich räumlicher Merkmale neuer Orte entscheidend für die Anpassung an die Umwelt und 

das Leben in Unabhängigkeit ist (Foster et al. 2012). Das räumliche Gedächtnis ist beim Men-

schen sowie auch bei Tieren besonders anfällig für altersbedingte Beeinträchtigungen. Bei Pri-

maten ist es eines der frühesten Zeichen von kognitiven Verlusten mit dem Alter. Auch bei 

Nagern tritt es schon im mittleren Alter auf (Foster et al. 2012). Die anatomischen Grundlagen 

für das räumliche Gedächtnis, der Hippocampus und die angrenzenden kortikalen Hirnregio-

nen, sind bei Tiermodellen und Menschen gleich. Bei Nagern, Primaten und Menschen führen 
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Schädigungen im Hippocampus zu einer Beeinträchtigung des räumlichen Gedächtnisses und 

altersbedingte Beeinträchtigungen des Gedächtnisses sind mit einem verminderten Hippocam-

pusvolumen verbunden. Bei Nagern werden räumliche Fähigkeiten in einer Reihe von Laby-

rinth-Tests untersucht. Für Menschen liegen u.a. computerbasierte virtuelle Umgebungen zur 

Untersuchung von altersbedingten Veränderungen spezifischer räumlicher Fähigkeiten vor 

(Foster et al. 2012).  

Im Allgemeinen sind die hauptsächlichen Gehirnregionen, die für Gedächtnisdefekte im Alter 

verantwortlich gemacht werden, der präfrontale Kortex und der mediale Temporallappen. Sie 

interagieren miteinander und spielen abhängig von der Gedächtnisaufgabe verschiedene Rollen  

(Alexander et al. 2012). Das Gedächtnissystem des medialen Temporallappens umfasst den 

Hippocampus an welchen der entorhinale Kortex projiziert sowie benachbarte und assoziierte 

Kortexareale (Birbaumer and Schmidt 2011b).  

 

 

Abb. 1.1: Primär von der kognitiven Alterung betroffene Bereiche 

 

Untersuchungen mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT) und Positronen-

Emissions-Tomographie (PET) legen nahe, dass die altersbedingten Gedächtnisveränderungen 

mit einer veränderten funktionalen Aktivierung des präfrontalen Kortex und dem Hippocampus 

verbunden sind. Die Veränderungen umfassen sowohl eine verminderte Aktivierung bestimm-

ter Bereiche des präfrontalen Kortex bei exekutiven Aufgaben sowie eine großflächigere Akti-

vierung und zusätzliche kontralaterale Aktivierung (Verlust der Hemisphärenasymmetrie). 

Letzteres könnte ein normaler Kompensationsmechanismus im alternden Gehirn sein, der bei 

neurodegenerativen Prozessen verloren geht. Darüber hinaus kommt es zu einer verminderten 

Aktivierung des Hippocampus, insbesondere vermutlich dem Gyrus Dentatus (Yankner et al. 

2008).  

 

Präfrontaler Kortex

Medialer Temporallappen 

mit Hippocampus

Kognitive Alterung

• Episodisches Gedächtnis 

(Persönliche Ereignisse, 

kontextgebunden, räumlich-zeitlich)

• Arbeitsgedächtnis

• Exekutive Funktionen
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Die genauen Mechanismen für die altersbedingten Funktionsverluste werden fortlaufend er-

forscht. Generell sind normale altersbedingte kognitive Beeinträchtigungen vermutlich nicht 

Folge eines Verlusts an kortikalen Nervenzellen, sondern sind mit spezifischen Veränderungen 

an den Synapsen im Hippocampus und präfrontalen Kortex verbunden (Morrison and Baxter 

2012). Synapsen sind die spezifischen Kontaktstellen, welche für die Weitergabe von Informa-

tionen in Nervenzellen über Aktionspotenziale verantwortlich sind. Eine verminderte Synap-

sendichte wurde beispielsweise im frontalen Kortex älterer Menschen und Affen beobachtet, 

die bei der Ausführung von exekutiven Aufgaben mit der verminderten Aktivierung des präf-

rontalen Kortex verbunden war (Yankner et al. 2008).  

Auch Veränderungen in der synaptischen Plastizität, dem Prozess, bei dem Synapsen ihre 

Stärke in Abhängigkeit der neuronalen Aktivität ändern, sind mit der Alterung und der Ab-

nahme von kognitiven Funktionen assoziiert (Yankner et al. 2008). Die Langzeitpotenzierung 

(LTP) stellt eine anhaltende Erhöhung der Erregungsstärke der Synapsen dar und wird nach 

dem heutigen Kenntnisstand zumindest zum Teil für Lernen und Gedächtnis verantwortlich 

gemacht (Leal et al. 2015; Smolen et al. 2016). Man geht davon aus, dass eine synaptische 

Konsolidierung für den Übergang vom Kurzzeitgedächtnis in das Langzeitgedächtnis notwen-

dig ist. Das Kurzzeitgedächtnis ist sofort verfügbar, dauert wenige Stunden, und benötigt keine 

Synthese neuer Proteine. Demgegenüber umfasst das relativ stabile Langzeitgedächtnis die Bil-

dung neuer Proteine und Synapsenverbindungen und braucht einige Stunden zur Stabilisierung. 

Langzeiterinnerungen werden vermutlich über LTP und Langzeitdepression (verminderte sy-

naptische Effizienz) vermittelt (Lynch 2004; Nader and Hardt 2009; Nabavi et al. 2014). Wäh-

rend die Kurzzeitpotenzierung und eine frühe zeitweise LTP vorübergehend sind und nur die 

Modifikation bestehender Proteine umfasst, dauert die späte LTP für Stunden oder Tage an und 

ist mit Veränderungen der Genexpression und de novo Synthese von Proteinen verbunden (Leal 

et al. 2015). Eine beeinträchtigte Induktion und Aufrechterhaltung der LTP wurde in einer 

Reihe von Studien im Hippocampus von Ratten, abhängig von den Subregionen festgestellt 

(Yankner et al. 2008). Die synaptische Plastizität ist entscheidend von den neuronalen Calci-

umströmen und den Calcium-vermittelten Signalwegen abhängig. Bei einer LTP an Synapsen 

mit Glutamat als fungierender Neurotransmitter können erhöhte intrazelluläre Calciumkonzent-

rationen zur Aktivierung von Proteinkinasen führen, die den Transkriptionsfaktor cAMP-Re-

aktionselement-Bindungsprotein (CREB) phosphorylieren und somit aktivieren. CREB regu-

liert die Transkription vieler Gene wie beispielsweise der Neurotrophine. Somit entstehen En-

zyme zur Synthese und zum Abbau von Neurotransmittern, Strukturproteine und Rezeptormo-

leküle an der postsynaptischen Membran (Birbaumer and Schmidt 2011b; Izquierdo et al. 
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2016). Folglich kann eine veränderte Calciumhomöostase zu einer veränderten synaptischen 

Plastizität im gealterten Gehirn beitragen (Yankner et al. 2008; Foster 2007). In der Cerebro-

spinalflüssigkeit (CSF) von älteren Menschen wurde beispielsweise eine Verminderung des 

Neurotrophins Brain derived neurotrophic factor (BDNF) festgestellt, welche mit einer gerin-

geren Erinnerungsleistung assoziiert war. Eine Verbindung zwischen den geringeren BDNF-

Konzentrationen im Hippocampus und altersbedingten Beeinträchtigungen, möglicherweise 

durch die Reduzierung des LTP, ist denkbar (Leal and Yassa 2015). Weitere altersbedingte 

Veränderungen in den beeinträchtigen Gehirnbereichen schließen Volumenveränderungen, In-

tegritätsverluste der weißen Masse, eine Verminderung der Produktion des erregenden Neuro-

transmitters Dopamin und seiner Rezeptoren sowie Amyloid-Ablagerungen ein (Alexander et 

al. 2012).   

 

1.1.1.2 Motorische Funktionen 

Ältere Menschen erfahren nicht nur häufig Beeinträchtigungen ihrer kognitiven Leistung, son-

dern auch Einschränkungen in den motorischen Fähigkeiten. Zu diesen Veränderungen gehören 

Schwierigkeiten bei der Koordination, langsamere Bewegungen und Probleme mit dem Gleich-

gewicht und Gang. Diese Beeinträchtigungen schränken die Betroffenen bei der Ausführung 

ihrer Alltagsaktivitäten ein. Zudem tragen 20-30 % der älteren Menschen, die aufgrund von 

Schwierigkeiten beim Gehen oder mit dem Gleichgewicht fallen, mittlere bis schwere Verlet-

zungen davon. Die motorischen Beeinträchtigungen älterer Menschen sind vermutlich auf Fehl-

funktionen im zentralen und auch periphären Nervensystem sowie im neuromuskulären System 

zurückzuführen (Seidler et al. 2010). Das motorische System liegt in verschiedenen Abschnit-

ten des Nervensystems. Der Bewegungsplan (Entschluss) entsteht im Motorkortex, der nach-

folgend zusammen mit dem Kleinhirn, den Basalganglien und dem motorischen Thalamus das 

Bewegungsprogramm ausarbeitet. Die Ausführung erfolgt über den Motorkortex in Abstim-

mung mit dem Hirnstamm und dem Rückenmark (Lehmann-Horn 2007). Die Alterungspro-

zesse des motorischen Systems werden bisher weniger verstanden als kognitive Veränderun-

gen. In Bezug auf die Veränderungen im ZNS werden Veränderungen im Hirnvolumen ein-

schließlich des primären Motorkortex sowie Beeinträchtigungen der Neurotransmittersysteme 

und speziell des dopaminergen Systems beobachtet. Weiterhin nutzen ältere Menschen für mo-

torische Funktionen weitergefasste Hirnbereiche, was insbesondere für den präfrontalen Kortex 

und die Basalganglien gilt (Seidler et al. 2010; Bernard and Seidler 2014). Im neuromuskulären 

System sind die grundlegenden Funktionseinheiten, die motorischen Einheiten, bestehend aus 

den α-Motoneuronen und den von ihnen innervierten Muskelfasern betroffen. Veränderungen 
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in der Morphologie und den Eigenschaften der motorischen Einheiten führen dazu, dass Mus-

keln bei Aufgaben hoher Geschwindigkeit schwächer, langsamer und schneller ermüdbar sind 

sowie eine geringere und unbeständigere Leistung zeigen. Die motorische Leistung nimmt mit 

dem Alter ab und diese Abnahme wird ab dem Alter von 80 Jahren nochmals schneller  (Hunter 

et al. 2016). Die Veränderungen in den motorischen Einheiten beeinträchtigen nicht nur Kraft 

und Leistung, sondern vermutlich auch die Koordination und tragen somit zu schwerwiegenden 

Folgen der Alterung einschließlich Stürzen und Gebrechlichkeit bei (Hepple and Rice 2016). 

Eine Verbindung zwischen kognitiver und motorischer Leistung beschreiben Verghese et al. 

(2014) kürzlich mit dem motorisch-kognitiven Risiko-Syndrom, welches eine Verbindung zwi-

schen kognitiven Beschwerden von älteren Personen ohne vorliegende Demenz und einem 

langsamen Gang beschreibt. Das Syndrom wurde in einer Studie mit über 26.000 älteren Men-

schen (60-114 Jahre) aus 17 Ländern mit einer Prävalenz von 9,7 % identifiziert und war mit 

einem höheren Risiko für Demenz assoziiert (Verghese et al. 2014). Kognitive Alterungspro-

zesse können einen Einfluss auf die motorische Leistung und das Erlernen motorischer Fähig-

keiten haben (Ren et al. 2013). 

 

1.1.2 Alzheimer-Erkrankung (AD) 

Die Alzheimer-Erkrankung (Alzheimer’s Disease, AD) wird als häufigste Ursache für eine De-

menz angesehen und trägt vermutlich zu ca. 60-70 % zu den Demenzerkrankungen bei (World 

Health Organization and Alzheimer's Disease International 2012; Wilson et al. 2012). Ange-

sichts der derzeit 47 Millionen Menschen mit Demenz und der prognostizierten Verdreifachung 

in den nächsten 35  Jahren wird die Krankheit zunehmend zu einem primären Gesundheitspro-

blem der alternden Gesellschaft (World Health Organization 2015). Basierend auf neuen Feld-

studien aus Europa (EuroCoDe-Daten von Alzheimer Europe) litten 2014 schätzungsweise 

1,6 Millionen ältere Menschen in Deutschland an Demenzerkrankungen. Die Prävalenzraten 

steigen mit dem Alter deutlich an und verdoppeln sich ca. alle fünf Altersjahre. Während in der 

Altersgruppe der 65-69-Jährigen etwas mehr als 1 % von Demenz betroffen sind, steigt der 

Anteil auf ca. 40 % unter den über 90-Jährigen (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. 2016; 

Alzheimer Europe 2013). Das Alter ist der Hauptrisikofaktor für eine AD, sodass ein Zusam-

menhang zwischen den Mechanismen der Alterung und dem Auftreten und Fortschreiten der 

AD angenommen wird (Foster et al. 2016).  

Die pathologischen Gehirnveränderungen, die der AD vorausgehen, beginnen viele Jahre vor 

dem Auftreten erster klinischer Symptome (Wilson et al. 2012). Die leichte kognitive Störung 
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(Mild cognitive impairment, MCI) kann als Prodromal- oder Risikosyndrom einer Demenz an-

gesehen werden. Es ist definiert als subjektive und objektivierbare kognitive Einbuße bei erhal-

tener Alltagskompetenz. Liegen Gedächtnisstörungen als Leitsymptom vor, ist das Risiko für 

einen Übergang in die AD besonders hoch (Deutschl et al. 2016). 

Die AD wurde vor über 100 Jahren von dem Deutschen Arzt Alois Alzheimer beschrieben 

(Alzheimer et al. 1995; Alzheimer 1906). Sie ist gekennzeichnet durch einen fortschreitenden 

Gedächtnisverlust und kognitive Beeinträchtigungen. Die Gehirnbereiche die besonders anfäl-

lig für die AD sind, gleichen denen der normalen Alterung. Bei der AD weiten sich die Defizite 

mit der Zeit aus und zerstören die exekutiven Funktionen, das semantische Gedächtnis sowie 

Sprache und visuospatiale Fähigkeiten (Foster et al. 2016). Die Neurodegenration beginnt ty-

pischerweise im entorhinalen Kortex und breitet sich im Hippocampus und den parietalen Re-

gionen des Neocortex aus (Demetrius and Driver 2015). Das häufigste erste Symptom einer AD 

ist die zunehmend schlechtere Fähigkeit sich an neue Informationen, wie kürzliche Unterhal-

tungen, Namen oder Ereignisse zu erinnern. Auch eine Apathie und Depression gehören zu den 

häufigsten frühen Zeichen einer AD. In späteren Stadien weiten sich die Beeinträchtigungen 

aus und schließen eine beeinträchtige Kommunikationsfähigkeit, Desorientierung, Verwirrt-

heit, ein schlechtes Urteilsvermögen und Verhaltensänderungen ein. Schließlich haben AD-Pa-

tienten Probleme beim Sprechen, Schlucken und Gehen (Abb. 1.2). Durch die geringere Mobi-

lität kommt es in Folge einer erhöhten Infektanfälligkeit zu Pneumonien, die häufig zum Tod 

von AD-Patienten beitragen (Alzheimer’s Association 2016). 

 

 

Abb. 1.2: Primär von der AD betroffene Bereiche und ihre Progression  

 

In mehr als 90 % der Fälle ist die AD sporadisch und tritt im Alter von 65 Jahren oder älter auf 

(Late-onset AD, LOAD). Der hauptsächliche genetische Risikofaktor für die Entwicklung einer 

Entorhinaler Kortex, 

Hippocampus

Alzheimer-Erkrankung (AD)

• Episodisches Gedächtnis (kürzliche

Unterhaltungen, Namen oder Ereignisse)

• Apathie, Depression

Später: 

• Kommunikationsfähigkeit, Desorientierung, 

Verwirrtheit, Urteilsvermögen, 

Verhaltensänderungen

• Sprechen, Schlucken und Gehen
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LOAD ist die Expression des Apolipoproteins E4 (APOE4), welches möglicherweise die Be-

seitigung des Peptids ß-Amyloid (Aß) vermindert. Daneben werden in den letzten Jahren zu-

nehmend weitere genetische Faktoren identifiziert (Reiman 2016; Selkoe and Hardy 2016).  

 

In 5-10 % der AD-Fälle kommt es zu einem früheren Auftreten der Erkrankung (Wirz et al. 

2014). Mutationen in den Genen Amyloid precursor protein (APP), Presenilin-1 (PS1) und 

Presenilin-2 (PS2) sind in ca. 1 % der Fälle ursächlich für eine erhöhte Bildung und Ansamm-

lung des schädlichen Peptids Aß, die ab der vierten oder fünften Dekade einem fortschreitenden 

Verlust von kognitiven Funktionen zur Folge haben (Foster et al. 2016). Aß entsteht durch den 

sequenziellen Abbau von APP, der über zwei verschiedene Wege verlaufen kann. Über den 

nicht-amyloidogen Weg erfolgt der Abbau mittels α-Sekretase und nachfolgend γ-Sekretase. 

Dementgegen führt der Abbau durch die ß-Sekretase und nachfolgend γ-Sekretase zu Aß in 

variablen Längen. Die Genmutationen führen zu einer Verschiebung in Richtung des amyloido-

gen Wegs und somit in Richtung längerer und toxischer Aß-Formen, die zahlreiche schädigende 

Effekte auf das Gehirn haben (Canter et al. 2016).  

 

Auf histopathologischer Ebene zeigt die AD einen fortschreitenden und selektiven Verlust von 

Nervenzellen und Synapsen, eine extrazelluläre Ablagerung von Aß-Plaques und die Bildung 

von intrazellulären Neurofibrillenbündel (Neurofibrillic tangles). Diese Merkmale treten vor-

rangig in Gehirnregionen auf, die an kognitiven Prozessen beteiligt sind, wie temporaler, parie-

taler und frontaler Kortex, Hippocampus und Amygdala (Wirz et al. 2014). Die genauen Zu-

sammenhänge zwischen den pathologischen Kennzeichen und dem fortschreitenden Gedächt-

nisverlust sind jedoch nicht hinreichend aufgeklärt. Aß-Plaques werden zunächst in neokorti-

calen Bereichen beobachtet. Neurofibrillenbündel treten erst im entorhinalen Kortex auf und 

verteilen sich dann auf den lokal angrenzenden Hippocampus. Neurofibrillenbündel und Aß-

Plaques breiten sich nachfolgend weiter im limbischen System aus, das, einschließlich dem 

Hippocampus, ein Netzwerk von verschiedenen Hirnregionen darstellt, die Gedächtnis und 

emotionales Verhalten kontrollieren (Canter et al. 2016).  

 

Auf Grundlage der mutationsbedingt erhöhten Aß-Bildung bei der genetischen Form der Er-

krankung wurde mit der Amyloid-Hypothese Aß als die treibende Kraft der Krankheit vorge-

schlagen (Hardy 2017; Hardy and Selkoe 2002). Die Theorie beruht darauf, dass sich die 42-

Aminosäurenform von Aß (Aß42) in Folge einer Überproduktion oder verminderter Beseiti-

gung im Gehirn zu schädlichen Oligomeren und Fibrillen zusammenlagert. Die entstandenen 
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Aß-Aggregate, die sich außerhalb der Nervenzellen ablagern und auch als senile Plaques oder 

neuritische Plaques bezeichnet werden, vermitteln eine Kaskade neurobiologischer Prozesse, 

einschließlich entzündlicher Antworten. Bisher unbekannte Mechanismen resultieren in einer 

Aggregation, Phosphorylierung und Vermehrung von Tau, einem Protein das mit Mikrotubuli 

assoziiert ist (Selkoe and Hardy 2016; Reiman 2016). Miktotubuli verleihen den Nervenzellen 

als wichtigste Komponenten des Zytoskeletts Struktur und ermöglichen Transportprozesse 

(Canter et al. 2016). Tau ist die Hauptkomponente von schädlichen Neurofibrillenbündel, die 

in Nervenzellkörpern akkumulieren und auch als dystrophische Plaques bezeichnet werden. Die 

Kaskade führt somit zur Bildung von Plaques und Neurofibrillenbündel sowie Dysfunktionen 

in den betroffenen Nervenzellen und Synapsen, die in Folge sterben und weitere Entzündung 

vermitteln können. Fortschreitende Dysfunktionen, Degenrationen und Verluste von Nerven-

zellen und Synapsen sind verbunden mit Symptomen der AD einschließlich kognitiver Beein-

trächtigungen. Aß-Oligomere beeinträchtigen die Synapsenfunktionen, u.a. das LTP, und die 

synaptische Struktur (Selkoe and Hardy 2016; Reiman 2016).  

Die Aß-Hypothese für die Pathogenese der LOAD wird bis heute kontrovers diskutiert (Reiman 

2016; Canter et al. 2016; Demetrius and Driver 2015). Argumente, welche gegen die Theorie 

sprechen könnten, schließen die Tatsachen ein, dass Neurofibrillenbündel stärker mit der kog-

nitiven Funktion korrelieren als Aß-Plaques, manche Menschen ohne diagnostizierte Demenz 

post mortem deutliche Aß-Ablagerungen zeigen, manche neuropathologische Studien das Auf-

treten von Neurofibrillenbündel vor Plaques postulieren und verschiedene klinische Studien mit 

Wirkstoffen, die gegen Aß gerichtet sind, nicht erfolgreich waren (Selkoe and Hardy 2016). Es 

bleibt somit zu klären, ob Aß Ursache oder Konsequenz der LOAD ist (Reiman 2016). Bis 

heute ist ungewiss, wie es bei der späten Form der AD zu einer veränderten Aß-Homöostase 

kommt (Grimm et al. 2016). Zunehmend wird ein multifaktorieller Prozess vorgeschlagen bei 

dem die mitochondriale Funktion und oxidativer Stress einen wichtigen Platz einnehmen (Ka-

pitel 1.2). 

 

Die klinische Diagnose einer AD erfolgt primär anhand neuropsychologischer Untersuchungen 

(McKhann et al. 2011). Zur neuropathologischen post mortem Diagnose wird die Präsenz von 

neuritischen Plaques und Neurofibrillenbündel herangezogen (Hyman and Trojanowski 1997). 

Kürzlich veröffentlichte diagnostische Kriterien nehmen auch Biomarker bei der wissenschaft-

lich basierten Diagnose mit auf (Dubois et al. 2014). Die frühzeitige Erkennung der AD wird 

als Schüssel für die Prävention, das Verlangsamen oder das Aufhalten der Erkrankung angese-
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hen. In den letzten Jahren ist die Forschung hinsichtlich AD-Biomarkern deutlich vorange-

schritten. So können heute lösliche Aß-Monomere und Tau in der CSF nachgewiesen werden, 

Aß Fibrillen über PET sichtbar gemacht werden und der Metabolismus von APP mittels Isoto-

penmarkierung von Aß Peptiden in Gesunden und Erkrankten analysiert werden (Selkoe and 

Hardy 2016). Dubois et al. schlagen für die Diagnose der AD neben der kognitiven Komponente 

mit einem fortschreitenden Gedächtnisverlust und einer Beeinträchtigung im Hippocampus-

abhängigen episodischen Gedächtnis eine zusätzliche in vivo Untersuchung durch CSF Analyse 

oder PET vor (Dubois et al. 2014). 

Die therapeutischen Möglichkeiten für die AD sind bisher ungenügend. So liegen derzeit keine 

krankheitsmodifizierenden Medikamente vor, die den pathobiologischen Krankheitsverlauf 

verzögern können. Die in Deutschland aktuell zugelassenen Medikamente zur Behandlung der 

Kernsymptomatik der AD sind die Acetycholinesterase-Hemmer und der nicht-kompetitive 

NMDA-Antagonist Memantin. Weiterhin liegen Hinweise vor, dass der Exktrat Ginkgo Biloba 

EGb 761 günstige Effekte auf die Kognition bei der AD vermittelt (Deutschl et al. 2016).  

Ein großer Teil der Forschungsaktivitäten hinsichtlich innovativer AD-Therapien konzentriert 

sich auf die gegen Aß gerichtete Therapie, die derzeit in einigen Studien an Probanden unter-

sucht wird, die schon Symptome einer AD entwickelt haben oder ein Risiko für AD aufweisen. 

Bisher konnte jedoch keine dieser Behandlungen in klinischen Studien der Phase III überzeu-

gen. Weitere Therapieansätze umfassen ß- und γ-Sekretasehemmer, sowie Immunisierungen 

und Aß-Antikörper (Selkoe and Hardy 2016). Erste Hinweise auf Erfolg liefert eine kleine 

Phase Ib Studie mit dem monoklonalen Antikörper Aducanumab (Reiman 2016; Sevigny et al. 

2016). Weiterhin nimmt der Therapieansatz der sekundären Prävention an Bedeutung zu, der 

Menschen adressiert, die mittels PET oder CSF-Analyse als Hochrisikogruppen identifiziert 

wurden (Selkoe and Hardy 2016). 

Zu anderen therapeutischen Ansätzen, die auf die Tau-Aggregierung mittels Antikörper-basier-

ter Therapie oder auf APOE abzielen, liegen noch keine hinreichenden Daten aus klinischen 

Studien vor. Auch ein direkter Einfluss auf die Gehirnaktivität beispielsweise durch die tiefe 

Hirnstimulierung gehört zu neuen therapeutischen Techniken (Canter et al. 2016). 

Aktuell erforschte Strategien mit natürlichen Verbindungen setzen bei der im folgenden Kapitel 

beschriebenen mitochondrialen Dysfunktion an (Eckert et al. 2012c). Diese schließen neben 

dem genannten Exktrat Ginkgo Biloba EGb 761 (Eckert et al. 2005) u. a. Dimebon (Eckert et 

al. 2012b), Piracetam (Stockburger et al. 2014), ω-3-Fettsäuren (Eckert et al. 2012a), Reiskleie-

Extrakt (Hagl et al. 2016a) sowie polyphenolreiche Extrakte (Schaffer et al. 2012; Asseburg et 

al. 2014) mit ein.
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1.2 Mitochondriale Funktion als Schlüsselfaktor bei der Alterung und AD 

Die Mechanismen, die am Alterungsprozess beteiligt sind, bleiben trotz der umfangreichen For-

schungsarbeiten in den letzten Jahrzehnten weitgehend ungeklärt. Es wurden verschiedene The-

orien zur Alterung aufgestellt, die man versucht, zu einem Bild zu vereinbaren. López-Otín et 

al. (2013) fassen neun zelluläre und molekulare Kennzeichen des Alterungsprozesses zusam-

men. Die mitochondriale Dysfunktion ist eine der neun Kennzeichen, zu denen weiterhin gene-

tische Instabilitäten einschließlich Schäden an der mitochondrialen DNA, Telomerverkürzun-

gen, epigenetische Veränderungen, Verluste der Proteinhomöostase, Fehlregulationen von nah-

rungssensitiven Signalwegen (u.a. Insulin-/Insulin-like growth factor-1), zelluläre Seneszenz, 

Erschöpfung der Stammzellfunktion sowie Veränderungen in der Zellkommunikation (Lopez-

Otin et al. 2013) gezählt werden.  

Die Beobachtung, dass bei der Alterung und AD die gleichen Gehirnbereiche eine besondere 

Anfälligkeit für Funktionsverluste zeigen und die Tatsache, dass die Alterung der Hauptrisiko-

faktor für eine AD ist, legen einen Zusammenhang zwischen den zugrunde liegenden Mecha-

nismen beider Prozesse nahe (Foster et al. 2016). Es wird zunehmend davon ausgegangen, dass 

die AD als ein multifaktorieller Prozess gesehen werden sollte (Canter et al. 2016), der nicht 

Aß als initialen Auslöser hat (Grimm et al. 2016). Mitochondriale Dysfunktionen könnten eine 

Schlüsselrolle bei der Gehirnalterung sowie Entstehung und Progression von AD spielen.  

 

1.2.1 Morphologie, Funktion und Dynamik von Mitochondrien 

Nervenzellen brauchen eine große Menge an Energie, die in den Mitochondrien über die oxi-

dative Phosphorylierung produziert wird (Yin et al. 2014). Mitochondrien sind nach der Endo-

symbionten-Hypothese aus einem α-Proteobakterium entstanden, das zur oxidativen Phospho-

rylierung fähig war und von einem eukaryotischen Vorläufer durch Endozytose aufgenommen 

wurde (Archibald 2015; Scheffler 2001). Wie ihr bakterieller Vorfahre verfügen Mitochondrien 

über eine Doppelmembran und eine zirkuläre DNA. Sie sind ungefähr 1 µm groß und bilden 

ein dynamisches Netzwerk aus, das ständig in Bewegung ist. Auch wenn Mitochondrien als 

semiautonome Organellen angesehen werden, haben Milliarden von Jahren der Evolution und 

der Transfer der meisten ihrer Gene in den Zellkern sie fest in der eukaryotischen Zelle veran-

kert (Vafai and Mootha 2012). Mitochondrien werden als „Kraftwerke der Zellen“ angesehen 

und die meisten Mechanismen, die neuronale Aktivitäten vermitteln, erhalten ihre Energie in 

Form von Adenosintriphosphat (ATP) aus der oxidativen Phosphorylierung (Giachin et al. 
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2016). Seit der Entstehung der Mitochondrien hat sich ihre Form und Zusammensetzung deut-

lich verändert und ihr Funktionsspektrum deutlich erweitert (Friedman and Nunnari 2014). In 

Nervenzellen spielen Mitochondrien entscheidende Rollen bei der Aufrechterhaltung von Io-

nengradienten in Membranen der Nervenzellen, Signalweiterleitung, synaptischen Plastizität 

und Apoptose (Raefsky and Mattson 2017). 

 

1.2.1.1 Aufbau und Struktur von Mitochondrien 

Mitochondrien sind komplexe membrangebundene Organellen. Sie bestehen aus zwei Memb-

ransystemen – einer inneren und einer äußeren Phospholipid-Doppelmembran. Die äußere mi-

tochondriale Membran umschließt das gesamte Organell. Die innere mitochondriale Membran 

separiert zwei Kompartimente – den Intermembranraum und die Matrix. Die innere Membran 

ist zu einer Anzahl an Einstülpungen gefaltet, sogenannte Cristae, die der Oberflächenvergrö-

ßerung dienen. Begrenzt von der inneren Membran bildet die mitochondriale Matrix das in-

nerste Kompartiment der Mitochondrien (Eckmann et al. 2013; Navarro and Boveris 2007) 

(Abb 1.3).  

 

Die äußere und innere Membran unterscheiden sich sowohl in der Zusammensetzung als auch 

Funktion deutlich. Die äußere mitochondriale Membran enthält Phosphatidylcholin als haupt-

sächliches Phospholipid sowie kleine Mengen an Cholesterin. Weiterhin verfügt sie über zahl-

reiche integrale Proteine einschließlich Porinen, wie den Voltage dependent anion channel 

(VDAC), die für die hohe Permeabilität der äußeren Membran für alle Moleküle bis zu einer 

Größe von 5.000 Da verantwortlich sind (Eckmann et al. 2013; Eckert et al. 2012c). Demge-

genüber ist die innere mitochondriale Membran sehr dicht und auch undurchlässig für Protonen. 

Ionen und kleine Moleküle benutzen Transporter, um die Membran zu passieren. Dazu gehören 

die Translokase der inneren Membran (TIM) und der Adenosin-Nukleotid-Translokator (ANT). 

In der inneren Membran befinden sich zudem die Proteine des Elektronentransfersystems 

(ETS), welches für die oxidative Phosphorylierung zuständig ist (Eckmann et al. 2013; Navarro 

and Boveris 2007). Die Integrität der inneren mitochondrialen Membran ist entscheidend für 

die Funktion des ETS und die ATP-Produktion. Sie wird durch das Phospholipid Cardiolipin 

stabilisiert, welches fast ausschließlich in der inneren mitochondrialen Membran vorzufinden 

ist. Über die Errichtung der mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-Pore (Mitochondrial 

permeability transition pore, mPTP), einem Multiproteinkomplex bestehend aus VDAC, ANT 

und anderen Komponenten, induziert durch pro-apoptotische Signale, sind Mitochondrien ent-
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scheidend an der Apoptose beteiligt. Das Öffnen der Pore durch erhöhte Calciumkonzentratio-

nen oder durch andere Faktoren führt zu einem plötzlichen Anstieg der Permeabilität und letzt-

endlich zur Apoptose (Eckert et al. 2012c; Eckmann et al. 2013; Paradies et al. 2011).  

 

1.2.1.2 Energiemetabolismus in den Mitochondrien 

Die primäre Energiequelle des Gehirns ist Glucose, die über die Glycolyse zu Pyruvat abgebaut 

werden kann. Nachfolgend wird das Pyruvat in der mitochondrialen Matrix mittels oxidativer 

Decarboxylierung zu Acetyl-CoA abgebaut und geht in den Citratcyclus ein. Eine weitere 

Quelle für Acteyl-CoA sind Ketonkörper in Folge eines Glucosemangels. Im Citratzyklus wer-

den die Elektronen-Carrier Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-

Dinukleotid (FADH2) erzeugt, die in den Prozess der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) 

eingehen (Yin et al. 2014; Demetrius and Driver 2015). Die OXPHOS ist der finale biochemi-

sche Prozess bei dem unter Sauerstoffverbrauch Energie in Form von ATP produziert wird (E-

ckert et al. 2012c). Das ETS besteht klassischerweise aus vier makromolekularen Komplexen, 

die den Elektronentransfer von NADH und FADH2 auf Sauerstoff katalysieren. Die freie Ener-

gie wird über die Kopplung des Elektronentransports an die Erzeugung eines Protonengradien-

ten oder Proton motive force (PMF) gekoppelt, der über den Transport von Protonen aus der 

Matrix über die innere mitochondriale Membran in den Intermembranraum geschaffen wird. 

Der elektrochemische Gradient wird von der ATP-Synthase (Komplex V) genutzt, um die Syn-

these von ATP zu katalysieren (Abb 1.3).  

Das ETS wird typischerweise in einer Reihe, als isoliert arbeitende Kette, dargestellt. Tatsäch-

lich ist es jedoch ein dynamisches System, das die zentrale Stellung im Netzwerk des zellulären 

Metabolismus einnimmt, Superkomplexe ausbildet und in seiner Anordnung veränderbar ist 

(Vafai and Mootha 2012; Bratic and Larsson 2013; Friedman and Nunnari 2014). 

 

Komplex I (NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase, NADH-Dehydrogenase) ist der größte Kom-

plex der ETS mit ca. 45 verschiedenen Untereinheiten und einem Beitrag zur PMF von ca. 

40 %. Komplex I weist eine L–Form aus einem langen hydrophoben Membranprotein und ei-

nem kurzen in die Matrix reichenden Arm auf. Letzterer enthält die Dehydrogenase-Aktivität, 

in Form des Flavin-Mononukleotid (FMN), das NADH oxidiert.  
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Abb 1.3: Schematische Darstellung eines Mitochondriums und der oxidativen Phosphorylierung. Rechts dargestellt ist der Querschnitt eines Mitochondriums mit der äußeren 

und inneren mitochondrialen Membran. Über die Aktivität des Eletronentransportsystems (ETS) in der inneren mitochondrialen Membran (links) wird ein elektrochemischer 

Protonengradient aufgebaut, der von Komplex V zur ATP-Synthese genutzt wird. K: Komplex, QH2: reduziertes Coenzym Q.
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Die zwei dabei freigesetzten Elektronen werden über mehrere Eisen-Schwefel-Cluster trans-

portiert und nachfolgend auf den Elektronen-Carrier Coenzym Q (Q, Ubiquinon) übertragen, 

der zwei Protonen aus der Matrix aufnimmt (QH2). Gleichzeitig werden durch den Elektronen-

fluss, katalysiert über den membranständigen Teil des Komplexes, vier Protonen aus der Matrix 

in den Intermembranraum gepumpt (Navarro and Boveris 2007; Giachin et al. 2016; Vafai and 

Mootha 2012). 

Komplex II (Succinat-Dehydrogenase, Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase) enthält die 

membrangebundene Komponente des Citratzyklus – die Succinat-Dehydrogenase. FADH2, 

welches durch die Succinat-Dehydrogenase gebildet wird, verlässt den Proteinkomplex nicht, 

überträgt seine Elektronen jedoch über Eisen-Schwefel-Zentren auf Q und es entsteht QH2 

(Berg et al. 2015; Navarro and Boveris 2007).  

Im nächsten Schritt des ETS wird das an Komplex I und II entstandene QH2 an die zweite 

Protonenpumpe – Komplex III (Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase, Cytochrom-Reduk-

tase) weitergeleitet und die Elektronen auf Cytochrom c (Cyt c) übertragen. Cytochrome sind 

elektronenübertragende Proteine, die über ein Häm als prosthetische Gruppe verfügen. Da Cyt c 

nur ein Elektron aufnehmen kann, werden in einem Q-Zyklus zwei QH2,-Moleküle oxidiert und 

zwei Q-Moleküle gebildet sowie nachfolgend ein Q-Molekül zu QH2 reduziert. Dadurch wer-

den insgesamt vier Protonen in den Intermembranraum gepumpt und zwei Protonen aus der 

Matrix entfernt (Vafai and Mootha 2012; Berg et al. 2015). 

Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase, Cytochrom-c-O2-Oxidoreduktase) ist die letzte Protonen-

pumpe und katalysiert die Oxidierung von Cyt c. Bei Übertragung von vier Elektronen des 

Cyt c auf molekularen Sauerstoff werden vier Protonen aus der Matrix entwendet und zwei 

Moleküle H2O gebildet. Gleichzeitig werden zusätzlich vier Protonen von der Matrix in den 

Intermembranraum gepumpt (Navarro and Boveris 2007; Berg et al. 2015). 

Zusammengefasst werden somit an Komplex I, III und IV Protonen aus der mitochondrialen 

Matrix in den Intermembranraum gepumpt, sodass die Matrix negativ geladen und der Inter-

membranraum positiv geladen wird. Es entsteht ein mitochondriales Membranpotenzial 

(MMP). Dieser elektrochemische Protonengradient wird von Komplex V (ATP-Synthase) zur 

ATP-Produktion aus Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat genutzt. Die 

Rate der OXPHOS ist abhängig von der Verfügbarkeit von ADP, welches durch die Translo-

kase ANT in die Matrix transportiert wird. Neben ADP stellt ANT auch ATP für energieabhän-

gige Prozesse im Cytosol zur Verfügung (Navarro and Boveris 2007; Vafai and Mootha 2012). 

Steht kein ADP bereit, kommt die OXPHOS zum Erliegen und der Protonengradient kann nicht 

mehr durch Komplex V abgebaut werden. Dieser Zustand wird als Leak Status bezeichnet, in 
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welchem physiologisch trotzdem kleine Mengen an Protonen zurück in die Matrix gelangen. 

Ein Teil dieses „Leaks“ könnte auf eine Inaktivität von ANT zurückzuführen sein (Divakaruni 

and Brand 2011). Der Protonengradient kann weiterhin auch durch Entkopplungsproteine (Un-

coupling proteins, UCPs) unter Abgabe von Wärme abgebaut werden, die durch Fettsäuren 

aktiviert werden. UCP1 im braunen Fettgewebe reguliert beispielsweise die zitterfreie Thermo-

gense bei Neugeborenen, Kälteakklimatisierung und winterschlafenden Tieren. Andere UCPs 

werden auch in Nervenzellen gefunden (Andrews et al. 2005). 

 

1.2.1.3 Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 

Mitochondrien stellen neben der Produktion von ATP eine wichtige Quelle von reaktiven Sau-

erstoffspezies (Reactive oxygen species, ROS) dar. ROS werden durch die Übertragung von 

einem einzelnen Elektron auf molekularen Sauerstoff gebildet. Dies geschieht in den Mito-

chondrien, wenn es an zu früher Stelle der ETS zu einer Elektronenübertragung kommt, sodass 

Superoxidanion (O2
•-) entsteht (Shadel and Horvath 2015). Diese falsche Elektronenübertra-

gung ist für schätzungsweise 2-3 % des Sauerstoffverbrauchs in Form von O2
•- und Wasser-

stoffperoxid (H2O2) verantwortlich (Yin et al. 2014). O2
•- wird spontan sowie enzymatisch zu 

H2O2 umgewandelt, welches weiter zu dem starken Oxidanz Hydroxylradikal (OH•) reduziert 

werden kann. Weiterhin ist für O2
•-  auch eine Reaktion mit Stickstoffmonoxid (NO•) zu Per-

oxynitrit (ONOO−) möglich, ein starkes Oxidanz, das zu den reaktiven Stickstoffspezies (Reac-

tive nitrogen species, RNS) gehört (Turrens 2003; Bratic and Larsson 2013). Komplex I und III 

werden als die hauptsächlichen Quellen für mitochondrial gebildete ROS angesehen. Neue Stu-

dien weisen auf mindestens zehn andere Enzyme, einschließlich Komplex II hin, die einen Bei-

trag zur mitochondrialen ROS-Produktion leisten (Shadel and Horvath 2015). Hohe Mengen an 

O2
•- werden gebildet, wenn der NADH-Pool durch eine Verlangsamung des ETS beispielsweise 

in Folge der Inhibierung von Komplex IV durch NO• oder Apoptose erhöht ist. In dieser Situ-

ation kommt es zu einer Reduzierung von FMN an Komplex I. Weiterhin wird viel O2
•- produ-

ziert, wenn die ATP-Produktion zum Erliegen kommt und somit ein hoher elektrochemischer 

Gradient vorliegt sowie erhöhte Verhältnisse von Q zu QH2 vorherrschen (Murphy 2009). Ent-

steht O2
•- an Komplex I, liegt es in der Matrix vor und kann nach Umwandlung in H2O2 in das 

Cytosol gelangen. An Komplex III gebildetes O2
•- kann über VDAC aus dem Intermembran-

raum in das Cytosol transportiert werden (Eckert et al. 2012c). H2O2 und NO• aus den Mito-

chondrien sind Second Messenger, die in wichtige zelluläre Signalwege involviert sind (Yin et 

al. 2014; Shadel and Horvath 2015). 
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Oxidativer Stress resultiert aus einem Ungleichgewicht zwischen der Produktion von ROS 

und/oder RNS und dem Abbau durch antioxidative Abwehrmechanismen (Müller et al. 2010; 

Turrens 2003). Mitochondrien verfügen über eine Reihe von Mechanismen, die sie vor oxida-

tivem Stress schützen. Superoxiddismutasen (SOD) (manganhaltige SOD2 in der Matrix; Kup-

fer-/Zink-SOD im Intermembranraum) wandeln O2
•- in H2O2 um, welches durch die Glutathion-

Peroxidase (GPx) weiter zu H2O verarbeitet wird. GPx ist die Peroxidase, die im Cytosol und 

in den Mitochondrien am weitesten verbreitet ist (Bratic and Larsson 2013; Yin et al. 2014). 

Glutathion (GSH) ist ein Tripeptid mit einer Sulfhydrylgruppe, das im Cytosol aus Glycin, Glu-

tamat und Cystein gebildet und nachfolgend über einen Carrier in die Mitochondrien transpor-

tiert wird. GSH schützt vor oxidativem Stress als Cofaktor u.a. von GPx, Glutathion-S-Trans-

ferasen und Glutaredoxinen. Oxidiertes GSH wird durch die Glutathionreduktase unter 

NADPH-Verbrauch regeneriert.  

In Mitochondrien des Gehirns wird H2O2 hauptsächlich über das GSH-basierte und das Thio-

redoxin-basierte System abgebaut. Beide Systeme agieren über Sulfhydrylgruppen und benöti-

gen NADPH. Quellen für NADPH in den Mitochondrien sind die Isocitratdehydrogenase-2, 

das Malatenzym und die Nikotinamid-Nukleotid-Transhydrogenase (NNT). NNT ist ein nuk-

leär-kodiertes Protein in der inneren Mitochondrienmembran und katalysiert die reversible Re-

duktion von NADP+ zu NADPH, gekoppelt an die Oxidierung von NADH zu NAD+. Der Pro-

tonengradient der inneren mitochondrialen Membran fördert die Bildung von NADPH, welches 

zu mehr als 50 % zum mitochondrialen NADPH-Pool beiträgt (Navarro and Boveris 2010; Yin 

et al. 2014).  

 

1.2.1.4 Biogenese, Dynamik und Autophagie von Mitochondrien 

Die konstante Erneuerung von Mitochondrien ist essentiell für die Aufrechterhaltung einer adä-

quaten Funktion und beinhaltet zwei aufeinander abgestimmte Prozesse – die Biogenese und 

den selektiven Abbau (Autophagie) von Mitochondrien. Mitochondrien können nicht neu ge-

bildet werden, sondern entstammen aus vorher bestehenden Organellen über einen komplexen 

Prozess (Ploumi et al. 2017; Seo et al. 2010; Ryan and Hoogenraad 2007).  

Mitochondrien haben einem dualen Ursprung. Sie sind neben dem Zellkern die einzigen Orga-

nellen mit eigner DNA – einem kleinen (etwa 16 kB), zirkulären Genom, der mitochondrialen 

DNA (mtDNA). Sie wird maternal vererbt und kodiert nur für 13 Proteine der Komplexe I, III, 

IV und der ATP-Synthase, sowie die für die 22tRNA und zwei ribosomale RNAs (Vafai and 

Mootha 2012; Friedman and Nunnari 2014). Der Großteil des mitochondrialen Genoms wird 
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jedoch im Zellkern kodiert, an Ribosomen im Zytosol translatiert und abhängig vom elektro-

chemischen Gradienten aktiv in die Mitochondrien transportiert. Die mitochondriale Biogenese 

hängt somit von der aufeinander abgestimmten Synthese der mitochondrial- und nukleär-ko-

dierten Proteine ab (Wenz 2013; Ryan and Hoogenraad 2007).  

Die Transkription der mtDNA wird primär durch den Mitochondrial transcription factor A 

(Tfam) kontrolliert. Demgegenüber sind in der Expression der nukleär-kodierten mitochondri-

alen Proteine eine Reihe von Transkriptionsfaktoren einschließlich Nuclear respiration factors 

(Nrfs) wie Nrf1 und Nrf2, CREB und Estrogen related receptor α (ERRα) und Ying yang 1 

transcription factor (YY1) involviert. Die transkriptionelle Regulation erfolgt über Co-Aktiva-

toren der Familie der Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor γ-Co-Aktivatoren 1 (PGC1), 

die auf Änderungen des Energiestatus wie die Verhältnisse von NAD+/NADH und AMP/ATP 

sowie Umweltfaktoren reagieren. PGC1α ist der am besten charakterisierte Co-Aktivator. Im 

Zellkern lokalisiert, reguliert er zudem die Transkription der mtDNA durch die Co-Aktivierung 

von Nrf1 am Tfam-Promotor. PGC1α wird deshalb auch als Masterregulator der mitochondri-

alen Biogenese bezeichnet (Friedman and Nunnari 2014; Yin et al. 2014; Wenz 2013). Auf-

grund seiner zentralen Stellung wird PGC1α auf verschiedensten Ebenen reguliert. Die PGC1α-

Genexpression wird u.a. durch Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor (PPAR) γ und 

CREB reguliert. Auch die post-translationale Modifikation nimmt bei der Regulation von 

PGC1α eine wichtige Rolle ein. PGC1α-modifizierende Enzyme sind zelluläre Stresssensoren 

und involvieren PGC1α somit in die zelluläre Stressantwort. Adenosine monophosphate-acti-

vated protein kinase (AMPK), Proteinkinase B (PKB oder Akt) und p38 Mitogen-activated 

protein kinase (p38 MAPK) phosphorylieren und aktivieren PGC1α. Die Aktivierung von 

PGC1α kann auch über eine Deacetylierung beispielsweise durch das Sirtuin (SIRT)-1  erfolgen 

(Yin et al. 2014; Wenz 2013). Auch ROS können PGC1α induzieren (Raefsky and Mattson 

2017). 

 

Von großer Bedeutung bei der Biogenese und Funktion von Mitochondrien ist ihre Dynamik. 

Die Beobachtung von Mitochondrien in lebenden Zellen macht klar, dass die mitochondriale 

Morphologie keinesfalls statisch ist. Vielmehr sind Mitochondrien dynamische Organellen, die 

kontinuierlich miteinander verschmelzen (Fusion) und sich teilen (Fission). Beide Prozesse 

sind über Guanosintriphosphatasen (GTPasen) der Dynamin-Familie vermittelt, welche die in-

nere und äußere mitochondriale Membran über komplexe Prozesse zusammenführen und teilen. 

Die Fission ist erforderlich für die Bildung neuer Mitochondrien, erleichtert aber auch die Qua-

litätskontrolle. Geschädigte oder dysfunktionale Mitochondrien, die andernfalls zu starker 
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ROS-Bildung oder Freisetzung von pro-apoptotischen Signalen führen würden, werden so ab-

getrennt und können mittels Autophagie beseitigt werden. Der Prozess der Autophagie bei Mi-

tochondrien wird auch als Mitophagie bezeichnet und führt zum Abbau der mitochondrialen 

Komponenten in Lysosomen. Kleine Schäden von Mitochondrien können durch die Fusion in 

Form einer Komplementierung über den Austausch und die Verteilung mitochondrialer Inhalte 

ausgeglichen werden. Eine ausgeglichene Balance zwischen Fusion und Fission ist daher ent-

scheidend für die Funktionalität der Mitochondrien (Seo et al. 2010; Youle and van der Bliek 

2012; Friedman and Nunnari 2014; Raefsky and Mattson 2017). 

 

1.2.2 Mitochondriale Dysfunktion bei der Alterung und AD 

Eine entscheidende Theorie der Alterung, die von Denham Harman in den 1950er Jahren auf-

gestellt wurde, ist, dass die Produktion von intrazellulärem ROS und deren Schäden für die 

begrenzte Lebensspanne verantwortlich ist (Free Radical Theory of Aging) (Harman 1956; 

Harman 1983). Auf Grundlage der Tatsache, dass Mitochondrien einen bedeutenden Teil der 

ROS produzieren, wurden später Mitochondrien und deren Schäden in den Mittelpunkt der 

Theorie gesetzt (Harman 1983). Ein Kreislauf aus ROS-induzierten mitochondrialen Schäden 

und der daraus resultieren erhöhten ROS-Produktion könnte somit für die Alterung verantwort-

lich sein (Lagouge and Larsson 2013; Seo et al. 2010).  

Abgesehen von ROS, die enzymatisch durch die NADPH-Oxidase, Cytochrom-P450 Oxygena-

sen und Xanthin-Dehydrogenasen gebildet werden, stellen Mitochondrien die Hauptquelle für 

ROS in der Zelle dar. Mitochondrien werden somit oftmals als erste Quelle und erster Angriffs-

punkt für ROS gesehen (Schaffer et al. 2012). Die langkettigen, mehrfach ungesättigten Fett-

säuren der mitochondrialen Membran sind besonders oxidationsempfindlich, sodass es in Folge 

von oxidativem Stress zu einer Membrandepolarisierung und sukzessiven mitochondrialen Be-

einträchtigungen kommen kann (Grimm et al. 2016; Schaffer et al. 2012; Paradies et al. 2014). 

Ein weiteres Ziel von ROS ist die mtDNA, die aufgrund ihrer Nähe zu ROS, dem Fehlen schüt-

zender Histone und geringeren Reparaturmechanismen anfälliger ist als die nukleäre DNA 

(Müller et al. 2010). Da die mtDNA für Proteine der mitochondrialen Komplexe kodiert 

(Scheffler 2001), könnten Schädigungen zu defekten Untereinheiten der OXPHOS führen und 

somit Dysfunktionen der mitochondrialen Atmung mit erhöhter ROS-Produktion herbeiführen 

(Grimm et al. 2016; Raefsky and Mattson 2017).  

Welcher der beiden Faktoren – ROS oder die mitochondriale Dysfunktion – das erste Glied der 

Kette darstellt, bleibt jedoch ungewiss (Grimm et al. 2016). Die einseitige Sichtweise, dass 

ROS ungewollte Nebenprodukte des aeroben Metabolismus darstellen, die zur Alterung führen, 
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wird heute kontrovers beurteilt (Hekimi et al. 2011; Lagouge and Larsson 2013). Der Zusam-

menhang von ROS und der Lebensspanne konnte in einigen Spezies nicht bestätigt werden und 

man geht davon aus, dass ein Großteil der Mutationen der mtDNA nicht durch ROS entstehen, 

sondern durch Fehler in der mtDNA-Replikation im Laufe des Lebens verursacht werden 

(Lagouge and Larsson 2013; Hekimi et al. 2011; Lopez-Otin et al. 2013). In physiologischen 

Mengen können ROS als Signalmoleküle agieren und sind bei der Immunantwort, Entzündung 

sowie synaptischen Plastizität, Lernen und Gedächtnis beteiligt. Wenn ROS in hohen Mengen 

produziert werden, könnten sie zu oxidativem Stress führen und Proteine und DNA schädigen 

sowie Lipidperoxidation induzieren (Grimm et al. 2016; Shadel and Horvath 2015).  

 

Im alternden Gehirn lassen sich sowohl Verminderungen im bioenergetischen Stoffwechsel als 

auch Veränderung in der Redox-Homöostase feststellen (Yin et al. 2014). Das Gehirn ist für 

ca. 20 % des Sauerstoffverbrauchs verantwortlich, stellt jedoch nur weniger als 2 % der Kör-

permasse dar (Schmitt-Schillig et al. 2005). Nervenzellen haben einen besonders hohen Ener-

giebedarf, beispielsweise für die Generierung von Aktionspotenzialen und Erregungsübertra-

gungen (Yin et al. 2014). Es werden jedoch nur ca. 10 % des ATP durch Glycolyse gewonnen, 

sodass der hohe Energiebedarf hauptsächlich über die Produktion von ATP über die OXPHOS 

von Energiesubstraten gedeckt wird (Raefsky and Mattson 2017).  

Unter normalen physiologischen Bedingungen ist das Gehirn fast ausschließlich auf Glucose 

als Energiesubstrat angewiesen. Störungen des Glucosemetabolismus sind eng mit Fehlfunk-

tionen der Synapsen verbunden und eine Hypometabolisierung wird sowohl im Alter als auch 

bei der AD beobachtet (Mosconi 2013). Mittels PET-Bildgebung konnte bei gesunden Men-

schen im Alter von 20-67 Jahren in fast allen Bereichen des Gehirns eine ausgedehnte altersbe-

dingte Abnahme der Glucoseverwertung detektiert werden (Petit-Taboue et al. 1998). Bei der 

AD wird ein noch ausgeprägter Hypometabolismus charakteristischer Gehirnregionen festge-

stellt (Mosconi 2013).  

Verminderungen in der mitochondrialen Funktion werden sowohl bei der Alterung im Allge-

meinen beobachtet, als auch speziell im Gehirn (Mattson and Magnus 2006). Die mitochondri-

ale Dysfunktion hat mit zunehmendem Alter eine verminderte Produktion von Energieträgern 

wie ATP zur Folge und kann somit zu einem Energiedefizit der Gehirnzellen führen (Stranahan 

and Mattson 2012). Besonders betroffen von der Abnahme der mitochondrialen Atmung sind 

die Komplexe I, III, und IV des ETS. Zudem erfährt die ATP-Synthase eine altersbedingte Ab-

nahme (Yin et al. 2014). In isolierten Gehirnmitochondrien gealterter Nagetiere finden sich im 

Besonderen verminderte Aktivitäten der Komplexe I und IV und diese Beobachtung scheint 
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ausgeprägter in Gehirnregionen zu sein, die besonders von der Alterung betroffen sind. Gerin-

gere Raten der ETS-Aktivitäten und der ATP-Produktion finden sich zudem in Verbindung mit 

Oxidationsprodukten von Phospholipiden und Proteinen (Navarro and Boveris 2010). Ein Zu-

sammenhang zwischen Veränderungen im Energiehaushalt und dem Redox-Status ist somit 

wahrscheinlich (Yin et al. 2014). Der hohe Sauerstoffverbrauch in Folge des ausgeprägten 

Energiebedarfs und die hohe Dichte an oxidationsempfindlichen, ungesättigten Fettsäuren ma-

chen das Gehirn besonders empfindlich für oxidative Schäden. Proteinoxidierungen und -mo-

difizierungen durch Produkte der Lipidperoxidation und Peroxynitrit nehmen mit dem Alter 

fortschreitend zu (Stranahan and Mattson 2012). Post mortem wird eine weitgreifende Oxidie-

rung von Makromolekülen des menschlichen Gehirns identifiziert. Auch AD-charakteristische 

Hirnbereiche wie der Hippocampus sind besonders von oxidativem Stress geprägt (Chu et al. 

2015).  

Mausmodelle der AD, die eine Überexpression von APP aufweisen, zeigen eine Verminderung 

der ATP-Produktion, ein beeinträchtigtes MMP und eine verminderte Komplex IV-Aktivität, 

die von erhöhten Mengen an ROS begleitet werden. Diese mitochondrialen Dysfunktionen tre-

ten zusammen mit einer Akkumulation von löslichem Aß auf und konnten vor der Präsenz von 

Aß-Ablagerungen und kognitiven Dysfunktionen detektiert werden (Grimm et al. 2016; Haupt-

mann et al. 2009; Blanchard et al. 2003). Zellkulturstudien weisen zudem daraufhin, dass die 

erhöhte mitochondriale Bildung von ROS, die zumindest zum Teil aus einer Beeinträchtigung 

von Komplex I bei der Alterung resultiert, Aß-Level erhöht und sukzessive mitochondriale 

Funktionen beeinträchtigt und einen Kreislauf von oxidativem Stress in Gang setzt (Grimm et 

al. 2016; Stockburger et al. 2014; Leuner et al. 2012). Es liegen weiterhin Hinweise vor, dass 

Aß und hyperphosphoryliertes Tau-Protein auf synergistische Weise die mitochondriale Dys-

funktion bei der AD herbeiführen könnten. Mäuse mit einer Mutation, die zu einer abnormal 

erhöhten Produktion von hyperphosphoryliertem Tau-Protein führt, zeigten ebenfalls eine al-

tersbedingte mitochondriale Dysfunktion einschließlich einer verminderten Komplex I-Aktivi-

tät, geringer mitochondrialer Atmung und reduzierter ATP-Konzentrationen sowie erhöhter 

ROS-Produktion. Darüber hinaus konnte in einem AD-Modell mit dreifacher Mutation eine 

Verminderung von Komplex I detektiert werden, die auf ein abnormales Tau zurückzuführen 

war, sowie eine Verminderung von Komplex IV, die von Aß abhängig war (Rhein et al. 2009).  

Die dargelegten Beobachtungen legen eine zentrale Rolle der mitochondrialen Dysfunktion bei 

der Alterung und Pathogenese von AD nahe. Mitochondrien stehen im Fokus neuer Theorien 

zur Entstehung der LOAD. 
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Nach der Theorie der Alzheimer's Disease Mitochondrial Cascade Hypothesis, die zuerst 2004 

von Swerdlow und Khan aufgestellt wurde, wird die LOAD nicht von Aß initiiert, sondern von 

Dysfunktionen der Mitochondrien, die im Laufe des Lebens auftreten und von einer erhöhten 

Menge an ROS begleitet werden. Veränderungen in der Aß-Homöostase sind vielmehr Kenn-

zeichen einer normalen Alterung. Die histopathologischen Kennzeichen der AD treten auf, 

wenn eine bestimmte Grenze an MD überschritten wird und könnten möglicherweise zu einer 

weiteren Beeinflussung der mitochondrialen Funktion führen. Im Gegensatz zu der Aß-Hypo-

these, postuliert diese Theorie, dass eine therapeutische Reduktion von Aß weder den Verlauf 

der Alterung noch der AD im (prä-)klinischen Stadium beeinflusst (Swerdlow et al. 2013; 

Swerdlow and Khan 2004). 

 

Demetrius et al. stellten kürzlich die Inverse Warburg Hypothesis auf (Demetrius and Simon 

2012). Nach dieser Theorie hat die Entstehung der LOAD zwei entscheidende Faktoren – das 

Alter und den Energiehaushalt – die den metabolischen Prozess in Gang setzen, der zu Nerven-

zellverlusten und den histopathologischen Kennzeichen der AD führt. Die Entstehung der AD 

ist danach ein nichtlinearer, altersabhängiger Prozess, der möglicherweise durch eine mito-

chondriale Dysfunktion ausgelöst wird. Eine verminderte Effizienz der Produktion von ATP 

könnte eine Kaskade aus der Hochregulierung der OXPHOS in Nervenzellen, oxidativem 

Stress und weiteren Schäden der Mitochondrien, Substratmangel, Nervenzellverlust und De-

menz induzieren. In diesem Prozess kommt es zunächst zu einer kompensatorischen Hochre-

gulation der OXPHOS sowie erhöhten ROS-Produktion in bestimmten Nervenzellen, die bei-

spielsweise durch akkumulierte Schäden in den energieproduzierenden Zellkomponenten eine 

verminderte Energieproduktion aufweisen. Nervenzellen können eine erhöhte Energieproduk-

tion nur durch die Erhöhung der OXPHOS und nicht der Glycolyse erreichen. Dies kann zu-

nächst zu einer stabilen Energieproduktion führen, die durch einen Wettbewerb um Glucose 

und Laktat (aus den Astroyzyten) geprägt ist. Ausgetragen wird der Wettbewerb zwischen den 

intakten Nervenzellen mit normaler OXPHOS-Aktivität und den beeinträchtigten Nervenzellen 

mit hoher kompensatorischer Aktivität. Die hochregulierte OXPHOS benötigt für die gleiche 

Energiemenge mehr Substrate und führt zu einem Substratmangel, besonders in den Zellen 

ohne Hochregulierung. Nervenzellen, die dem Wettbewerb nicht standhalten und nicht genug 

Energie produzieren, erfahren Beeinträchtigungen oder sterben und führen so zu Demenz. Das 

Zusammenbrechen der zeitweisen stabilen Energieproduktion, welche die normale Alterung 

mit milden kognitiven Beeinträchtigungen abbildet, wird vermutlich durch endogene und exo-

gene Reize gefördert. Adaptationsmechanismen wie antioxidative Enzyme, Signaltransduk-
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tionsenzyme und neuroprotektive Gene können dem Stress nicht mehr standhalten. Faktoren, 

wie Veränderungen der vaskulären Gesundheit, Lebensstil, Trauma und Stress können die pa-

thologische Alterung einleiten, die sich durch einen unkontrollierten Kreislauf aus Beeinträch-

tigungen, Nervenzellverlust und Demenz auszeichnet (Demetrius and Driver 2015; Demetrius 

et al. 2014; Demetrius and Simon 2012).  

 

Die reduzierte bioenergetische Effizienz von Mitochondrien mit dem Alter kann verschiedene 

Ursachen haben. Es kommt vermutlich zu einer Kombination aus erhöhten Schädigungen und 

einem reduzierten Umsatz von Mitochondrien, durch eine geringere Biogenese und verminder-

ten Abbau von Mitochondrien (Lopez-Otin et al. 2013). Die verminderte Biogenese der Mito-

chondrien mit dem Alter wird als wichtiger Faktor bei der Alterung angesehen (Seo et al. 2010). 

Eine mögliche Erklärung dafür sind verminderte PGC1α-Level, welche beispielsweise durch 

Telomerverkürzungen eintreten könnten (Sahin and DePinho 2012). Eine Veränderung des 

Verhältnisses von Fusion und Fission kann weiterhin die mitochondriale Funktion beeinträch-

tigen sowie zur Anhäufung von geschädigten Mitochondrien in Folge einer verminderten Bio-

genese und mitochondrialen Autophagie führen (Seo et al. 2010). Weitere Adaptationsmecha-

nismen gegen zellulären Stress wie DNA-Reparaturmechanismen, antioxidative Enzyme und 

die Signalgebung durch Neurotrophine wie BDNF weisen mit dem Alter Beeinträchtigungen 

auf (Raefsky and Mattson 2017). BDNF nimmt eine wichtige bioenergetische Rolle in den Ner-

venzellen ein und führt u.a. zur Induktion der PGC1α-Expression (Marosi and Mattson 2014). 

 

Nach Grimm et. al (2016) ist die Alterung durch einen sukzessiven Anstieg von oxidativem 

Stress und daraus resultierenden Schäden, beispielsweise der mtDNA, gekennzeichnet. Mito-

chondriale Dysfunktionen können in ihrer Entstehung oder auch Konsequenz von genetischen 

Faktoren und Umweltfaktoren beeinflusst werden und führen vermutlich zu Beeinträchtigun-

gen der mitochondrialen Bioenergetik und Dynamik. Der daraus resultierende Kreislauf aus 

ROS und mitochondrialer Dysfunktion wird weiterhin möglicherweise durch die Bildung von 

Aß, hyperphosphoryliertem Tau und Mikroglia-Aktivierung unterstützt. Wird eine individuell 

bestimmte Grenze überschritten, resultiert ein Zusammenbruch der Energieproduktion und 

Neurodegeneration (Grimm et al. 2016).  

 

Die postulierten Mechanismen, die zum Alterungsprozess und weiterer Progression zur AD 

führen, sind in Abb. 1.4 zusammengefasst. 
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Abb. 1.4: Postulierte Mechanismen der mitochondrialen Dysfunktion bei der Alterung und Progression zur 

AD. Aß: ß-Amyloid; K: Komplex; mtDNA: mitochondriale DNA; ROS: Reaktive Sauerstoffspezies 
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1.3 Nutritive Prävention der Gehirnalterung und Neurodegeneration 

Vor dem Hintergrund der steigenden Anzahl alternder Menschen mit Einschränkungen der kog-

nitiven Leistung und einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer AD ohne erfolgverspre-

chende Therapie erlangt die Prävention oder Verlangsamung altersabhängiger Veränderungen 

durch Lebensstilfaktoren enorme Bedeutung (Vauzour 2014; Caruana et al. 2016; Berti et al. 

2015; Schaffer et al. 2012). Hinsichtlich der nutritiven Strategien kommt der traditionellen me-

diterranen Ernährungsweise (Mediterranean Diet, MeDi) besondere Bedeutung zu (Caruana et 

al. 2016). Natives Olivenöl extra (Extra virgin olive oil, EVOO) und Traubenprodukte (Rot-

wein) sind zwei typische Komponenten der MeDi und den enthaltenen Polyphenolen wird eine 

Schlüsselrolle bei den gesundheitsfördernden Effekten zugesprochen (Vasto et al. 2014; Caru-

ana et al. 2016). Polyphenole verfügen aufgrund ihrer Struktur mit einer oder mehreren Phe-

nolgruppen über weitreichend dokumentierte antioxidative Eigenschaften. Ihnen werden auf 

dieser Grundlage gesundheitsprotektive Eigenschaften hinsichtlich Krebserkrankungen, Typ-

2-Diabetes, Osteoporose, kardiovaskulären und neurodegenerativen Erkrankungen zugespro-

chen (Scalbert et al. 2005). Das neuroprotektive Potenzial von Polyphenolen wurde in den letz-

ten zehn Jahren in einer Reihe von Forschungsarbeiten beschrieben und gelangt zunehmend in 

den Blickpunkt der Forschung. 

 

1.3.1 Mediterrane Ernährungsweise 

Der Begriff der MeDi wurde durch die wegweisenden Arbeiten von Keys und Kollegen geprägt, 

die in der Seven Countries Studie einen Zusammenhang zwischen einer mediterranen Ernäh-

rungsweise und einer verminderten Inzidenz von koronaren Herzkrankheiten fanden (Keys 

1995; Kromhout et al. 1989; Keys 1966). Es existiert keine genaue Definition der MeDi, sie 

umfasst aber einheitliche Hauptkomponenten: 1. eine hohe Aufnahme von EVOO, Gemüse 

einschließlich grünem Blattgemüse, Obst, Getreide, Nüssen, Hülsenfrüchten, 2. eine moderate 

Aufnahme von Fisch und Geflügel, Milchprodukten und Rotwein sowie 3. eine geringe Auf-

nahme von Eiern, rotem Fleisch und Süßigkeiten (Davis et al. 2015). Diese typische Ernäh-

rungsweise fand man in den 1970er Jahren in Süditalien und Griechenland (besonders Kreta), 

die Teil der Seven Countries Studie waren. Später wurden die gesundheitsförderlichen Effekte 

in Bezug darauf untersucht, wie stark die Ernährung einer MeDi folgt. Letzteres kann anhand 

von MeDi Scores beurteilt und für Untersuchungen in Regionen außerhalb des mediterranen 

Raumes genutzt werden (Hoffman and Gerber 2013).  
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In Bezug auf die neuroprotektiven Eigenschaften konnten Ernährungsweisen, die sich stark an 

der MeDi orientieren in Kohortenstudien mit einem verlangsamtem altersbedingten Rückgang 

der kognitiven Leistung (Tangney et al. 2011; Trichopoulou et al. 2015), einem reduzierten 

Risiko der Entwicklung einer AD bei bestehender MCI (Scarmeas et al. 2009a), sowie einem 

reduziertem Risiko für die Neuentwicklung einer AD assoziiert werden (Scarmeas et al. 2006). 

Wenn auch nicht alle unternommenen Untersuchungen einen solchen Effekt nachweisen konn-

ten, kommen aktuelle systematische Reviews zu dem Schluss, dass eine starke Orientierung an 

der MeDi ein vielversprechendes Potenzial besitzt, kognitive Funktionen bzw. kognitive Ver-

luste zu verbessern, und das Risiko einer Entwicklung von MCI zu AD zu reduzieren (Singh et 

al. 2014; Hardman et al. 2016; Selmin et al. 2016).  

 

Neben den epidemiologischen Studien liegen derzeit kaum Daten zu den Effekten der MeDi in 

gesunden älteren Menschen aus klinischen Studien vor (Knight et al. 2016; Hardman et al. 

2016). Bisher untersuchten zwei randomisiert-kontrollierte Studien, die aus der spanischen 

PREDIMED Studie hervorgegangen sind, den Effekt einer MeDi auf altersbedingte kognitive 

Verluste. In diesen Untersuchungen an älteren Menschen mit hohem kardiovaskulärem Risiko 

konnte im Vergleich zu einer fettreduzierten Diät eine Verbesserung der kognitiven Funktion 

durch eine MeDi supplementiert mit EVOO oder Nüssen festgestellt werden (Martinez-La-

piscina et al. 2013; Valls-Pedret et al. 2015). Weiterhin wurde das Abschneiden in einem der 

Gedächtnistests mit einer hohen Polyphenolexkretion im Urin assoziiert (Valls-Pedret et al. 

2012), die zur Beurteilung der Effekte der Polyphenolaufnahme auf chronische Erkrankungen 

in epidemiologischen Studien zunehmend Bedeutung erlangt (Zamora-Ros et al.; Zamora-Ros 

et al. 2014). Diese Daten liefern Hinweise darauf, dass die günstigen Effekte der MeDi zumin-

dest zum Teil auf das reiche Vorkommen von Polyphenolen zurückzuführen sein könnten.  

Oliven bzw. Olivenöle verfügen über ein einzigartiges Polyphenolprofil (u.a. Hydroxytyrosol) 

dessen gesundheitsprotektive Eigenschaften in den letzten Jahren zunehmend in den Blickpunkt 

der Forschung gelangte (Schaffer et al. 2012; Tapsell 2014; Tresserra-Rimbau et al. 2013). Ne-

ben der Evidenz hinsichtlich der positiven Effekte auf die Plasmalipidlevel und oxidative Schä-

den von Olivenpolyphenolen auf Grundlage dessen von der Europäischen Behörde für Lebens-

mittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA) ein Health Claim erlassen wurde 

(EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies 2011), liegen zunehmend Daten 

hinsichtlich der Prävention altersbedingter kognitiver Einschränkungen vor.  
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Die MeDi zeichnet sich zudem durch eine hohe Aufnahme von Obst und Gemüse aus. Pros-

pektive Studien liefern Hinweise, dass die Aufnahme von Gemüse (und in geringerem Umfang 

Obst) mit einer verbesserten kognitiven Leistung und einem verminderten Risiko für das Auf-

treten von altersbedingten neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert ist (Commenges et al. 

2000; Letenneur et al. 2007; Kang et al. 2005; Barberger-Gateau et al. 2007; Polidori et al. 

2009; Vauzour 2014; Dai et al. 2006; Morris et al. 2006; Loef and Walach 2012). Den in Obst 

und Gemüse weitverbreiteten Polyphenolen wird bei diesen günstigen Beobachtungen eine 

wichtige Rolle zugesprochen (Barberger-Gateau et al. 2007; Commenges et al. 2000; Letenneur 

et al. 2007; Kesse-Guyot et al. 2012; Vauzour 2014). In einer kürzlich durchgeführten rando-

misiert-kontrollierten Studie konnte eine 18-wöchige Intervention mit einer erhöhten Auf-

nahme von Obst und Gemüse die kognitive Funktion der 26-75-Jährigen nur in der Gruppe 

verbessern, deren Obst und Gemüse reich an Polyphenolen (> 15 mg Flavonoide/100 g) war. 

Die verbesserte kognitive Leistung ging mit einer erhöhten BDNF-Serumkonzentration einher, 

die als möglicher Biomarker für die kognitive Leistung vorgeschlagen wird (Neshatdoust et al. 

2016). In einer französischen Kohorte der PAQUID Studie mit Teilnehmern im Alter von 

≥ 65 Jahren wurde eine hohe Aufnahme von Polyphenolen (hier Flavonoiden) mit einem ver-

minderten Risiko an einer Demenz zu erkranken sowie einer besseren kognitiven Leistung as-

soziiert (Commenges et al. 2000; Letenneur et al. 2007).  

Eine Untersuchung in der SUpplémentation en VItamines et Minéraux AntioXydants 

(SU.VI.MAX) Kohorte, welche verschiedene kognitive Funktionen bei 45-60-Jährigen 

13 Jahre nach der Ernährungserhebung untersuchte, konnte die positiven Effekte einer hohen 

Polyphenolaufnahme generell bestätigen. Eine detailliertere Analyse deckte jedoch neben po-

sitiven Assoziationen einer hohen Aufnahme einzelner Polyphenolgruppen mit der kognitiven 

Funktion auch negative Assoziationen auf (Kesse-Guyot et al. 2012). Dies macht die Bedeutung 

der Analyse von Effekten spezifischer Polyphenole deutlich. In Traubenprodukten wie Rotwein 

findet sich ein komplexes Polyphenolmuster aus Anthocyanen, Flavanolen, Resveratrol und 

Gallussäure. Die moderate Aufnahme von Rotwein als weitere Komponente der MeDi, wird 

mit neuroprotektiven Effekten verbunden, die zum Teil den enthaltenen Polyphenolen zuge-

sprochen werden (Solfrizzi et al. 2011; Gerber 2016). 

 

1.3.2 Strukturen, Vorkommen und Aufnahme von Polyphenolen  

Polyphenole umfassen mit > 500 verschiedenen Verbindungen, die in der menschlichen Nah-

rung identifiziert wurden, eine große und sehr heterogene Gruppe der sekundären Pflanzen-

stoffe (Perez-Jimenez et al. 2010). In Nahrungsmitteln pflanzlichen Ursprungs wie Tee, Kaffee, 
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Wein, Obst und Gemüse, Vollkorngetreide sowie Kakao sind sie weit verbreitet. Polyphenole 

lassen sich, basierend auf der Anzahl an Phenolringen und der strukturellen Elemente, die diese 

verbinden, in verschiedene Gruppen unterteilen (Manach et al. 2004) (Abb. 1.5).  

 

 

Abb. 1.5: Einteilung und Strukturen der Polyphenole. Grau hinterlegte Verbindungen sind Gegenstand der 

vorliegenden Arbeit, modifiziert nach Spencer et al. (2008); Perez-Jimenez et al. (2011). 

  

Die vier Hauptgruppen schließen Phenolsäuren, Flavonoide, Stilbene und Lignane ein. Poly-

phenole, die nicht diesen Gruppen angehören, werden durch die Gruppe anderer Polyphenole 

zusammengefasst (Perez-Jimenez et al. 2010). Flavonoide lassen sich ihrerseits in sechs weitere 

Unterklassen einteilen. Ihre Grundstruktur besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B), 

welche durch drei C-Atome verbunden sind, die gemeinsam einen Sauerstoff angereicherten 

heterozyklischen Ring bilden (C). Basierend auf der Struktur des C-Rings werden Flavonole, 

Flavone, Isoflavone, Flavanone, Anthocyanidine und Flavanole bestehend aus Catechinen und 

Proanthocyanidinen unterschieden (Manach et al. 2004).  

Polyphenole weisen ein sehr unterschiedliches Hydroxylierungsmuster auf. Zu dieser Diversität 

kommen Polyphenole natürlicherweise bis auf wenige Ausnahmen (Phenolsäuren, Flavanole) 

als Glycoside vor, können an organische Säuren gebunden oder miteinander verbunden sein. 

POLYPHENOLE
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Ihre Strukturen reichen von simplen Verbindungen wie Phenolsäuren bis hin zu sehr umfang-

reichen Strukturen, wie die Proanthocyanidin-Polymere (Perez-Jimenez et al. 2010; Zamora-

Ros et al. 2016).  

Rotwein stellt zusammen mit nativem Olivenöl die Polyphenolquelle dar, deren Polyphenolp-

rofil am meisten untersucht wurde (Perez-Jimenez et al. 2010). Proanthocyanidine sind durch 

die Bildung von Komplexen mit Speichelproteinen für die adstringierenden Eigenschaften von 

Früchten und Getränken wie Rotwein verantwortlich. Proanthocyanidine gehören zu den Fla-

vanolen, welche als monomere Form (Catechine) vorliegen können oder als Dimere, Oligomere 

oder Polymere von Catechinen (Proanthocyanidine). Für oligomere und polymere Proanthocy-

anidine liegen momentan noch keine vollständigen Daten vor, sodass ihr Gehalt in den Nah-

rungsmitteln nicht komplett berechnet werden kann und somit derzeit unterschätzt wird (Perez-

Jimenez et al. 2010). Entgegen dieser weitverbreiteten Polyphenole sind beispielsweise die Un-

terklassen der Anthocyane und Stilbene auf eine geringere Anzahl an Nahrungsmitteln be-

grenzt. Anthocyane sind Pflanzenpigmente, die vielen pflanzlichen Nahrungsmitteln ihre rote, 

blaue und violette Farbe verleihen (Manach et al. 2004). Besonders reich an Anthocyanen sind 

rote bis dunkle Beeren und schwarze Oliven. Auch blaue Trauben und Rotwein enthalten nen-

nenswerte Mengen an Anthocyanen. In Rotwein enthalten sind auch geringe Mengen des Stil-

bens Resveratrol (Perez-Jimenez et al. 2010). Unter der Gruppe der anderen Polyphenole be-

finden sich u.a. die Tyrosole. Diese finden sich hauptsächlich in Oliven und Olivenöl mit Kon-

zentrationen von 226 mg/100 g in schwarzen Oliven und 60 mg/100 g in EVOO. Die Haupt-

komponenten sind Oleuropein und sein Aglycon, Polyphenole, welche ausschließlich in Oli-

vengewächsen vorkommen und in Abschnitt 1.3.4 näher beschrieben werden.  

 

Diese Diversität und die Abhängigkeit der Gehalte von den eingesetzten analytischen Methoden 

und der Variation innerhalb eines Lebensmittels erschweren die Erfassung der Polyphenolauf-

nahme bei der Erforschung der gesundheitsfördernden Effekte (Singh et al. 2008). Die Poly-

phenolaufnahme ist abhängig von der geographischen Lage und der Nahrungsgewohnheiten, 

wie dem Konsum von Tee, Kaffee und Wein (Singh et al. 2008).  

Die tägliche Aufnahme von Polyphenolen in Europa wurde kürzlich in der European Prospec-

tive Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) Kohorte erhoben (Zamora-Ros et al. 2016). 

Die Studie schloss die Länder Dänemark, Frankreich, Deutschland, Griechenland, Italien, Nor-

wegen, Spanien, Schweden, die Niederlande und das Vereinigte Königreich ein und nutzte die 

Datenbank Phenol-Explorer. Die Berechnung der Polyphenolaufnahme wurde in vielen Studien 

mittels der Datenbank des US Department of Agriculture (USDA) durchgeführt, welche jedoch 



Einleitung 

32 

hauptsächlich Daten zu Flavonoid-Aglyconen beinhaltet. Seit einigen Jahren existiert mit Phe-

nol-Explorer eine umfangreichere Datenbank, mit 502 verschiedenen Polyphenolen in 452 

Nahrungsmitteln (Neveu et al. 2010). Phenol-Explorer wurde weiterhin kürzlich um weitere 

Daten zu den Effekten der Lebensmittelverarbeitung (Rothwell et al. 2013) sowie zu Pharma-

kokinetik und Metabolismus (Rothwell et al. 2012) erweitert. In der EPIC Kohorte war die 

mittlere Polyphenolgesamtaufnahme in Dänemark (1786 mg/Tag [Männer], 1626 mg/Tag 

[Frauen]) am höchsten und in Griechenland (744 mg/Tag [Männer], 584 mg/Tag [Frauen] am 

niedrigsten. Bei der Unterteilung der Kohorte in drei Regionen wurde die höchste Poly-

phenolaufnahme im Vereinigten Königreich, gefolgt von den nicht-mediterranen Ländern er-

fasst. Die geringste Polyphenolaufnahme wurde für die mediterranen Länder ermittelt. Hydro-

xyzimtsäuren (u.a. in Kaffee) und Flavanole (u.a. in Früchten, Tee, Wein) waren die am stärks-

ten aufgenommen Polyphenole. In mediterranen Ländern waren die Hauptquellen für Poly-

phenole Kaffee (36 %), Früchte (25 %) und Wein (10 %), in nicht mediterranen Ländern Kaffee 

(41 %), Tee (17 %) und Früchte (13 %) sowie in der Kohorte des Vereinigten Königreichs Tee 

(41 %), Kaffee (21 %) und Früchte (9 %) (Zamora-Ros et al. 2016). Hinsichtlich der Gesamt-

aufnahme an Flavonoiden unterschieden sich die mediterranen Länder von den nicht-mediter-

ranen Ländern nur leicht. Das Vereinigte Königreich hatte hingegen eine fast zweifach höhere 

Flavonoidaufnahme. Dies ist hauptsächlich auf den hohen Anteil an monomeren Flavanolen 

über den Teekonsum zurückzuführen. Im Gegensatz dazu wurden in den mediterranen Ländern 

vermehrt Flavonoidklassen aufgenommen, die besonders in Früchten und Fruchtprodukten vor-

kommen wie Proanthocyanidine und Anthocyane. Weiterhin wurde nur in mediterranen Län-

dern (bei Männern) eine hohe Aufnahme von Oleuropein (3,3 mg/Tag) nachgewiesen. Eine 

Beobachtung, die auf dem ausschließlichen Vorkommen von Oleuropein in Oliven- und Oli-

venöl zurückgeführt werden kann (Zamora-Ros et al. 2016).  

In einer früheren Schätzung der Polyphenolaufnahme in der französischen SU.VI.MAX-Ko-

horte, die auch auf Basis der Phenol-Explorer-Datenbank vollzogen wurde, lag die Gesamtpo-

lyphenolaufnahme bei 1193 ± 510 mg/Tag. Ähnliche Werte wurden auch in dem französischen 

Kollektiv der EPIC-Studie gefunden. Nach Hydroxyzimtsäuren, stellte in der SU.VI.MAX-Ko-

horte die Gruppe der Proanthocyanidine mit 227 mg/Tag die zweitgrößte Quelle dar. Oliven-

polyphenole stellten in Hinblick auf ihre Aufnahmemenge keine nennenswerte Rolle dar 

(Perez-Jimenez et al. 2011).  

Dies steht im Gegensatz zu einer ersten Erhebung zur Aufnahme von Polyphenolen in Spanien 

aus einer Kohorte mit hohem kardiovaskulärem Risiko (PREDIMED) (Tresserra-Rimbau et al. 

2013). In der spanischen Kohorte machten Polyphenolen aus Oliven und Olivenöl mit 90,4 mg 
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bei einer Gesamtpolyphenolaufnahme von 820 ± 323 mg einen Anteil von 11 % aus. Auch in 

dieser Studie wurden Hydroxyzimtsäuren als wichtigste Polyphenolgruppe identifiziert, gefolgt 

von Flavanonen und Proanthocyanidinen (Rotwein und Äpfel). Hauptquellen waren Kaffee 

(18 %), Orangen (16 %), Äpfel (12 %), Oliven und Olivenöl (11 %) und Rotwein (6 %) (Tres-

serra-Rimbau et al. 2013).  

 

Mediterrane Länder zeigen somit gegenüber nicht-mediterranen Ländern keine höhere, sondern 

eine niedrigere Gesamtpolyphenolaufnahme. Das Polyphenolprofil und die Nahrungsquellen 

unterscheiden sich jedoch, wie z.B. der Anteil an Trauben- und Olivenpolyphenolen (TOP). 

Diese Beobachtung liefert weitere Hinweise auf den möglichen Beitrag von diesen spezifischen 

Polyphenolen hinsichtlich der gesundheitsförderlichen Eigenschaften der MeDi. 

 

1.3.3 Traubenpolyphenole 

Nach der Beschreibung des „Französischen Paradox“ – der Beobachtung einer geringeren Mor-

talität in Folge einer koronaren Herzkrankheit in Frankreich trotz hoher Aufnahme von gesät-

tigten Fettsäuren – die auf den moderaten Weinkonsum zurückgeführt wurde (Renaud and Lor-

geril 1992), ist das Forschungsinteresse in Bezug auf die gesundheitsprotektiven Effekte von 

Wein und dessen Inhaltsstoffen stark angestiegen. Ein günstiger Einfluss von Wein und beson-

ders Rotwein wird im Zusammenhang mit einer Vielzahl von Erkrankungen einschließlich neu-

rodegenerativer Erkrankungen angenommen. Zurückgeführt werden diese Effekte, neben dem 

Alkohol, auf die enthaltenen Polyphenole (Guilford and Pezzuto 2011).  

Rotwein enthält im Vergleich zu Weißwein eine größere Menge und Variation an Polypheno-

len. Bei der Herstellung von Rotwein wird im Gegensatz zu Weißwein der Saft der Trauben 

zusammen mit der Schale und den Kernen fermentiert. Dadurch erlangt der Rotwein nicht nur 

seine charakteristische Farbe und sein Aroma, sondern auch die meisten seiner Polyphenole, 

die hauptsächlich in den Schalen und Kernen vorliegen (Sumpio et al. 2016; Waterhouse 2002). 

Die Hauptvertreter der Polyphenole in Trauben und Wein sind die Flavanole, Flavonole und 

Anthocyane (Abb. 1.6).  

Am meisten tragen die Flavanole zum Gesamtpolyphenolgehalt bei, die in der Schale und den 

Kernen von Trauben vorliegen. Als monomere Formen finden sich hauptsächlich Catechin und 

Epicatechin (Waterhouse 2002). Flavanole liegen nicht wie andere Flavonoide als Glycoside 

vor, können aber mit Gallussäure verestert sein. Hauptsächlich sind jedoch oligomere und po-

lymere Formen der Flavanole vertreten, welche aus mehreren kovalent aneinander gebundenen 

Flavanol-Einheiten bestehen. Vorwiegend enthalten sind Einheiten von Epicatechin gefolgt von 
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Catechin (Waterhouse 2002). B-Typ Proanthocyanidine sind über eine Verbindung des oberen 

Monomers an der Position C-4 mit der nächsten Einheit an C-6 oder C-8 gekennzeichnet. Pro-

anthocyanidine, die nur aus (Epi-)Catechin-Einheiten bestehen, werden als Procyanidine be-

zeichnet (Clifford and Rio 2012). Die oligomeren und polymeren Formen der Flavanole ma-

chen 25-50 % des Phenolgehalts in frischen Weinen, und noch mehr in gereiften Weinen, aus. 

Der Gehalt in Rotwein liegt bei ca. 0,5-1,5 g/l, in Weißwein bei ca. 10-50 mg/l. Flavanole haben 

einen adstringierenden Effekt, Catechine schmecken zusätzlich bitter (Waterhouse 2002).  

 

Abb. 1.6: Strukturen der Polyphenole in Trauben und Rotwein. Die Hauptvertreter der Polyphenole in Trau-

ben und Rotwein sind die Flavanole, Flavonole und Anthocyane. Flavanole liegen als Monomere sowie haupt-

sächlich als Oligo- und Polymere (Proanthocyanidine) vor. aStilbene sind nur in sehr geringen Mengen vorhanden, 

werden hier jedoch aufgrund ihres charakteristischen Vorkommens in Rotwein mit aufgeführt. 

 

Aus der Gruppe der Flavonole befinden sich verschiedene Glycoside von Quercetin, Myricetin 

und Kämpferol in der Schale der Trauben. Für die roten und blauen Farben der Traubenschalen 

sind Anthocyane verantwortlich, die auch dem Rotwein seine Farbe verleihen. Ihre Grundstruk-

tur und somit das Aglycon bezeichnet man als Anthocyanidin. Fünf Anthocyanidine liegen in 

Rotwein vor: Cyanidin, Peonidin, Delphinidin, Petunidin und Malvidin. Anthocyane sind als 
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Resveratrol

u.a. Procyanidin B1

Traubenpolyphenole

(als Glycoside, Glucose an Position 3 und/oder 5)

(als Glycoside) (in sehr geringen Mengen)



Einleitung 

35 

Aglycone jedoch unstabil und liegen als Glycoside gebunden vor. In Vitis vinifera findet sich 

das einfache 3-Glucosid, in amerikanischen Spezies und Hybriden das 3,5 Diglucosid. 

Anthoycane können weiterhin mit Acetyl-, Cumaryl- und Caffeoylresten verbunden sein (Wa-

terhouse 2002). 

Auch Resveratrol ist in geringer Konzentration in Trauben und deutlich höheren Konzentratio-

nen in Rotwein anzutreffen, der mit Abstand die wichtigste Nahrungsquelle für Resveratrol 

darstellt (Zamora-Ros et al. 2009). Resveratrol ist in der Traubenschale, besonders als 3-O-

Glucosid in der cis- oder trans-Form enthalten. Im Wein kann der Resveratrolgehalt in Abhän-

gigkeit von seiner Konzentration in der Traube und dem Weinherstellungsprozess außeror-

dentlich variieren (Vitaglione et al. 2012). Die Urinexkretion von Resveratrol wurde auf Grund-

lage einer Untersuchung in der PREDIMED-Kohorte als geeigneter Biomarker für die Rot-

weinaufnahme vorgeschlagen (Zamora-Ros et al. 2009). Die geringen Mengen an Resveratrol, 

die über die Aufnahme von Rotwein aufgenommen werden, sind jedoch mit großer Wahr-

scheinlichkeit nicht ausreichend, um den vielfach postulierten protektiven Effekt von Rotwein 

durch das enthaltene Resveratrol zu stützen. Die in Tierstudien beobachteten günstigen Effekte 

von Resveratrol wurden durch Mengen erreicht, die eine Aufnahme von > 60 l Rotwein erfor-

dern würden (Vitaglione et al. 2012; Corder et al. 2003; Del Rio et al. 2013). In Tab. 1.1 sind 

die Polyphenolkonzentrationen und die hauptsächlichen Verbindungen in Rotwein aufgeführt. 

 

Tab. 1.1: Polyphenolkonzentrationen in Rotwein. Basierend auf den Daten der Phenol-Explorer-Datenbank 

(Boto-Ordonez et al. 2014). 

 
Konzentration 

(mg/100 ml) 

Spannweite 

(mg/100 ml) 
Hauptsächliche Verbindungen 

Flavanole 40,1 31 - 87 Proanthocyanidin Oligomere > (+)-Catechin > (−)-Epicatechin 

Anthocyane 22,3 1 - 77 
Malvidin-3-O-Glucosid > Malvidin-3-O-(6’’-Acetyl-Glucosid) > 

Malvidin-3-O-(6-p-Cumaryl-Glucosid) 

Flavonole 6,9 2 – 15 
Quercetin-3-O-Rhamnosid > Quercetin-3-O-Glucoside > Querci-

tin 

Dihydro-

flavonole 
5,4 4 - 6 Dihydromyricetin 3-O-Rhamnosid 

Hydroxy-

zimtsäuren 
10,0 1 - 22 

Caffeoylweinsäure > 2,5-Di-S-Glutathionyl- 

Caftarsäure 

Hydroxybenzoe-

säuren 
7,01 1 - 4 Gallussäure 

Stilbene 3,41 0,6 - 14 
Piceatannol-3-O-Glucosid > d-Viniferin > Resveratrol-3-O-Glu-

cosid 

Tyrosole 3,65 1 - 5 Tyrosol 

 

Eine Reihe von Studien an Ratten und Mäusen liefern Hinweise darauf, dass die Aufnahme von 

polyphenolreichen Fruchtprodukten, im Besonderen von Blaubeeren, ein vielversprechendes 

neuroprotektives Potenzial aufweist (Schaffer et al. 2012; Asseburg et al. 2014; Pasinetti et al. 
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2015). In den letzten Jahren werden zudem zunehmend günstige Effekte von Traubenprodukten 

veröffentlicht, die in Nagetiermodellen mit induziertem oxidativem Stress (Allam et al. 2013; 

Cardozo et al. 2013, 2013), an gealterten Tieren (Patki et al. 2015; Pervin et al. 2014) oder in 

Modellen der AD (Wang et al. 2008; Ho et al. 2009; Pasinetti et al. 2015) durchgeführt wurden. 

Gestärkt werden diese Hinweise von ersten Pilotstudien am Menschen, die eine Verminderung 

von altersbedingten kognitiven Defiziten (Krikorian et al. 2012; Krikorian et al. 2010; Lee et 

al. 2017) zeigen konnten sowie eine Verminderung von oxidativem Stress (Ghanim et al. 2011). 

Traubenpolyphenole könnten somit einen Einfluss auf die mitochondriale Dysfunktion bei der 

Alterung haben und so vor altersbedingten Funktionsverlusten und Neurodegeneration schüt-

zen.  

 

1.3.4 Olivenpolyphenole 

Natives Olivenöl (Virgin olive oil, VOO) stellt die wichtigste Quelle für Fett in der MeDi dar 

und verfügt neben den einfach ungesättigten Fettsäuren über ein einzigartiges Polyphenolprofil 

mit gesundheitsfördernden Eigenschaften, die in den letzten Jahren zunehmend in den Blick-

punkt der Forschung gelangten (Schaffer et al. 2012; Tapsell 2014; Tresserra-Rimbau et al. 

2013). Besonders hervorzuheben sind die vielfach berichteten günstigen Effekte von Olivenpo-

lyphenolen auf die Plasmalipidlevel und oxidative Schäden. Auf Grundlage der Evidenz wurde 

von der EFSA ein Health Claim erlassen (EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Al-

lergies 2011). Oliven enthalten sogenannte Secoiridoide, welche nur in Pflanzen vorkommen, 

die zur Familie der Ölbaumgewächse (Oleaceae), einschließlich dem Olivenbaum (Olea euro-

paea L.) gehören. Secoiridoide sind typischerweise an Glycoside gebunden und stellen den 

Hauptteil der Phenolfraktion in Ölgewächsen da. Charakterisiert werden Secoiridoide durch das 

Vorkommen der Elonischen Säure in ihrer glycosylierten oder Aglycon-Form (Preedy 2010). 

Oliven enthalten hauptsächlich die Glycoside Oleuropein und Ligstrosid (Vissers et al. 2004), 

deren Strukturen in Abb. 1.7 dargestellt sind. Die polaren Verbindungen stellen die Ester von 

Elonischer Säure mit einem Phenylethylalkohol dar. Im Fall von Oleuropein erfolgt die 

Veresterung mit 3,4-Dihydroxyphenylethanol (Hydroxytyrosol), im Fall von Ligstrosid mit 4-

Hydroxyphenylethanol (Tyrosol). Das Phenolprofil in der Olivenfrucht ist jedoch nicht ver-

gleichbar mit den Phenolen, die in VOO vorkommen (Vissers et al. 2004; Preedy 2010). 
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Abb. 1.7: Phenolstrukturen in Oliven und Olivenöl. Oliven enthalten hauptsächlich die Secoiridoid-Glycoside 

Oleuropein und Ligstrosid, welche während Reifungs- und Verarbeitungsprozessen zu ihren Aglyconen und einer 

Reihe von Derivaten abgebaut werden. Durch Hydrolyse der Aglycone entstehen die Phenolalkohole Hydroxyty-

rosol und Tyrosol, modifiziert nach Vissers et al. (2004). 

 

Die Glycoside werden während des Reifungsprozesses der Olive und während des Herstel-

lungsprozesses des VOO durch endogene ß-Glucosidasen zu ihren Aglyconen und einer Reihe 

von Derivaten abgebaut, welche die phenolischen Hauptkomponenten in Olivenöl darstellen 

(Vissers et al. 2004). Veresterungen der Dialdehydform der Elonischen Säure mit Hydroxyty-

rosol oder Tyrosol, ein Isomer des Oleuropein-Aglycons, und das Ligstrosid-Aglycon sind die 

am stärksten vertretenen Secoiridoide in VOO, die zum ersten Mal von Montedoro et al. iden-

tifiziert wurden (Montedoro et al. 1992; Montedoro et al. 1993; Piroddi et al. 2017; Preedy 

2010). Die Secoiridoid-Aglycone können durch Hydrolyse der Aglycone weiter zu Hydroxyty-

rosol und Tyrosol abgebaut werden (Vissers et al. 2004). Die Konzentration von Hydroxytyro-

sol und Tyrosol ist generell in frischen Ölen niedrig, steigt jedoch mit der Lagerungszeit (Servili 

et al. 2004). Secoiridoide werden mit der bitteren und scharfen Note von Olivenöl in Zusam-

menhang gebracht (Servili et al. 2009). Die mittlere Hydroxytyrosol-Konzentration wird in der 
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Phenol-Explorer Datenbank mit 0,77 mg/100 g in EVOO und 56 mg bzw. 66 mg/100 g in grü-

nen bzw. schwarzen Oliven angegeben (Phenol-Explorer 2017). Abb. 1.7 zeigt die beschriebe-

nen Abbauprozesse und entstehenden Strukturen in Oliven und Olivenöl.  

Im Gegensatz zu der begrenzten Menge an freiem Hydroxytyrosol, das mit Oliven und Olivenöl 

aufgenommen wird, finden sich hohe Mengen an freiem Hydroxytyrosol in den Abfällen der 

Olivenölherstellung (Fernández-Bolaños et al. 2002; Allouche et al. 2004; Marco et al. 2007). 

Während nur ca. 2 % der Olivenphenole in der späteren Ölphase wiederzufinden sind, befinden 

sich 53 % der Olivenphenole im Abfallwasser (Olive oil mill wastewater, OMWW) und ca. 

45 % im Trester. OMWW wird zunehmend als Quelle für Olivenphenole herangezogen, die in 

Nahrungsergänzungsmitteln, Nahrungsmitteln, Getränken, Kosmetika und pharmazeutischen 

Produkten Anwendung finden. Neben OMWW können Olivenpolyphenole aus einer Reihe von 

olivenbasierten Ausgangsmaterialien einschließlich der Olivenfrucht und Olivenblättern herge-

stellt werden. In den meisten dieser Extrakte befindet sich Hydroxytyrosol als aktive Haupt-

komponente (Ciriminna et al. 2016; Preedy 2010).  

 

Das neuroprotektive Potenzial von Olivenpolyphenolen gelangt zunehmend in den Blickpunkt 

der Forschung. In Mausmodellen konnte die Nahrungsanreicherung mit polyphenolreichem 

EVOO altersbedingte kognitive und motorische Beeinträchtigungen verbessern und vor oxida-

tivem Stress schützen (Farr et al. 2012; Pitozzi et al. 2012). OMWW-Extrakte zeigten Effekte 

auf die mitochondriale Funktion, oxidativen Stress und AD-bedingte kognitive Beeinträchti-

gungen (Schaffer et al. 2007). In dem neuronenähnlichen Zellmodell PC12 zeigte OMWW-

Extrakt zellprotektive Eigenschaften, die auf Grundlage von Korrelationsanalysen vermutlich 

dem enthaltenen Hydroxytyrosol zuzusprechen sind (Schaffer et al. 2010). Auch Hydroxytyro-

sol als Reinsubstanz konnte in Mausmodellen vor mitochondrialen Dysfunktionen beim meta-

bolischen Syndrom und der AD schützen (Cao et al. 2014; Peng et al. 2016a). Hydroxytyrosol 

könnte somit im Hinblick auf die frühe Prävention von altersbedingter mitochondrialer Dys-

funktion und Neurodegeneration eine potente Verbindung darstellen. 

 

1.3.5 Metabolismus und Bioverfügbarkeit von Polyphenolen 

Voraussetzung für die Bioaktivität von Polyphenolen ist, mit Ausnahme von direkten Effekten 

im Gastrointestinaltrakt, deren Absorption und Transport zum Zielort. Eine Verbesserung der 

Gesundheit durch die Aufnahme von Polyphenolen mit der Nahrung ist somit abhängig von der 

Bioverfügbarkeit der Polyphenole. In den letzten 15 Jahren wurden daher eine Vielzahl von 
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Untersuchungen, nicht nur hinsichtlich der Bioaktivität und dem Vorkommen von Polypheno-

len unternommen, sondern auch hinsichtlich ihres Metabolismus und ihrer Bioverfügbarkeit. 

Im menschlichen Körper befindliche Polyphenole sind vermutlich nicht die gleichen, die auch 

in der Nahrung vorliegen (Rothwell et al. 2016; Manach et al. 2004). Die gesundheitsfördern-

den Effekte der Polyphenole könnten somit zum Großteil über ihre Metabolite vermittelt wer-

den (Aura 2012).  

Die Absorption von Polyphenolen hängt von ihrer Struktur (Glycosylierung, Molekularge-

wicht, Veresterung) ab (Aura 2012; Kay et al. 2009). Es verstärken sich die Hinweise, dass ein 

Großteil der Polyphenole unabsorbiert den Dickdarm erreicht und hier umfangreichen mikro-

biellen Prozessen ausgesetzt ist. Zudem werden Polyphenole im menschlichen Körper als Xe-

nobiotika behandelt und unterliegen folglich dem Phase-II-Stoffwechsel. Nach der Aufnahme 

sind Polyphenole somit Phase-II Enzymen einschließlich Sulfotransfereasen, Uridin-5‘-

Diphosphatglucuronosyltransferasen und Catechol-O-Methyltransferasen im Darm, der Leber, 

der Niere und den Geweben ausgesetzt, durch welche Sulfat-, Glucuronid- und/oder Methyl-

metabolite entstehen (Boto-Ordonez et al. 2013); (Del Rio et al. 2013; Clifford and Rio 2012). 

Dieser Prozess begünstigt ihre Ausscheidung über die Galle und den Urin durch die Steigerung 

der Hydrophilität (Manach et al. 2004). Hepatische Metabolite können zudem über den ente-

rohepatischen Kreislauf nach Dekonjugation im Dickdarm wieder absorbiert werden (Aura 

2012). In Hinblick auf die Vermittlung von direkten neuroprotektiven Effekten ist weiterhin 

das Erreichen des Gehirns von essentieller Bedeutung. Der aktuelle Kenntnisstand zur Absorp-

tion, dem Metabolismus und der Bioverfügbarkeit von TOP ist im Folgenden näher dargestellt 

und wird ergänzend zum Ende des Kapitels visuell zusammengefasst. 

1.3.5.1 Absorption von Traubenpolyphenolen in Magen und Dünndarm 

Die Absorption von Traubenpolyphenolen ist anhängig von der zugehörigen Polyphenolklasse 

und deren Eigenschaften. Eine direkte Absorption im oberen Gastrointestinaltrakt ist generell 

für weniger komplexe Polyphenole, die nicht an Zucker gebunden sind, möglich (Boto-Ordonez 

et al. 2013; Manach et al. 2004). Dies ist für trans-Resveratrol beschrieben, welches im Magen 

und Dünndarm aufgenommen werden kann und nachfolgend umfangreich über den Phase-II-

Stoffwechsel metabolisiert wird (Vitaglione et al. 2012). Hauptsächlich werden Resveratrol-

Glucuronide und -Sulfate in Plasma und Urin detektiert (Rotches-Ribalta et al. 2012b; Cottart 

et al. 2010; Boocock et al. 2007; Patel et al. 2010). Die Konzentrationen, die sich im Körper 

nach Aufnahme physiologischer Mengen (≤ 25 mg) über beispielsweise Rotwein- oder Trau-

bensaft wiederfinden lassen, sind jedoch äußerst gering, sodass die Vermittlung von gesund-
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heitsfördernden Effekten von Resveratrol kontrovers diskutiert wird (Corder et al. 2003; Vi-

taglione et al. 2012; Vitaglione et al. 2005; Ortuño et al. 2010). Effekte höherer systemischer 

Level nach oraler Einnahme pharmakologischer Dosen werden vorgeschlagen (Patel et al. 

2010; Vitaglione et al. 2012; Cottart et al. 2010).  

 

Für glycolysierte Traubenpolyphenole wie Anthocyane, Flavonol- und Resveratrol-Glycoside 

wird eine Hydrolyse zu ihrer Aglyconform im Dünndarm beschrieben, sodass diese als Folge 

ihrer erhöhten Lipophilität durch passive Diffusion absorbiert werden. Die Deglycosylierung 

könnte an der Bürstensaummembran über die Laktat-Phloridzin-Hydrolase (LPH) erfolgen 

(Day et al. 2000), oder alternativ durch die zytosolische ß-Glucosidase (CBG), die einen vor-

geschalteten Transport in die Epithelzelle über Glucosetransporter voraussetzt (Del Rio et al. 

2013; Gee et al. 2000; Nemeth et al. 2003).  

Anthocyane entgehen dieser Deglycosylierung zu einem beträchtlichen Anteil und gelangen 

unverändert in den Kreislauf (Rothwell et al. 2016), vermutlich über Bilitranslokase-Membran-

proteine (Rothwell et al. 2016; Passamonti et al. 2009). Der Anteil absorbierter Anthocyane 

wird jedoch sehr gering eingeschätzt. Ein großer Anteil der Anthocyane zerfällt vermutlich 

nach Aufnahme in den Gastrointestinaltrakt durch die Instabilität bei neutralem pH-Wert zu 

charakteristischen Hydroxybenzoesäuren des B-Rings (Kay et al. 2009), wie in Abb. 1.8 dar-

gestellt ist. Gleiches kann für Anthocyane erfolgen, die intakt in den Dickdarm gelangen und 

von der Mikrobiota abgebaut werden (Aura 2012; Aura et al. 2005). Aus dem in Rotwein und 

Trauben vorrangig zu findenden Malvidin entsteht beispielsweise Syringasäure (4-Hydroxy-

3,5-Dimethoxybenzoesäure) (Fleschhut et al. 2006; Aura 2012). Die aus Cyanidin entstehende 

Phenolsäure Protocatechusäure (3,4-Dihydroxybenzoesäure) wurde als Hauptmetabolit im 

Blutkreislauf von Probanden detektiert, die zuvor hauptsächlich Cyanidin-3-Glucosid über 1 l 

Blutorangensaft aufnahmen (Vitaglione et al. 2007). Weiterhin hängt die Absorption und der 

Metabolismus der Anthocyane vermutlich wesentlich von der Aglyconstruktur und dem gebun-

denen Zucker ab (Prior 2012; Talavera et al. 2004; Prior and Wu 2006). Nach Aufnahme von 

Concord-Traubensaft gelangten abhängig von der Struktur 13-34 % der Anthocyane in den 

Dickdarm und 0,16 % der Anthocyane (als 3-Glucoside oder Glucuronide) wurden mit dem 

Urin ausgeschieden. Maximale Plasmakonzentrationen variierten zwischen 1-2 nmol/l (Stal-

mach et al. 2012).  
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Abb. 1.8: Degradation von Anthocyanen bei neutralem pH oder Mikrobiota-Einfluss. Modifiziert nach Kern 

et al. (2007); Fleschhut et al. (2006). 

 

Anders als die meisten anderen Traubenflavonoide liegen Flavanole nicht an Zucker gebunden 

vor, sondern direkt als Aglycone. Monomere (Epi-)Catechine können somit im Dünndarm auf-

genommen werden und unterliegen einem umfangreichen Phase-II-Metabolismus. Ihre Exkre-

tionsraten variieren in Studien zwischen 1-55 % (Wiese et al. 2015). Auch geringere Anteile an 

dimeren Traubenflavanolen können vermutlich absorbiert werden. Humanstudien mit proant-

hocyanreichem Traubenkernextrakt (Sano et al. 2003) und purem Proanthocyanidin B1 (Wiese 

et al. 2015) weisen auf eine Absorption von B1-Dimeren hin, jedoch mit einer 100-fach niedri-

geren Bioverfügbarkeit gegenüber Monomeren. Eine Absorption von oligomeren Flavanolen 

mit einem Polymerisationsgrad von > 3 sowie von polymeren Formen kann vermutlich nicht 

erfolgen (Munoz-Gonzalez et al. 2013; Clifford and Rio 2012; Del Rio et al. 2013; Monagas et 

al. 2010).  

 

1.3.5.2 Metabolismus von Traubenpolyphenolen durch die Mikrobiota im Dickdarm 

Nicht absorbierte Polyphenole, wie Proanthocyanidine, gelangen in den Dickdarm und unter-

liegen einem umfangreichen Abbau durch die vorliegende Mikrobiota. Die Darmbakterien kön-
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nen Polyphenole durch Hydrolyse, Ringöffnung, Decarboxylierung, Demethylierung, Reduk-

tion und Dehydroxylierung zu einer Vielzahl neuer Verbindungen metabolisieren, welche wie-

derum absorbiert und nachfolgend dem Phase-II-Stoffwechsel unterliegen können (Boto-Ordo-

nez et al. 2013).  

Proanthocyanidine unterliegen im Dickdarm vermutlich einem extensiven mikrobiellen Abbau, 

der bisher nur zum Teil aufgeklärt ist (Del Rio et al. 2013). Nach der Gabe von 14C-markiertem 

Procyanidin B2 Dimer wurde bei Ratten ca. 60 % der Radioaktivität über 96 h im Urin ausge-

schieden. Es wurden hauptsächlich Formen nachgewiesen, die durch mikrobielle Prozesse ent-

standen sind (Stoupi et al. 2010). B-Typ Procyanidine werden vermutlich über einen komplexen 

Prozess einschließlich Laktonisierungs-, Decarboxylierungs-, Dehydroxylierungs- und Oxida-

tionsreaktionen abgebaut. Es liegen eine Reihe von Hinweisen aus in vitro Fermentationsexpe-

rimenten und in vivo Studien vor, aus denen mögliche Abbauprozesse von monomeren und 

dimeren Strukturen der Proanthocyanidine konstruiert werden können (Monagas et al. 2010). 

Die Abbauprozesse sind jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt und Abb. 1.9 zeigt einen 

Überblick über die grundlegenden postulierten Abbauprozesse von Procyanidin-Dimeren.  

Zum kleinen Anteil können Procyanidine vermutlich von der Mikrobiota durch das Aufbrechen 

der Interflavan-Bindung zu Catechin und Epicatechin gespalten werden und gemeinsam mit 

den mit der Nahrung aufgenommenen Monomeren über eine Ringöffnung abgebaut werden 

(Boto-Ordonez et al. 2013). Ein hoher Anteil der mikrobiellen Abbauprozesse verlaufen ver-

mutlich jedoch ohne einem Flavanol-Monomer als Zwischenprodukt (Clifford and Rio 2012; 

Stoupi et al. 2010; Monagas et al. 2010). Appeldorn et al. postulieren zum einen eine Öffnung 

des C-Rings der oberen Einheit des B-Typs, die zur Bildung von 3,4-Dihydroxyphenylessig-

säure (DOPAC) führt, zum anderen die Bildung von 5-(3‘,4‘-Dihydroxyphenyl)-γ-valerolacton 

aus der unteren Einheit (Appeldoorn et al. 2009). Über den Abbau des Hydroxyphenylvalero-

laktons könnte wiederum DOPAC entstehen (Monagas et al. 2010). Die Bildung des charakte-

ristischen 5-(3‘,4‘-Dihydroxyphenyl)-γ-valerolactons und die sukzessiven Abbauprozesse wer-

den für monomere und dimere Flavanole gleichermaßen beschrieben. Durch die Öffnung des 

Laktonrings entstehen im Folgenden verschieden hydroxylierte Phenylvaleriansäuren, die im 

Weiteren zu Phenylpropionsäuren und Hydroxybenzoesäuren abgebaut werden können (Wiese 

et al. 2015; Monagas et al. 2010). 
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Abb. 1.9: Mögliche Abbaumechanismen von Procyanidinen durch die Mikrobiota. Basierend auf Monagas 

et al. (2010); Wiese et al. (2015). 

 

Eine kürzlich durchgeführte Humanstudie von Wiese et al. (2015) detektierte 5-(3‘,4‘-Dihyd-

roxyphenyl)-γ-valerolacton in hoher Konzentration in Plasma und Urin und somit als haupt-

sächlichen Metabolit nach Aufnahme von purem Epicatechin oder Procyanidin B1. Demgegen-

über konnte nur in zwei von sieben Probanden eine erhöhte Plasma- und Urinkonzentration des 

Laktons nach Aufnahme von polymeren Procyanidinen, die aus Kakao isoliert wurden, detek-

tiert werden. Dies verstärkt die Vermutung der erschwerten Aufnahme von polymeren Procya-

nidinen (Wiese et al. 2015). 

 

Auch Polyphenole, die generell im Dünndarm absorbiert werden können, wie beispielsweise 

Anthocyane oder monomere Flavanole, gelangen vermutlich zum großen Anteil in den Dick-

darm und werden mikrobiell abgebaut (Del Rio et al. 2013). Bei Ileostomie-Patienten wurden 

nach Aufnahme von Concord-Traubensaft 40 % der (Poly-)phenole in der ilealen Flüssigkeit 

wiedergefunden (Stalmach et al. 2012). 
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Für Traubenpolyphenole werden somit generell strukturelle Transformationen und Abbaupro-

zesse durch die Mikrobiota beschrieben, die eine Vielzahl von Abbauprodukten zur Folge ha-

ben. Die hauptsächlichen Metabolite, die in Human- und Tierstudien identifiziert wurden, sind 

Hydroxybenzoesäuren, Hydroxyzimtsäuren und Flavanole (Boto-Ordonez et al. 2014). Für 

Resveratrol wird eine mikrobielle Transformation zu Dehydroresveratrol beschrieben (Vita-

glione et al. 2012; Rotches-Ribalta et al. 2014; Rotches-Ribalta et al. 2012a). 

 

Boto-Ordonez et al. lieferten kürzlich umfangreiche Informationen zu den möglichen in vivo 

Metaboliten von Traubenpolyphenolen anhand der pharmakokinetischen Daten aus der Phenol-

Explorer Datenbank (Boto-Ordonez et al. 2014) sowie einer Humanstudie, in der die Urinex-

kretion nach 4-wöchiger Aufnahme von 272 ml entalkoholisiertem Rotwein analysiert wurde 

(Boto-Ordonez et al. 2013). Stalmach et al. untersuchten weiterhin die Abbauprozesse der Po-

lyphenole aus Concord-Traubensaft durch eine in vitro Fermentation mit humanen Stuhlproben 

und verglichen diese mit Metaboliten, die nach Aufnahme des Safts im Urin ausgeschieden 

wurden (Stalmach et al. 2013). Neben der Detektion von konjugiertem (Epi-)Catechin konnte 

eine signifikante Steigerung der Urinexkretion mikrobieller Metabolite einschließlich (konju-

gierter) Hydroxyphenylvalerolactonen, (konjugierter) Hydroxyphenylpropionsäuren, Hydro-

xyzimtsäuren, Hydroxybenzoesäuren und Hydroxyphenylessigsäuren identifiziert werden 

(Boto-Ordonez et al. 2013; Stalmach et al. 2013). Die aus dem Abbau von Proanthocyanidinen 

entstehenden Hydroxyphenylvalerolactone, zusammen mit den in Traubenprodukten befindli-

chen Flavonolen und Hydroxyzimtsäuren werden vermutlich zu Phenylpropionsäuren umge-

setzt. Letztere können weiter zu Hydroxybenzoesäuren verarbeitet werden (Stalmach et al. 

2013; Boto-Ordonez et al. 2014). Darüber hinaus ist der Abbau von Quercetin und Anthocyanen 

eine wichtige Quelle für Hydroxybenzoesäuren. Die am stärksten exkretierte Hydroxybenzoe-

säure in der Studie von Boto-Ordonez et al. war Syringasäure, die das vornehmliche Abbaupro-

dukt von Malvivin-3-Glucosid, dem Hauptanthocyan in Trauben und Wein, darstellt. Syringa-

säure kann zu Gallussäure umgeformt werden, einem originären Traubenpolyphenol, welches 

weiter zu Pyrogallol metabolisiert werden kann (Boto-Ordonez et al. 2014).  

Weiterhin wurden nach Rotwein und Traubensaftaufnahme signifikante Mengen an Hydroxy-

phenylessigsäuren einschließlich DOPAC detektiert (Boto-Ordonez et al. 2014; Boto-Ordonez 

et al. 2013). Hydroxyphenylessigsäuren können aus dem Abbau von Proanthocyanidinen (Abb. 

1.9) oder generell aus dem Umsatz von Hydroxyphenylpropionsäuren oder Quercetin hervor-

gehen. Ein weiterer Ursprung für Hydroxyphenylessigsäuren sind Tyrosol und Hydroxytyrosol 

Kapitel 1.3.5.3), die in kleinen Mengen in Wein vorhanden sind (Boto-Ordonez et al. 2013; 
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Boto-Ordonez et al. 2014). Jacobs et al. (2012) detektieren nach viertägiger Aufnahme von 

einem Mix aus Rotwein- und Traubenextrakt Syringasäure, Pyrogallol, 3-Hydroxyphen-

lyessigsäure, 3-Hydroxyphenylpropionsäure und 3-Hydroxyhippursäure als Hauptmetaboliten 

im Urin. (Hydroxy)hippursäuren sind die primären Endprodukte einer Reihe verschiedener 

Flavonoide. Zudem liegen viele potenzielle Abbauprodukte auch originär in Wein und Trauben 

vor (Jacobs et al. 2012).  

Die beschriebenen Abbauprozesse machen die Komplexität der strukturellen Transformation 

der Traubenpolyphenole im menschlichen Organismus deutlich. Die mikrobiell entstehenden 

Phenolsäuren können ihren Ursprung in einer Vielfalt von Polyphenolen haben (Rothwell et al. 

2016).  

1.3.5.3 Absorption und Metabolismus von Olivenpolyphenolen 

Visioli et al. waren die Ersten, die in einer Humanstudie Hydroxytyrosol und Tyrosol im Urin 

detektierten und nach Aufnahme von Olivenöl mit verschieden hoch konzentrierter Oliven-

phenolextraktanreicherung eine dosisabhängige Absorption feststellten (Visioli et al. 2000). 

Hinsichtlich der Aufnahme von komplexeren Secoiridoiden wird vermutlich unter den sauren 

Bedingungen des Magens weiteres Hydroxytyrosol nach Freisetzung aus Secoiridoid-Aglyco-

nen wie Oleuropein-Aglycon für die nachfolgende Absorption verfügbar (Corona et al. 2009; 

Vissers et al. 2002b). Die Detektion von intakten Secoiridoid-Aglyconen im Plasma zeigt zu-

dem eine mögliche Absorption dieser Verbindungen (Suárez et al. 2011). Hydroxytyrosol aus 

Secoiridoid-Glycosiden kann vermutlich durch die Mikrobiota im Kolon nach Abspaltung des 

Zuckers freigesetzt werden (Corona et al. 2009; Vissers et al. 2002a; Corona et al. 2006; Vissers 

et al. 2004; Vissers et al. 2002b, 2002a, 2002a).  

 

Als weniger komplexe Olivenphenole, die keine gebundenen Zucker haben, werden Hydro-

xytyrosol und Tyrosol hauptsächlich im Dünndarm absorbiert, sind aber aufgrund ihres um-

fangreichen Phase-II-Metabolismus zu Glucuroniden und Sulfokonjugaten nach Aufnahme 

physiologischer Mengen von Olivenöl in nur sehr geringer Konzentration zu detektieren (Viss-

ers et al. 2002a; Corona et al. 2009; Pastor et al. 2016). Zudem finden vermutlich weitere en-

zymatische Transformationen statt, die neben der Catechol-O-Methyltransferase (COMT), 

durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) und Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) vermittelt wer-

den. D’Angelo et al. konnten bei Ratten über 90 % von oral aufgenommenem 14C-markierten 

Hydroxytyrosol im Urin detektieren und postulierten Homovanillinalkohol, Homovanillin-

säure, 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd (DOPAL) und DOPAC sowie Sulfatkonjugate als 

mögliche Metabolite von Hydroxytyrosol (D'Angelo et al. 2001). Die Entstehung von DOPAC 
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ist auch aus dem endogenen Dopaminstoffwechsels bekannt, bei dem die Monoaminooxidase 

die Umwandlung von Dopamin zu DOPAL katalysiert, welches wiederum nachfolgend durch 

die ALDH zu DOPAC oxidiert wird. Ein kleiner Teil wird zudem durch die Aldehydreduktase 

zur endogenen Form von Hydroxytyrosol, bekannt als 3,4-Dihydroxyphenylethanol (DOPET), 

umgebaut (Rodriguez-Morato et al. 2015). Der vorgeschlagene enzymatische Metabolismus 

von Hydroxytyrosol ist in Abb. 1.10 dargestellt.  

 

 

Abb. 1.10: Postulierter Metabolismus von Hydroxytyrosol. ADH: Alkoholdehydrogenase; ALDH: Aldehyd-

Dehydrogenase; ALR: Aldehydreduktase; DOPAC: 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure; DOPAL: 3,4-Dihydroxy-

phenylacetaldehyd; DOPET: 3,4-Dihydroxyphenylethanol; MAO: Monoaminooxidase; MOPAL: 3-Methoxy-4-

Hydroxyphenylacetaldehyd; MOPET: 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylethanol; erstellt basierend auf D'Angelo et al. 

(2001); Rodriguez-Morato et al. (2015); Suárez et al. (2011). 
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konjugierter Form detektiert werden (Suárez et al. 2011; Rubió et al. 2014; Miro-Casas et al. 

2003). Zwei Humanstudien untersuchten zudem die Absorption von isoliertem Hydroxytyrosol 
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Homovanillinsäure mit 31 % und glucuronidiertes DOPAC mit 22,7 % der aufgenommenen 

Hydroxytyrosol-Menge. Die Gesamtheit an freiem und konjugiertem DOPAC umfasste zudem 

in der Studie 40 % der Gesamtmenge an detektierten Hydroxytyrol-Metaboliten im Urin. Auch 

Homovanillinalkohol wurde im Urin detektiert. Insgesamt lagen die Metabolite zu 44 % als 

freie Formen, zu 34,4 % als Glucuronide und zu 21,2 % als Sulfokonjugate vor (Gonzalez-

Santiago et al. 2010). 

Nach Aufnahme eines hydroxytyrosolreichen OMWW-Extrakts mit 10 % Hydroxytyrosol 

(Aufnahme von 5 mg bzw. 25 mg Hydroxytyrosol) wurden 21-28 % der aufgenommenen Hyd-

roxytyrosol-Menge primär als Hydroxytyrosol-Sulfate sowie -Glucuronide im Urin detektiert. 

Hydroxytyrosol-Sulfat wurde auch in der Kontroll-Gruppe nachgewiesen und könnte auf die 

endogene Hydroxytyrosol-Synthese hinweisen (Khymenets et al. 2016). 

 

Abb. 1.11 bildet eine Zusammenfassung der komplexen und noch nicht vollständig aufgeklär-

ten Absorptions- und Metabolisierungsprozesse, denen TOP nach oraler Aufnahme vermutlich 

unterliegen.   

 

1.3.6 Verfügbarkeit von Polyphenolen im Gehirn 

Die Präsenz von TOP im Plasma zeigt, dass diese generell für Zellen in der Peripherie biover-

fügbar sind, jedoch nicht, dass diese auch in das Gehirn gelangen. Die Vermittlung direkter 

neuroprotektiver Effekte setzt den Transport über die Blut-Hirn-Schranke (Blood-brain barrier, 

BBB) voraus, die eine Grenze zwischen dem Blut und dem Gehirn darstellt (Faria et al. 2012). 

Die BBB ist eine biologische Membran bestehend aus Endothelzellen der Mikrogefäße des Ge-

hirns, die mit Astrozyten und Perizyten assoziiert sind. Der Transport über diese Membran kann 

generell für einige Moleküle (lipophil, klein, ungeladen) über passive Diffusion erfolgen oder 

über Transporter (Influx/Efflux) und Transportprozesse (Endozytose) stattfinden. Das Ge-

hirnendothelium verfügt über komplexe Tight juctions, eine geringe Dichte an pinozytotischen 

Vesikeln (für den Transport von Flüssigkeiten und darin gelöste Substanzen über Endozytose) 

und spezifische Transporter einschließlich Effluxtransportern, die den Transport aus den Zellen 

zurück in das Blut vermitteln. Diese Charateristika der BBB ermöglichen eine strenge Kontrolle 

über die transendotheliale Passage. Die BBB begrenzt so den Übertritt der meisten kleinen po-

laren Moleküle und Makromoleküle von der zerebralen Zirkulation in das Gehirn (Youdim et 

al. 2004; Faria et al. 2012). In welchem Umfang und über welche Mechanismen Polyphenole 
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die BBB passieren können ist noch nicht hinreichend aufgeklärt. In vitro Experimente an zel-

lulären BBB-Modellen sowie Tierstudien, die Polyphenole im Gehirn detektieren, weisen auf 

eine mögliche Bioverfügbarkeit von Polyphenolen im Gehirn hin. 

 

 

Abb. 1.11: Vorgeschlagene Absorptions- und Metabolisierungsvorgänge von TOP. PS: Phenolsäuren, PPS: 

Phenylpropionsäuren, PES: Phenylessigsäuren, Acy: Anthocyan-Aglycon, Acy-Glc: Anthocyan-Glycosid, Hy: 

Hydroxytyrosol, Tyr: Tyrosol, Sec: Secoiridoide, Cat: monomere Flavanole, PAC: oligomere und polymere Pro-

anthocyanidine, Res: trans Resveratrol, DH-Res: Dehydroresveratrol, GIT: Gastrointestinaltrakt, HVA: Homova-

nillinalkohol; HVS: Homovanillinsäure; DOPAC: 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure 

 

Die Fähigkeit von Polyphenolen, die BBB zu passieren, hängt vermutlich von ihrer Lipophilität 

ab, sodass weniger polare Verbindungen und Metabolite wie methylierte Formen besser aufge-
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Glucuronide (Corona et al. 2014). Auch die Interaktion mit Effluxtransportern muss bei der 

Passage von Polyphenolen in das Gehirn in Betracht gezogen werden. P-Glycoprotein, Mul-

tidrug resistance-associated proteins (MRPs) und das Breast cancer resistance protein (BCRP) 

sind Effluxtransporter, die den Übertritt von Medikamenten in das ZNS begrenzen (Faria et al. 
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2010; Youdim et al. 2004) Faria et al. haben in einer Reihe von in vitro Experimenten die mög-

liche Passage von Polyphenolen über die BBB an zellulären Modellen untersucht, in dem sie 

den Transport von der apikalen Seite zur basalen Seite der Zellen (Transporteffizienz) ermittelt 

haben. Catechin, Quercetin und Cyanidin-3-Glucosid wurden im basalen Kompartiment des 

BBB-Modells mit immortalisierten zerebralen Kapillarendothelzellen von Ratten (RBE4-Zel-

len) jeweils zu 18 %, 14 % und über 20 % ihrer apikalen Ausgangskonzentration wiedergefun-

den. Der gebundene Zucker im Fall von Cyanidin-3-Glucosid legt einen Transport über Gluco-

setransporter wie GLUT1 nahe (Faria et al. 2010; Youdim et al. 2004). Zudem konnte für Epi-

catechin in weiteren Versuchen eine höhere Tranporteffizienz (27,5 %) gegenüber Catechin 

(15,4 %) beschrieben werden. Die Verwendung der immortalisierten hCMEC/D3 Zellline als 

humanes BBB-Modell, bestehend aus humanen zerebralen Kapillarendothelzellen, brachte ähn-

liche Ergebnisse für Catechin und Epicatechin hervor (Faria et al. 2011). In einer kürzlichen 

Studie schlossen Faria et al. (2014) in ihre Untersuchungen am hCMEC/D3 Modell auch Me-

taboliten mit ein. Für die Methylkonjugate von Epicatechin und Catechin wurde eine höhere 

Transportkapazität (über 30 %) ermittelt als für Epicatechin und Catechin (ca. 25 % und 18 %) 

selbst. Weiterhin deuten die Daten darauf hin, dass neben der passiven Diffusion auch ein Über-

tritt durch Transporter eine Rolle gespielt hat. Wie bei den Flavanolen konnte auch bei Ant-

hocyanen, die als Glycoside vorliegen, eine zusätzliche Methylgruppe die Absorption positiv 

beeinflussen. Die Transporteffizienzen nahmen von Delphinidin-3-Glucosid (12 %) über Cya-

nidin-3-Glucosid (16 %) bis hin zu Malvidin-3-Glucosid (20 %) zu. Darüber hinaus konnten 

Methykonjugate von Delphinidin und Cyanidin-3-Glucosid mit 18 % und 19 % besser aufge-

nommen werden als ihre native Form. Auch für das 3-O-Glucuronid von Quercetin wurde eine 

höhere Transporteffizienz gegenüber seiner unkonjugierten Form gefunden, die nur bei ca. 8 % 

lag (Faria et al. 2014). Signifikant erhöhte Transporteffizienzen von Quercetin nach der spezi-

fischen Hemmung von P-Glycoprotein und BCRP weisen darauf hin, dass Quercetin zum Teil 

einem Effluxtransport unterliegt (Faria et al. 2014). Demgegenüber verhinderte die Glucuroni-

dierung von Epicatechin seine Aufnahme in kortikale Mausneuronen (Spencer 2001). Es wird 

generell angenommen, dass hydrophile Flavonoid-Glucuronide die BBB nicht überqueren, son-

dern im Gehirn gebildet werden. Weiterhin könnte auch eine Dekonjugierung und spätere Re-

konjugierung an der BBB erfolgen (Faria et al. 2012). 

 

Neben den dargestellten in vitro Untersuchungen haben eine Reihe von Tierstudien die Verfüg-

barkeit von Polyphenolen im Gehirn untersucht. Zur Beurteilung inwieweit Polyphenole in 
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Tierstudien die BBB passieren können und im Gehirn vorliegen, sollte idealerweise Gehirnge-

webe herangezogen werden, welches frei von verbleibendem Blut ist. Die Untersuchungen er-

folgen daher als Goldstandard in entbluteten, mit Salzlösung perfundierten Tieren. Alternativ 

können Korrekturberechnungen der verbleibenden Blutmenge vorgenommen werden (Schaffer 

and Halliwell 2012). Studien an Tieren, die diesen Ansätzen folgen, weisen auf die Präsenz von 

Polyphenolen bzw. deren Metaboliten nach meist oraler Aufnahme (auch nach mehrwöchiger 

Gabe) von unter 1 nmol/g Gehirngewebe hin. Für TOP sind die Studien in Tab. 1.2 zusammen-

gefasst. Mit Ausnahme von Anthocyanen wurden vorrangig Phase-II-Metabolite identifiziert. 

Eine Detektion von Polyphenolmetaboliten insgesamt im zweistelligen nanomolaren Be-

reich/g Hirngewebe wurde in Ratten nach einmaliger Gabe von sehr hohen Mengen (1 g/kg 

KG) Trauben(-kern)extrakt (Serra et al. 2011; Margalef et al. 2015b) und Olivenextrakt (3 g/kg 

KG) (Serra et al. 2012) beschrieben. Zudem konnten Margalef et al. (2015a) zeigen, dass das 

Vorkommen und die Konzentration von Flavanol-Metaboliten nach Aufnahme von Trauben-

kernextrakt im Plasma, der Leber und dem Gehirn von Ratten geschlechtsspezifische Unter-

schiede aufweist. So wurden bei Weibchen 15,5 nmol/g Hirngewebe und bei Männchen 

26,0 nmol/g Hirngewebe nachgewiesen. Weiterhin wurden Proanthocyanidin-Dimere 

(≤ 2 nmol/g bei Weibchen, ≤ 0,3 nmol/g bei Männchen) im Gehirn nachgewiesen. In der Studie 

wurden blutentleerte Tiere verwendet, aber keine Angaben hinsichtlich einer Perfusion des Ge-

hirns gemacht (Margalef et al. 2015b).  

Inwieweit Polyphenole im Gehirn nach chronischer Gabe akkumulieren können ist ungewiss. 

Es liegen Daten aus einer Studie mit Schweinen vor, die auf eine mögliche Akkumulation von 

Anthocyanen im Gehirn hindeuten. Nach einer Fütterungsperiode von vier Wochen mit 1-4 % 

Blaubeeren konnten Anthocyane in einer Konzentration von 0,3-0,4 ng/g Gehirngewebe detek-

tiert werden, jedoch nicht in Plasma oder Urin (Kalt et al. 2008). Demgegenüber finden Saka-

ribara et al. nach einer zweiwöchigen Diät mit 0,5 % Blaubeerextrakt zwar Anthocyane in Ge-

weben wie Leber, Niere und Lunge, aber nicht im Gehirn (Sakakibara et al. 2009). Margalef et 

al. detektieren 21 h nach der letzten Dosis (100 mg) einer 12-wöchigen Gabe von Trauben-

kernextrakt Polyphenolmetabolite im Gehirn die 3,5 Mal geringer waren als 2 h nach der ein-

maligen Gabe von 125 mg Traubenkernextrakt. Zudem lagen im Gehirn nach 21 h vorrangig 

mikrobielle Abbauprodukte wie Homovanillinsäure und (Hydroxy-)benzoesäuren und keine 

Phase-II-Metabolite vor (Margalef et al. 2015a).  
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Tab. 1.2: Übersicht über detektierte TOP-Metabolite im Gehirn von Versuchstieren. 

PP-Quelle Dosis Applikation Tiermodell Plasmakonzentration Gehirnkonzentration/g Gewebe Referenz 

Cy3Glc 30 mg/kg KG I. p. 
C57BL/6-Mäuse, 

10 Tage alt 
 Nach 1 h: ca. 3,5 nmol Cy3Glc (Ke et al. 2011) 

Cy3Glc 668 nmol I. v. Wistar-Ratten ♂ 355 nM Cy3Glc Nach 15 s: 40,5 pmol Cy3Glc 
(Fornasaro et 

al. 2016) 

Pelargo-

nidin (Pel) 
50 mg/kg KG Oral 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

Nach 2 h: 1,5 pM (konjugiert + PS),  

< LOD nach 18 h 
Nach 2 h: 0,16 nmol Pel (primär Agc)  

(El Mohsen et 

al. 2006a) 

ECat 100 mg/kg KG Oral Wistar-Ratten ♂ 
Nach 2 h: 66 µM ECat-Metabolite 

(primär ECat-Gluc, MeO-EC) 
Nach 2 h: 0,4 nmol ECat-Metabolite  

(Abd El Moh-

sen et al. 2002)  

Trans-Res 15 mg/kg KG I. v. 
Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 
 0,17 nmol Res, 0,04 nmol ResSul 

(Juan et al. 

2010) 

Brom-

beerextrakt, 

primär 

Cy3Glc 

15 g (14.8 mmol 

Acy)/kg Futter 

Oral, 

15 Tage 
Wistar-Ratten ♂ 

0,36 pM Agc-Metabolite (Agc, Glc, 

Konjugate) 
Nach 3 h: 0,25 nmol Acy, primär Cy3Glc 

(Talavera et al. 

2005)* 

HBE (89 % 

PP) 
82,5 mg/kg KG 

Oral, 3 Wo-

chen 

Schweine, zu Be-

ginn 1 Woche alt 
Nach 1 h: 0,68 nM Acy Nach 1 h: ca. 30 pmol Acy  

(Chen et al. 

2015) 

TE 300 mg/kg KG 

Oral, 

2-mal/Tag, 

3 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

Nach 4 h: < LOD, mono-. di-, trimere 

Flavanole detektiert 
Nach 4 h: 53 ng Cat 

(Prasain et al. 

2009) 

TE 
50100150 mg/kg 

KG, eskalierend 

Oral, 

10 Tage  

Sprague-Dawley-

Ratten♂ 

0,38 µg/ml ECat 

0,19 µg/ml Cat 

Nach 8 h: 0,29 ng ECat,  

0,57 ng Cat 

(Ferruzzi et al. 

2009) 

TE 
125, 250, 375, 

1000 mg/kg KG 
Oral Wistar-Ratten ♂  

Höchste Konz. 2 h nach 1 g/kg KG: 

ca. 30 nmol Flavanolmetabolite,  

primär OMetCat, ca. 20 nmol PPS, PS 

(Margalef et al. 

2015b)* 

TE 100 mg/kg KG 
Oral, 

12 Wochen 
Wistar-Ratten ♂ 

21 h nach letzter Gabe nicht detektier-

bar 

Nach 21 h: keine Flavanole oder Konjugate, 

1,5 nmol BS, 0,64 nmol HBS, 0,53 nmol HVS, 

0,2 nmol Dihydrophenylvalerolakton 

(Margalef et al. 

2015a)* 

Traubenex-

trakt 
1 g/kg KG Oral Wistar-Ratten ♂  

Nach 4 h: 13 nmol Flavanolmetabolite, primär 

(E-)CatGluc, keine Acy 

(Serra et al. 

2011)* 
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PP-Quelle Dosis Applikation Tiermodell Plasmakonzentration Gehirnkonzentration/g Gewebe Referenz 

Trauben-

PP-Mix 
41 mg/kg KG 

Oral, 

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

407 nM CatGluc, 532 nM ECatGluc, 

68 nM OMetCatGluc, 72 nM OMetE-

CatGluc 

Nach 1 h: 0,32 nmol ECat- + Cat-Metabolite 

(CatGluc, ECatGluc, OMetCatGluc, OMetE-

CatGluc) 

(Wang et al. 

2012a) 

TE-PAC-

Monomer-

fraktion 

17 mg/kg KG 
Oral, 

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

394 nM CatGluc, 586 nM ECatGluc, 

177 nM OMetCatGluc, 184 nM O-

Met-ECatGluc 

Nach 1 h: 0,36 nmol ECat- + Cat-Metabolite 

(CatGluc, ECatGluc, OMetCatGluc, OMetE-

CatGluc) 

(Wang et al. 

2012a) 

TE-PAC-

Oligo-/Poly-

merfraktion 

28 mg/kg KG 
Oral, 

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

154 nM CatGluc, 251 nM ECatGluc, 

8,7 nM OMetCatGluc, 9,7 nM OMet-

ECatGluc 

Nach 1 h: 19,2 pmol ECat- + Cat-Metabolite 

(CatGluc, ECatGluc, OMetCatGluc, OMetE-

CatGluc) 

(Wang et al. 

2012a) 

TE/Res/  

Trau-

bensaft-PP 

200 mg TE, 

400 mg Res, 

183 mg Traubensaft-

PP/kg KG 

Oral,  

2-mal/Tag, 

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

2,5 µM Cat, 2,8 µM OMetCatGluc, 

2,8 µM ECatGluc, 4,2 µM OMe-

tECatGluc, 0,1 µM QuerGluc, 

0,08 µM OMetQuerGluc, je 3-4 nM 

Mal-/Pet-/Del-/Peo-/CyGlc, 78 µM 

ResGluc 

Nach 1 h: ca. 0,48 nmol Cat, 

0,66 nmol OMetCatGluc, 0,63 nmol 

ECatGluc, 0,85 nmol OMetECatGluc, 

2,4 pmol QuerGluc, 0,7 pmol OMetQuer-

Gluc, 0,07-0,17 pmol Mal-/Pet-/Del-/Peo-

/CyGlc, 0,74 mol ResGluc 

(Wang et al. 

2014)  

TE  250 mg/kg KG 
Oral,  

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 

Nach 6 h: 4,72 µM Hippursäure, 

0,92 µM 3-HPPS, 0,48 µM 5-HPVS 

Nach 6 h: 1,75 nmol 3-HBS, 2,53 nmol 3-

HPPS 

(Wang et al. 

2015b) 

TE 25 mg/kg KG 
Oral, 

10 Tage 

Sprague-Dawley-

Ratten ♂ 
 

Nach 6 h: 1,36 nmol 3-HBS, 1,49 nmol 3-

HPPS 

(Wang et al. 

2015b) 

Apfelex-

trakt/TE 

(54 % PP) 

82,5 mg/kg KG 
Oral, 

3 Wochen 

Schweine, zu Be-

ginn 1 Woche alt  

Nach 1 h: 165 nMCatGluc, 158 nM 

ECatGluc, 35 nM MetOCatGluc, 

13 nM MetOECatGluc  

Nach 1 h: ca. 5 nmol Flavanolmetabolite,  

ca. 6 pmol QuerGluc  

Cat > 3MetOCat/ECatGluc > QuerGluc 

(Chen et al. 

2015) 

Olivenex-

trakt 

(9 % Sec, 

 0,3 % Hy) 

3 g/kg KG Oral Wistar-Ratten ♂ 

Nach 4 h: 5 µM Hy, 82 µM HySul, 

2 µM HyGluc, 50 µM TySul, 13 µM 

HVSul, 5 µM VSul, 2 µM HBS, 

24 µM Sec 

Nach 4 h: 50 nmol HySul, 10 nmol TySul, 

1,3 nmol Sec, 2 nmol V, 2,1 nmol HVSul 

(Serra et al. 

2012)* 

Acy: Anthocyan, Agc: Aglicon, BS: Benzoesäure; Cat: Catechin, Cy: Cyanidin, Del: Delphinidin, ECat: Epicatechin, GluMeO: O-methylierter Metabolit, Glc: Glucosid; Gluc: 

Glucuronid, HBE: Heidelbeerextrakt; HBS: Hydroxybenzoesäure; HPPS: Hydroxyphenylpropiosäure; HPVS: Hydroxyphenylvaleriansäure; HV: Homovanillinsäure; KG: Körper-

gewicht, Konz: Konzentration, LOD: Detektionsgrenze, Mal: Malvidin, Pel: Pelargonidin, PAC: Proanthocyanidin, PP: Polyphenol, PS: Phenolsäuren, Quer: Quercetin, Res: 

Resveratrol, Sec: Secoiridoid-Derivate; TE: Traubenkernextrakt; Ty: Tyrosol; V: Vanillin, *Blutleere Tiere verwendet, keine Angabe zur Perfusion
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Darüber hinaus zeigten Gasperotti et al. (2015), dass das Gehirn Zielorgan einer Reihe mikro-

bieller Metabolite von Polyphenolen ist. Nach intravenöser Gabe von 2,7 µM eines Metaboli-

ten-Mix wurde im Gehirn innerhalb von 15 min ein signifikanter Anstieg der Konzentrationen 

von zehn der 23 enthaltenen Metaboliten einschließlich DOPAC, Homovanillinsäure, Vanillin-

säure und Gallussäure festgestellt (Gasperotti et al. 2015).  

Eine dosisabhängige Anreicherung von Hydroxytyrosol-Metaboliten im Gehirn konnten Lopez 

de las Hazas et al. (2015) kürzlich in Ratten nach oraler Gabe von Hydroxytyrosol in den Dosen 

1 mg, 10 mg und 100 mg/kg KG identifizieren. Nach der höchsten Dosis stiegen die Gehirn-

konzentrationen von Hydroxytyrosolsulfat (1,26 nmol/g), Homovanillinsäure (0,4 nmol/g) und 

dessen Sulfat (0,58 nmol/g) sowie Homovanillinalkoholsulfat (2,58 nmol/g) signifikant gegen-

über den niedrigeren Dosen und der Kontrolle an. Die genannten Metabolite wurden in geringen 

Mengen auch im Gehirn der Kontrolltiere identifiziert, wahrscheinlich infolge einer endogenen 

Synthese über den Dopaminmetabolismus. Ein Anstieg der Metabolite nach höheren Dosen von 

extern zugeführtem Hydroxytyrosol könnte darauf hinweisen, dass manche Metabolite mög-

licherweise erst bei höherer Dosis die BBB passieren können (Lopez de las Hazas et al. 2015). 

Auf Grundlage der Methodenbeschreibung kann jedoch nicht von blutentleerten Gehirnen aus-

gegangen werden. In blutentleerten Gehirnen wurde Hydroxytyrosolsulfat in einer Konzentra-

tionen von 50 nmol/g und Homovanillinsulfat in einer Konzentration von 2,2 nmol/g nach ora-

ler Aufnahme von 3 g/kg KG Olivenextrakt (9 % Secoiridoid-Derivate, 0,3 % Hydroxytyrosol) 

detektiert (Serra et al. 2012). Die schnelle Aufnahme von Hydroxytyrosol aus dem Blut in das 

Gehirn konnte nach intravenöser Gabe von 100 mg/kg/KG bei Ratten mittels Mikrodialyse 

nachgewiesen werden, mit Maximalwerten von 2,1 µg/ml in der zerebrospinalen Flüssigkeit. 

Ein Effluxtransport über P-Glykoprotein war vermutlich nicht beteiligt. Die Gabe des P-Gly-

koprotein-Hemmstoffs Cyclosporin konnte den Konzentrationsgradienten zwischen der zere-

brospinalen Flüssigkeit (2,1 µg/ml) und dem Blut (111 µg/ml) nicht signifikant erhöhen (Wu 

et al. 2009). Gallardo et al. detektieren nach intraperitonealer Gabe von 40 mg/kg Hydroxyty-

rosol im Mikrodialysat des Stratums von Ratten 0,6 µM Hydroxytyrosol und ca. 0,3 µM Ho-

movanillinalkohol (Gallardo et al. 2014). 

 

Weitere wertvolle Informationen hinsichtlich eines Erreichens des Gehirns von Polyphenolen 

liefern Studien mit radioaktiv-markierten Substanzen. So konnten D’Angelo et al. (2001) 14C-

markiertes Hydroxytyrosol 5 min nach intravenöser Applikation zu 0,3 % im Gehirngewebe 

von Ratten nachweisen. An der Gesamtradioaktivität im Gehirn hatten sulfokonjugierte Deri-

vate einen Anteil von 13,4 %, Hydroxytyrosol von 14,1 %, DOPAL von 17,9 %, DOPAC von 
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6,8 %, Homovanillinalkohol von 41,9 % und Homovanillinsäure von 5,9 % (D'Angelo et al. 

2001). 3H-markiertes Epigallocatechingallat wurde im Gehirn von Mäusen nach einmaliger 

Gabe nachgewiesen, sowie in 6-fach höherer Konzentration nach erneuter Gabe 6 h später 

(Suganuma et al. 1998). Janle et al (2010) untersuchten die Bioverfügbarkeit von 14C-markier-

ten Traubenpolyphenolen, aufgeteilt in verschiedene polyphenolreiche Fraktionen. Die höchste 

Radioaktivität ging im Gehirn von den zwei anthocyanreichen Fraktionen mit jeweils 1,7 % der 

aufgenommenen Dosis aus. Fraktionen, die reich an Flavanolen waren, monomere Fraktionen 

sowie Fraktionen mit Dimeren bis Hexameren und Resveratrol-Glucosid, zeigten eine Wieder-

findungsrate von < 0,4 %. Auch im Plasma zeigte sich eine bessere Absorption der anthocyan-

reichen Fraktionen. Die Fraktion reich an monomeren bis hexameren Flavanolen wurde inner-

halb der ersten 24 h zu ca. 20 % mit der Fäzes ausgeschieden, aller anderen Fraktionen zu < 5 % 

(Janle et al. 2010). Zudem fand sich bei Ratten nach oraler Gabe von 3H-markiertem trans-

Resveratrol eine Radioaktivität von 1,7 % der aufgenommenen Menge im Plasma sowie von 

ca. 0,03 % im Gehirn (El-Mohsen et al. 2006b). Nach oraler Gabe wurde Resveratrol weiterhin 

bei Schweinen und Ratten in Gehirnen identifiziert, welche jedoch alleinig durch nachträgliches 

Spülen von Blut befreit wurden (Liang et al. 2013; Azorin-Ortuno et al. 2011) sowie nach in-

travenöser Gabe (Juan et al. 2010). 

 

Erste Anhaltspunkte im Hinblick auf die Passage der BBB von Polyphenolen beim Menschen 

liefert eine kürzlich durchgeführte randomisiert-kontrollierte Humanstudie mit AD-Patienten. 

Nach einjähriger Gabe von Resveratrol (500 mg-1000 mg eskalierend) konnte eine Konzentra-

tion an Resveratrol-Metaboliten von 9,4 µg/ml im Plasma und 32 ng/ml in der CSF detektiert 

werden (Turner et al. 2015). 

 

1.3.7 Neuroprotektion und Hormesis 

In den späten neunziger Jahren berichtete die Arbeitsgruppe um James Joseph (1999), dass die 

Gabe einer Nahrung reich an Antioxidanzien bei Ratten altersbedingte Defizite in Tests zur 

kognitiven und motorischen Funktion verhindern und sogar aufheben konnte. Die unterschied-

lich ausgeprägten Ergebnisse nach einer Nahrungsanreicherung mit Blaubeeren und Erdbeeren 

trotz gleicher antioxidativer Aktivität ließen jedoch Zweifel an der einfachen antioxidativen 

Wirkung als Erklärung für die beobachteten Effekte aufkommen. Während die Erdbeeranrei-

cherung alleinig die motorische Funktion der Ratten günstig beeinflussen konnte, hatte die 

Blaubeeranreicherung eine verbesserte motorische und kognitive Leistung zur Folge und 

konnte in höherem Maße Signaltransduktionsprozesse beeinflussen (Joseph et al. 1999). Es 
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wurde generell für längere Zeit angenommen, dass Polyphenole ihre gesundheitsprotektiven 

Aktivitäten über das Abfangen freier Radikale oder anderer Stickstoffspezies vermitteln. Auf 

Grundlage der umfangreichen Forschungsaktivitäten hinsichtlich der Bioverfügbarkeit von Po-

lyphenolen und der daraus resultierenden Erkenntnis ihrer geringen Bioverfügbarkeit und um-

fangreichen Metabolisierung, hat sich dieses Bild jedoch in den letzten Jahren grundlegend ge-

ändert. Die Konzentrationen, die im Organismus und speziell im Gehirn vorliegen sind vermut-

lich um ein weites geringer als jene, die in vitro direkte antioxidative Effekte auslösen. Heut-

zutage ist weitgehend akzeptiert, dass die dokumentierten neuroprotektiven Effekte nicht auf 

direkte antioxidative Wirkungen der Polyphenole zurückzuführen sind (Schaffer et al. 2012; 

Schaffer and Halliwell 2012; Croft 2016). Es wird vielmehr davon ausgegangen, dass Poly-

phenole auf multiplen Wegen intrazelluläre Signalkaskaden beeinflussen können, die Kontrolle 

über das Absterben, Überleben oder Differenzieren von Nervenzellen haben, Genexpressionen 

beeinflussen und mit Mitochondrien interagieren (Vauzour 2014). Ein Ansatz für die Erklärung 

der zugrundeliegenden Mechanismen ist Hormesis. 

Als Hormesis wird die adaptierte Reaktion von Zellen oder Organismen auf moderaten, meist 

periodischen Stress bezeichnet; ein Prozess bei dem eine chemische Verbindung oder ein Um-

weltfaktor der in hohen Dosen schädlich ist, in geringen Dosen günstige adaptierende Effekte 

auslöst (Mattson 2008). Bei der Hormesis-Theorie von Polyphenolen geht man davon aus, dass 

Zellen im Körper, einschließlich dem Gehirn, aufgenommene Polyphenole als „potentiell ge-

fährlich“ ansieht und Stresssignale aussendet, wodurch die zelluläre Kapazität zur Stressabwehr 

erhöht wird (Lee et al. 2014). Polyphenole könnten so einige der gleichen Hormesis-basierten 

Prozesse auslösen, die für die günstigen Effekte einer Kalorienrestriktion sowie körperlichen 

und geistigen Aktivität vorgeschlagen werden (Murugaiyah and Mattson 2015).  

Die Effekte der Kalorienrestriktion wurden zum ersten Mal 1935 bei Ratten beschrieben, die 

nach verminderter Aufnahme an Kalorien zur Verzögerung des Wachstums im Vergleich zu 

ad-libitum gefütterten Tieren eine erhöhte mittlere und maximale Lebensspanne zeigten 

(McCay et al. 1935). Seitdem wurde eine Verlängerung der Lebensspanne sowie der gesunden 

Lebenszeit (Healthy life expectancy) in Spezies von der Hefe bis zum Menschen beschrieben. 

Der Effekt der Kalorienrestriktion, die eine Reduzierung der Kalorienaufnahme von 20-50 % 

bei ausreichender Nährstoffversorgung umfasst, wird jedoch derzeit kontrovers diskutiert 

(Wahl et al. 2016; Nikolai et al. 2015). Von besonderem Interesse ist der Effekt der Kalorien-

restriktion auf die Proteinfamilie der Sirtuine, NAD-abhängige Deacetylasen, die in Spezies 

vom Bakterium bis zum Menschen vorhanden sind. In Säugetieren finden sich sieben Sirtuine 
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(SIRT1-7). Durch die Abhängigkeit der Sirtuine von NAD+ sind sie direkt mit dem metaboli-

schen Status der Zelle verbunden (Nakagawa and Guarente 2011; Giblin et al. 2014). Substrate 

für SIRT1 sind beispielsweise das Tumorsuppressor-Protein p53 (p53), Transkriptionsfaktoren 

der Familie Forkhead box proteins (FOXO), die DNA-Reparaturen, Autophagie und Apoptose 

vermitteln, sowie weiterhin PGC1α (Murugaiyah and Mattson 2015; Radak et al. 2010; Radak 

et al. 2013). Eine Verbindung von Polyphenolen zu SIRT1 wurde von der Forschergruppe um 

David A. Sinclair hergestellt (Howitz et al. 2003). Resveratrol wird mit einer Verlängerung der 

Lebensspanne sowie einer Aktivierung von SIRT1 und der Induktion verschiedener protektiver 

Genexpressionsmuster verbunden (Murugaiyah and Mattson 2015). 

 

Hormesis wird auch für die Vermittlung günstiger Effekte auf das ZNS vorgeschlagen. SIRT1 

ist beispielsweise vermutlich nicht nur bei den Effekten der Kalorienrestriktion und Fasten in-

volviert, sondern auch bei der Gedächtnisbildung, synaptischen Plastizität und Neuroprotektion 

(Nakagawa and Guarente 2011). Vergleichbar mit der Reaktion von Muskelzellen bei körper-

licher Aktivität werden Nervenzellen regelmäßig durch Calciumeinstrom, ROS und energeti-

schen Stress herausgefordert (Mattson 2008). Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle bei 

den evolutionär konservierten zellulären und molekularen Mechanismen ein, die Gehirnleistun-

gen erhöhen können und Nervenzellen weniger anfällig gegenüber der Alterung und Erkran-

kungen machen.  

Die anregenden Synapsen, die bei diesen Prozessen aktiviert werden, setzen den Neurotrans-

mitter Glutamat frei, der über einen Calciumeinstrom zur Aktivierung von Kinasen wie 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase IV (CaMKIV) und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

(MAPK) führt. In Folge werden Transkriptionsfaktoren wie CREB und Nuclear factor k-light-

chain-enhancer of activated B cells (NF-ĸB) phosphoryliert und somit aktiviert. Durch CREB 

wird die Expression multipler Gene induziert, welche die mitochondriale Funktion und Stress-

antwort beeinflussen. Dazu gehören BDNF, SIRT3, PGC1α und Tfam. Neben der mitochond-

rialen Biogenese kann in Folge von PGC1α die Expression von antioxidativen Enzymen, UCPs 

und anti-apoptotischen Proteinen induziert werden. Das Neurotrophin BDNF entsteht durch 

enzymatische Spaltung seines Vorläuferproteins proBDNF und wird von der Nervenzelle frei-

gesetzt. An benachbarten oder anderen Nervenzellen kann BDNF Tyrosinkinase-Rezeptoren 

aktivieren, wodurch über die Kinasen Akt und ERK wiederum die Aktivierung von Transkrip-

tionsfaktoren wie CREB erfolgt. Über ihre Deacetylase-Aktivität kann das in der mitochondri-

alen Matrix lokalisierte SIRT3 weiterhin die Aktivität der SOD2 erhöhen und somit zur effek-

tiveren Neutralisation von O2•- beitragen (Raefsky and Mattson 2017; Lee et al. 2014). Ein 
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direkter Einfluss auf die mitochondriale Atmung von SIRT3 wird ebenso über die Deacetylie-

rung und somit Aktivierung der mitochondrialen Komplexe beschrieben (Brenmoehl and Ho-

eflich 2013). Weiterhin kann starke körperliche Aktivität oder Fasten die Produktion von BDNF 

in Nervenzellen durch die Bildung des Ketonkörpers 3-Hydroxybutyrat anregen. An diesem 

Prozess sind ROS und NF-ĸB beteiligt (Raefsky and Mattson 2017).  

 

 

Abb. 1.12: Postulierte Mechanismen zur Neuroprotektion über Hormesis. BDNF: Brain derived neurotrophic 

factor, CREB: cAMP-Reaktionselement-Bindungsprotein, NF-ĸB: Nuclear factor k-light-chain-enhancer of acti-

vated B cells, Nrf: Nuclear respiration factor, PGC1α: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor γ-Co-Aktivator 

α SOD: Superoxiddismutase, Tfam: Mitochondrial transcription factor A, UCPs: Entkopplungsproteine 

 

Ein Teil dieser beschriebenen Prozesse kann vermutlich auch durch TOP ausgelöst werden. 

Beispielsweise konnte die Gabe von Traubenpulver bei Ratten u.a. vor Gedächtnisbeeinträch-

tigungen schützen und daran war die Aktivierung von CREB und die Bildung von BDNF be-

teiligt (Allam et al. 2013). Olivenpolyphenole konnten zudem BDNF im Hippocampus und 

Riechkolben von Mäusen erhöhen (Nicolo et al. 2013). Über die Aktivierung des Nuclear factor 

erythroid-2-related factor 2  (NFE2L2) können Polyphenole zudem vermutlich die Abwehr 

durch antioxidative und Phase-II-Enzyme erhöhen (Lee et al. 2014). 
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Zusammenfassend liegen zahlreiche Hinweise vor, dass Polyphenole ihre Effekte über Signal-

wege der Hormesis vermitteln können, in dem sie u.a. neurotrophische Faktoren, Biogenese 

und antioxidative Enzyme induzieren. Durch diese Effekte verfügt das Nervensystem über eine 

bessere Stressabwehr, bessere Funktionsfähigkeit und erhöhte Lebensfähigkeit (Murugaiyah 

and Mattson 2015; Lee et al. 2014). Die postulierten Mechanismen sind in Abb. 1.12 dargestellt. 



Zielsetzung 

59 

2 Zielsetzung 

Der Erhalt der körperlichen und geistigen Gesundheit in einer ständig älter werdenden Bevöl-

kerung ist ein Ziel, das große Herausforderungen für die Forschung impliziert. Die Zahl der 

Menschen, die an Demenz leiden, wird sich voraussichtlich in den nächsten 35 Jahren verdrei-

fachen. Für die Alzheimer-Erkrankung (AD), auf die schätzungsweise zwei Drittel der De-

menzerkrankungen zurückzuführen sind, gibt es bis heute keine Therapie, die über die Linde-

rung der Symptome hinausgeht. 

Die Gehirnalterung wird allgemein als größter Risikofaktor für die Entwicklung einer AD an-

gesehen. Zudem sind bei der Alterung und der AD die gleichen Gehirnbereiche von einer be-

sonderen Anfälligkeit für Funktionsverluste betroffen. Diese Beobachtungen legen einen Zu-

sammenhang der zugrundeliegenden Mechanismen nahe. In dieser Hinsicht gelangt die mito-

chondriale Dysfunktion als gemeinsamer Prozess bei der Gehirnalterung und der spät auftre-

tenden AD zunehmend in den Blickpunkt der Forschung.  

Nervenzellen benötigen eine große Menge an Energie in Form von ATP, welches in den Mito-

chondrien, den „Kraftwerken“ der Zellen, über die oxidative Phosphorylierung gebildet wird. 

Bei der mitochondrialen Atmung entsteht jedoch nicht nur ATP, sondern es werden auch ROS 

gebildet, die bei übermäßiger Produktion bzw. verminderten antioxidativen Abwehrmechanis-

men, zu oxidativen Schäden der Zellen sowie den Mitochondrien selbst führen können. Einige 

Theorien zur Alterung bauen darauf auf, dass durch diesen Prozess ein Kreislauf aus mito-

chondrialer Dysfunktion und ROS entsteht, dem der Organismus ab einer bestimmten indivi-

duellen Grenze nicht mehr gewachsen ist. Als Folge kommt es im alternden Gehirn zu Funkti-

onsverlusten, die eine Progression zur Neurodegeneration und AD begünstigen.  

Eine Stärkung der adaptiven Stressabwehr könnte auf Grundlage dieser Annahmen eine Ver-

langsamung von Alterungsprozessen im Gehirn bewirken und eine Möglichkeit zur Prävention 

oder Verzögerung von neurodegenerativen Erkrankungen darstellen. Nach der Theorie der 

Hormesis könnten diese Abwehrmechanismen durch die Induktion von mildem zellulären 

Stress gestärkt werden, beispielsweise durch körperliche Aktivität oder auch die Aufnahme von 

Polyphenolen. Trauben- und Olivenprodukte stellen reiche Quellen für Polyphenole dar, die 

besonders bei der traditionellen mediterranen Ernährungsweise regelmäßig konsumiert werden. 

Epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass diese Ernährungsweise den altersbedingten 

Rückgang kognitiver Leistungen verlangsamen und das Risiko für eine AD reduzieren kann. 

Diese Effekte könnten zum Teil auf die enthaltenen Polyphenole zurückzuführen sein, die in 

Tierstudien und ersten Humanstudien neuroprotektives Potenzial gezeigt haben.  
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Vor diesem Hintergrund ist das übergeordnete Ziel dieser Forschungsarbeit die Untersuchung 

der Effekte von Trauben- und Olivenpolyphenolen (TOP) auf die mitochondriale und kognitive 

Dysfunktion bei der Gehirnalterung und AD im Zell- und Mausmodell. Grundlegend soll der 

Frage nachgegangen werden, ob TOP im Gehirn einer mitochondrialen Dysfunktion entgegen-

wirken können und so vor altersbedingten kognitiven Beeinträchtigungen und neurodegenera-

tiven Prozessen schützen können. Weiterführend soll geklärt werden, ob die untersuchten Po-

lyphenole ihre Effekte über die Induktion von Hormesis vermitteln können und so Adaptati-

onsmechanismen stärken und zur Neuroprotektion führen. Schließlich soll der Einfluss von 

multimodalen Ansätzen aus Polyphenolkombinationen sowie zusätzlicher körperlicher und 

geistiger Anregung geprüft werden. 

Im Fokus der Untersuchungen stehen zwei Traubenextrakte mit unterschiedlichen Gehalten an 

Anthocyanen, Proanthocyanidinen und Resveratrol, ein Olivenextrakt sowie dessen Hauptkom-

ponente Hydroxytyrosol als Reinsubstanz. Diese Komponenten sollen einzeln sowie in Kom-

bination zunächst hinsichtlich ihrer Effekte auf grundlegende Parameter des mitochondrialen 

Energiestoffwechsels im Zell- und später Tiermodell untersucht werden. Zu den erfassten Pa-

rametern gehören die ATP-Spiegel, das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) und die mi-

tochondrialen Atmungsaktivitäten in respiratorischen Messungen. Durch die Induktion von oxi-

dativem und nitrosativem Stress im neuronenähnlichen Zellmodell PC12 sollen Zustände nach-

gestellt werden, die im alternden Gehirn vorzufinden sind. Darüber hinaus erfolgt die Prüfung 

in einem Modell mit Alzheimer-Pathologie (PC12sw). Aufgrund der umfangreichen Metaboli-

sierung der Polyphenole im Organismus sollen im Zellmodell weiterhin die zwei Metabolite 

Syringasäure und DOPAC in die Untersuchungen eingeschlossen werden. 

Umfassendere Erkenntnisse sollen weiterhin in Fütterungsstudien im Tiermodell erworben wer-

den. Im Vordergrund der Forschungsarbeit stehen dabei die Effekte von TOP auf die mito-

chondriale Dysfunktion in gealterten Mäusen. Gestützt werden diese Studien von Verhaltens-

tests zur Gedächtnisleistung und Motorik der Tiere sowie Genexpressionsanalysen. Eine sepa-

rate Studie soll sich zusätzlich mit dem Effekt von Traubenextrakt auf die Lebensspanne be-

schäftigen. Potenziell synergistische Effekte von multiplen Anregungsansätzen aus Polypheno-

len und einer stimulierenden Umgebung werden bei gealterten Mäusen sowie einem Mausmo-

dell mit Alzheimer-Pathologie (Thy-1-APP) geprüft. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien  

3.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

      Hersteller, Ort, Land (D: Deutschland) 

96-Well Zellkulturplatte, white walled   Lonza, Walkersville, USA 

96-Well PCR-Platte, Hard-Shell®,  

low profile, thin wall, skirted, white/clear  Bio-Rad, München, D 

Klebefolien für PCR-Platte, Microseal® 'B'  Bio-Rad, München, D 

Accelerating Rota Rod   Panlab/Harvard Apparatus, Barcelona,  

 Spanien 

Analysewaagen AB204, AT261 Delta Range   Mettler-Toledo, Gießen, D 

Autoklav Bioklav  Schütt Labortechnik, Göttingen, D 

Bacillol AF     Hartmann, Heidenheim, D 

Blue Juice     Peqlab, Erlangen, D 

Cycler advanced Primus 25   Peqlab, Erlangen, D 

Distritips® (125/1250 µl, 12,5 ml)  Gilson, Limburg, D 

Distriman®      Gilson, Middleton, USA 

Eco Plus Latex-Handschuhe  AMPri, Winsen/Luhe, D 

Einmal-Spritzen, zweiteilig, 25 ml  B. Braun, Melsungen, D 

Einweg-Pasteurpipetten, graduiert, 1 ml   Carl Roth, Karlsruhe,  

Ein- und Mehrkanalpipetten Transferpette®  Brand, Wertheim, D 

Eismaschine ZIEGRA  Kälte- u. Klimatechnik Bader, Würzburg, D 

Enrichment “Mouse igloo”  PLEXX, Elst, Niederlande 

Enrichment “Safe Harbour  PLEXX, Elst, Niederlande 

Enrichment “Cyclone Chew”  PLEXX, Elst, Niederlande 

Enrichment “Crawl Ball”  PLEXX, Elst, Niederlande 

Enrichment “Mouse Tunnel”  PLEXX, Elst, Niederlande 

Enrichment “Novomaze mouse”  ViewPoint, Lyon, Frankreich 

Galaxy® 48 S CO2 Inkubator   Eppendorf, Hamburg, D 

Gefrierschränke, -20 °C, -80 °C  Liebherr, Biberach an der Riß, D 

Gelsystem     Peqlab, Erlangen, D 



Material und Methoden 

62 

Genesys 5 Spectrophotometer  Thermo Fisher Scientific Darmstadt, D 

Glaspasteurpipetten      Carl Roth, Karlsruhe, D 

Pellet Mixer  VWR, International GmbH, D 

HeraSAFE HS/HSP 18   Heraeus, Hanau, D 

Inkubationsschüttler Thermomixer comfort    Eppendorf, Hamburg, D 

Inkubator 37 °C   GFL, Burgwedel, D 

Inkubator BB 6220  Heraeus, Hanau, D 

LEGO DUPLO   LEGO®, Billund, Dänemark 

Mikroliterspritzen  Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

Mikroliter-Pipetten  Eppendorf, Hamburg, D 

Mikroliter-Pipetten  Gilson, Middleton, USA 

Mikroliter-Pipetten Finnpipette™  Thermo Fisher, Waltham, USA 

Milli-Q Academic Wasseraufbereitungs- 

System     Millipore, Billerica, USA 

Molecular Imager Gel Doc XR System   Bio-Rad, München, D 

NanoDrop 2000c  Thermo Fisher Scientific Darmstadt, D 

Nestlets     PLEXX, Elst, Niederlande 

Neubauer-Zählkammer  Labor Optik, Lancing, Großbritannien 

Nikon Eclipse TS100 und TMS  Nikon, Düsseldorf, D 

Oxygraph-2k   Oroboros Instruments, Innsbruck,  

     Österreich 

Passive Avoidance Ugo Basile Srl, Gemoni, Italien 

pH-Meter InoLab pH Level 1  WTW, Weilheim, D 

Photometer Digiscan   Asys Hightech, Eugendorf, D 

Photometer Genesys 5   Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, D 

Pipettenspitzen   Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 

Pipettenspitzen Finntip™  Thermo Fisher, Waltham, USA 

Pipettierhelfer accu-jet pro  Brand, Wertheim, D 

Polyethylen-Flaschen, 125 ml  Leckebusch GmbH, VERL-Sürenheide, D 

Polypropylen-Deckel DIN 25  Leckebusch GmbH, VERL-Sürenheide, D 

Potter S Homogenisator   B. Braun, Melsungen, D 

Power Pac 300   BioRad, München, D 

Quartz Küvette 101-QS 10 mm   Zeiss, Jena, D 

Reaktions- und Mehrzweckgefäße  Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 
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Real-Time PCR Detection System CfX96  BioRad, München, D 

Rotarod Penlab    Harvard apparatus, USA 

Knopfkanüle 

Sonifier Cell Disruptor B15   Branson, Danbury, USA 

Sterilfilter, 0,2 µm  MACHEREY-NAGEL, Düren, D 

Thermomixer comfort   Eppendorf, Hamburg, D 

Ultraschallbad Sonorex Super RK 510H   Bandelin, Berlin, D 

Vasco® Nitril Handschuhe   B. Braun, Melsungen, D 

Victor X3 2030 und 1420 Multilabel Reader   Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, D 

Vortex Genie 2   Scientific Industries, New York, USA 

Wasserbad 1002   GFL, Burgwedel, D 

Zellkulturmaterialien  Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 

Zentrifuge GS-6R, Microfuge R   Beckman, Krefeld, D 

Zentrifuge 1-16K  Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 

am Harz, D 

 

3.1.2 Chemikalien 

      Hersteller, Ort, Land (D: Deutschland) 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- 

ethansulfonsäure (HEPES)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Dithionitrobenzoesäure (DTNB)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

ß-Mercapthoethanol  Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Agarose     Merck KGaA, Darmstadt, D 

Acetyl-CoA, Trilithiumsalz   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Adenosindiphosphat (ADP)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Antimycin A    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Blue Juice     Peqlab, Erlangen, D 

Bovines Serumalbumin (BSA),  

essentially fatty acid free   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Calciumchlorid (CaCl2*2H2O)  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Citronensäure   Carl Roth, Karlsruhe, D 

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail  Roche, Basel, Schweiz 

Cytochrom c   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
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Digitonin     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Dimethylsulfoxid (DMSO)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Dithionit      Merck KGaA, Darmstadt, D 

Dithionitrobenzoesäure (DTNB)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

DNA Ladder 100 bp  Peqlab, Erlangen, D 

DNA Loading Buffer  Peqlab, Erlangen, D  

dNTP-Mix     Peqlab, Erlangen, D  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Invitrogen, Carlsbad, USA 

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)   Gibco, Darmstadt, D 

DEPC treated water  Invitrogen, Karlsruhe, D 

Ethanol (≥ 99,9 %)  Carl Roth, Karlsruhe, D 

Ethanol (>99 %)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Ethanol (70 %)   Carl Roth, Karlsruhe, D 

Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml)   Bio-Rad, München, D 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- 

N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

FCCP      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Fötales Kälberserum (FCS)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

G418      Gibco, Carlsbad, USA 

Glucose     Merck KGaA, Darmstadt, D 

Glutamat     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Hanks’ balanced salts (HBS)-Fertigpuffer  Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

iTaq Universal SYBR Green Supermix  Bio-Rad, München, D 

K-Lactobionat   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Kaliumchlorid   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Kaliumhydroxid (KOH), 5 N  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Kaliumsorbat   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2*6H20)  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4*7H2O) Merck KGaA, Darmstadt, D 

Malat      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Natrimascorbat    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
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Natriumazid   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Natriumchlorid (NaCl)  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumhydroxid (NaOH), 1 N; 0,1 N  Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumnitroprussid (SNP)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-p-phenylendiamin-   

Dihydrochlorid (TMPD)   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Oligomycin    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Oxalacetat     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Penicillin/Streptomycin (PenStrep)  PAA, Cölbe, D 

Pferdeserum   PAA, Cölbe, D 

Polyethylenglycol 400  Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Primer A/B     Peqlab, Erlangen, D 

Proteinase K   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Pyruvat     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Reaction Buffer   Peqlab, Erlangen, D 

Rhodamin 123    Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

RNAase freies Wasser  Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, D 

RNAlater RNA Stabilization Reagent   Quiagen, Hilden, D 

Rotenon      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Salzsäure (HCl), 37 %  Merck KGaA, Darmstadt, D  

Salzsäure (HCl), 1 N; 0,1 N   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Succinat     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Sucrose     Carl Roth, Karlsruhe, D 

Taurin      Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Taq Master Enhancer  Peqlab, Erlangen, D 

Taq Polymerase   Peqlab, Erlangen, D 

Triethanolamin   Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)   Merck KGaA, Darmstadt, D 

Triton X-100    Merck KGaA, Darmstadt, D 

Trypanblau     Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

0,05 % Trypsin-EDTA      Gibco, Carlsbad, USA  
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3.1.3 Primer für die quantitative real-time PCR 

Primer Sequenz Hersteller 
Produkt-

größe (bp) 

Konz 

[µM] 

AMPK (beta) 
5’- AGT ATC ACG GTG GTT GCT GT -3’ 

5‘- CAA ATA CTG TGC CTG CCT CT -3‘ 
Biomol, Hamburg, D 190 0,1 

B2M 
5’- GGC CTG TAT GCT ATC CAG AA -3’ 

5’- GAA AGA CCA GTC CTT GCT GA -3’ 
Biomol, Hamburg, D 198 0,4 

BDNF 
5’-GGT GCA GAA AAG CAA CAA GT -3‘ 

5‘- GCA CAA AAA GTT CCC AGA GA -3‘ 
Biomol, Hamburg, D 219 0,1 

CAT 
5’- AGC GGT CAA GAA TTT CAC TG -3’ 

5’- AAT CCA TCC AGC GTT GAT TA-3’ 
Biomol, Hamburg, D 234 0,1 

CI (Ndufv1) 5’- CAC CTG TAA GGA CCG AGA GA -3’ 

5’- GCA CCA CAA ACA CAT CAA AA -3’ 
Biomol, Hamburg, D 227 0.1 

 CIV (Cox5A) 
5’- CTG TTC CAT TCG CTG CTA TT -3’ 

5’- GCG AAC AGC ACT AGC AAA AT -3’ 
Biomol, Hamburg, D 217 0,1 

CREB 
5’- CGA AAA CTT GAA GCC ACT AC -3’ 

5’-ACC GAA ACA CAA TGT CCT -3’ 
biomers.net GmbH, Ulm, D 140 0,5 

GPx1 
5’- GTC CAG CGT GTA TGC CTT CT -3’ 

5’- CTC CTG GTG TCC GAA CTG AT -3’ 
Biomol, Hamburg, D 217 0,1 

Nrf1 
5’- TCG GAG CAC TTA CTG GAG TC -3’ 

5’- CTA GAA AAC GCT GCC ATG AT -3’ 
Biomol, Hamburg, D 228 0,5 

PGC1α 
5’- TGT CAC CAC CGA AAT CCT -3’ 

5’- CCT GGG GAC CTT GAT CTT -3’ 
biomers.net GmbH, Ulm, D 124 0,05 

PGK1 
5’- GCA GAT TGT TTG GAA TGG TC -3’ 

5’- TGC TCA CAT GGC TGA CTTT TA -3’ 
Biomol, Hamburg, D 185 0,4 

SIRT1 
5’- GTG AGA AAA TGC TGG CCT AA -3’ 

5’- CTG CCA CAG GAA CTA GAG GA -3’ 
Biomol, Hamburg, D 161 1 

SIRT3 
5‘- TTT GTG GTT GGT GAG TTC CT -3‘ 

5‘- GCA TTT CCT CCC CAA AGT AT -3‘ 
Biomol, Hamburg, D 204 0,1 

SOD2 
5’- ACA GCG CAT ACT CTG TGT GA -3’ 

5’- GGG GGA ACA ACT CAA CTT TT -3’  
Biomol, Hamburg, D 183 0,1 

Synaptophysin 1  
5‘- TTT GTG GTT GGT GAG TTC CT -3‘ 

5‘- GCA TTT CCT CCC CAA AGT AT -3‘ 
Biomol, Hamburg, D 204 0,1 

Tfam 
5’- AGC CAG GTC CAG CTC ACT AA -3’ 

5’- AAA CCC AAG AAA GCA TGT GG -3’ 
Biomol, Hamburg, D 166 0,5 

Bp: Basenpaare, Konz: Konzentration, D: Deutschland
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3.1.4 Puffer, Lösungen, Medien 

Für die Herstellung aller Puffer, Lösungen und Medien wurde Reinstwasser verwendet (Milli-

Q, Millipore, Billerica, USA), welches nachfolgend als H2O bezeichnet wird. 

 

Hanks’ balanced salt solution (HBSS) 

HBS-Fertigpuffer 1 Packung/l 

HEPES      2,4 g/l 

CaCl2*2H2O    0,147 g/l 

MgSO4*7H2O    0,246 g/l 

 

Die Substanzen wurden in H2O gelöst und bei 37°C mit HCl (1 N, 0,1 N) und NaOH (1 N, 

0,1 N) auf pH 7,4 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. 

 

Medium 1 

             Finale Konzentration 

NaCl      8,06 g/l      138 mM  

KCl       402,57 mg/l     5,4 mM 

Na2HPO4      24,13 mg/l      0,17 mM 

KH2PO4      29,94 mg/l      0,22 mM 

Glucose*H2O    1,09 g/l      5,5 mM 

Sucrose      19,99 g/l      58,4 mM 

 

Die Substanzen wurden in H2O gelöst und bei 4°C mit HCl (1 N) und NaOH (1 N) auf pH 7,35 

eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C über maximal 14 Tage. 

 

Medium 2 

             Finale Konzentration 

NaCl      6,43 g/l      110 mM 

KCl       395,12 mg/l     5,3 mM 

CaCl2*2H2O    264,64 mg/l     1,8 mM 

MgCl2*6H2O    203,33 mg/l     1 mM 

Glucose*H2O    4,96 g/l      25 mM 

Sucrose      23,96 g/l      70 mM 

HEPES      4,77 g/l      20 mM 
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Die Substanzen wurden in H2O gelöst und bei 4°C mit HCl (1 N) und NaOH (1 N) auf pH 7,4 

eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C über maximal 14 Tage. 

 

MIR05 

             Finale Konzentration 

EGTA      0,19 g/l      0,5 mM  

MgCl2*6H20    0,61 g/l      3 mM 

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

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       1 g/l 

 

Die Substanzen wurden in H2O gelöst und auf pH 7,1 bei 30°C mit 5 N KOH eingestellt. Die 

Lagerung erfolgte bei -20°C in 20 ml Aliquots. 

*Für den 0,5 M K-Lactobionat-Stock wurden 35,83 g K-Lactobionat in 100 ml H2O gelöst und 

nach Einstellung mit KOH auf pH 7,0 mit H2O auf ein Volumen von 200 ml aufgefüllt. 

 

MIR05+PI 

In 50 ml MIR05 wurde eine cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablette (PI) gelöst.  

 

PCR-Mastermix zur Genotypisierung von Thy-1-APP Mäusen 

DEPC treated water        444 µl 

Taq Master Enhancer (5x)       150 µl 

Reaction Buffer          75 µl 

dNTP Mix            15 µl 

Primer A (5’-GTA GCA GAG GAG GAA GAA GTG-3’) 15 µl 

Primer B (5’-CAT GAC CTG GGA CAT TCT C-3’)  15 µl 

Taq Polymerase          6 µl 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

100 ml DPBS (10X) wurden in 900 ml H2O gelöst. 
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PBS+EDTA 

40,4 mg EDTA wurden in 100 ml PBS gelöst und bei 4°C auf pH 6,7 mit HCl (1 N; 0,1 N) und 

NaOH (1 N; 0,1 N) eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. 

 

Reaktionsmedium für die Messung der Citratsynthase-Aktivität (CS)   

Zur Herstellung des Reaktionsmediums wurden zunächst Puffer hergestellt. Es wurden 2,42 g 

TRIS/20 ml H2O gelöst und mit 37 % HCl auf pH 8,1 eingestellt, um einen 1,0 M TRIS-HCl-

Puffer zu erhalten. Weiterhin wurde ein 0,5 M Triethanolamin-HCl-Puffer aus 8,06 g Trietha-

nolamin/100 ml H2O hergestellt, mit 37 % HCl auf pH 8,0 eingestellt und mit 202,24 mg EDTA 

supplementiert. Die Puffer wurden bei 4°C gelagert. Acetyl-CoA wurde in H2O gelöst 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-HCl-Puffer 1:5 mit H2O verdünnt und 

die Komponenten des Reaktionsmediums hergestellt:  

              Finale Konzentration 

DTNB      4 mg/10 ml 0,1 M TRIS-HCl-Puffer 1,01 mM 

Triton X-100    10 g/90 ml H2O     10 % 

Oxalacetat      6,6 mg/5 ml 0,1 M     

      Trienthanolamin-HCl Puffer  10 mM 

Acetyl-CoA           12,2 mM 

 

Rhodamin 123-Lösung  

Für eine 100 µM Rhodamin 123 (R 123)-Lösung wurden 25 mg R 123 in 656,5 µl DMSO ge-

löst und in 5 µl Aliquots bei -20°C gelagert. Am Tag der MMP-Messung wurde ein Aliquot mit 

495 µl HBSS aufgefüllt und nachfolgend 1:50 mit HBSS verdünnt um eine 20 µM R123-Lö-

sung zu erhalten. 

 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) [20 mM] 

1,21 g TRIS wurden in 500 ml H2O gelöst und der pH-Wert bei 4°C auf 7,4 mit HCl (1 N) 

eingestellt. 
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TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50x) 

TRIS             242 g 

Eisessig            57,1 ml 

0,5 M EDTA          100 ml 

 

Die Lösung wurde auf pH 8,0 eingestellt und mit H2O auf 1000 ml aufgefüllt. 

 

Trypanblau-Lösung 

Für eine 0,4 % Trypanblau-Lösung wurden 100 mg Trypanblau in 100 ml PBS gelöst. 

 

Zellkulturmedium für PC12neo und PC12sw Zellen 

DMEM, high glucose, GlutaMAXTM supplement   500 ml 

Fötales Kälberserum (FCS), inaktiviert     50 ml 

Pferdeserum (HS), inaktiviert      25 ml 

Penicillin             50 U/ml 

Streptomycin          50 µg/ml 

G418             0,4 mg/ml 

 

Reduziertes Zellkulturmedium für PC12neo und PC12sw Zellen 

DMEM, high glucose, GlutaMAXTM supplement   500 ml 

FCS, inaktiviert          10 ml 

HS, inaktiviert          5 ml 

Penicillin             50 U/ml 

Streptomycin          50 µg/ml 

G418             0,4 mg/ml 

 

Zellkulturmedium für HepG2 Zellen 

DMEM, high glucose, GlutaMAXTM supplement   500 ml 

FCS, inaktiviert          50 ml 

Penicillin             50 U/ml 

Streptomycin          50 µg/ml 
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Reduziertes Zellkulturmedium für HepG2 Zellen 

DMEM, high glucose, GlutaMAXTM supplement   500 ml 

FCS, inaktiviert          10 ml 

Penicillin             50 U/ml 

Streptomycin          50 µg/ml 

 

3.1.5 Kits 

      Hersteller, Ort, Land (D: Deutschland) 

BioRad DC Protein Assay   Bio-Rad, München, D 

BCA Protein Assay Kit   Pierce, Rockford, USA 

Invitrogen™ Ambion™ TURBO DNA free Kit Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, D 

iScript™ cDNA Synthesis Kit     Bio-Rad, München, D 

Protein Carbonyl Content Assay Kit    Sigma Aldrich, Steinheim, D 

RNeasy Mini Kit      Quiagen, Hilden, D 

ViaLight Plus Bioluminescence Kit    Lonza, Walkersville, USA 

 

3.1.6 Testsubstanzen 

Die Traubenextrakte ExGrape Anthocyanins (Acy) und Resveratrol (Res) wurden von der 

Breko GmbH, Bremen, zur Verfügung gestellt und von der Technischen Universität Braun-

schweig (Institut für Lebensmittelchemie) analysiert. In Tab. 3.1 sind die Proanthocyanidin-, 

Anthocyan- und Resveratrolgehalte der ExGrape Traubenextrakte gegenübergestellt. 

Die pulverförmigen Traubenextrakte wurden bei -20°C gelagert und jeweils frisch gelöst. Hy-

droxytyrosol und sein potenzielles Abbauprodukt DOPAC wurden von Seprox BIOTECH, Spa-

nien als Feststoff zur Verfügung gestellt, bei 4-8°C gelagert und nach Benutzung mit Argon 

begast um eine sauerstofffreie Lagerung zu gewährleisten. Der Hytolive Sirup wurde von Ge-

nosa I+D, Spanien, bezogen. Der honigartige OMWW-Extrakt enthält 25,38 % Hydroxytyro-

sol, 5,11 % Tyrosol und 27,12 % H2O. Hytolive (Ol) wurde bei 4-8°C gelagert und nach Be-

nutzung mit Argon begast um eine sauerstofffreie Lagerung zu gewährleisten. Weiterhin wurde 

der Heidelbeerextrakt Actiplants Bilberry von Symrise BioActives GmbH, Hamburg, Deutsch-

land, mit 36,5 % Anthocyanen (berechnet als Cyanidin-3-Glucosidchlorid) eingesetzt. 
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Tab. 3.1: Polyphenolgehalte der ExGrape Traubenextrakte  Analyse durch die Technische Universität Braun-

schweig (Prof. P. Winterhalter, Institut für Lebensmittelchemie).

Polyphenol (%) ExGrape Acy ExGrape Res 

Catechin + Epicatechin 4,55 3,24 

Proanthocyanidin-Dimere B1+B2 3,36 2,52 

Proanthocyanidin-Trimere 2,33 2,49 

Proanthocyanidin-Tetramere 1,11 1,5 

Proanthocyanidin-Pentamere 1,29 0,96 

Proanthocyanidin-Polymere 27,12 37,81 

Anthocyane (Cy-3-glc) 17,16 4,96 

trans-Resveratrol 0,007 0,41 

 

3.1.7 Zelllinien 

3.1.7.1 PC12neo-Zellen 

PC12-Zellen entstammen einem adrenalen Phäochromozytom der Ratte und differenzieren un-

ter Zugabe des Nervenwachstumsfaktors (Nerve growth factor, NGF) zum neuronalen Phäno-

typ (Greene und Tischler 1976). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten PC12neo-Zellen 

waren PC12-Zellen, die durch eine stabile Transfektion mit einem Plasmid erhalten wurden, in 

das ein pCMV Promoter und eine Neomycin-Resistenz eingebracht war. PC12neo-Zellen kön-

nen somit durch G418 selektiert werden und wurden neben PC12sw-Zellen eingesetzt (Eckert 

et al. 2001). Die Zellen wurden von Barbara Steiner in einer Kooperation mit Prof. Christian 

Haas in der Arbeitsgruppe von Prof. W. E. Müller (Frankfurt, Deutschland) hergestellt. 

3.1.7.2 PC12sw-Zellen 

PC12sw-Zellen sind PC12-Zellen, die durch eine stabile Transfektion mit einem Plasmid erhal-

ten wurden, in das ein pCMV Promoter, eine Neomycin-Resistenz sowie die schwedische Dop-

pelmutation (KM670/671NL) des APPs eingebracht war. Aufgrund ihrer Nähe zum N-Termi-

nus der Aß-Region induziert die schwedische Doppelmutation die ß-Sekretase-Aktivität und 

steigert somit die Aß-Produktion in den Zellen (Eckert et al. 2001). PC12sw-Zellen produzieren 

relativ geringe Mengen an Aß und weisen im Vergleich zu PC12neo-Zellen ausgeprägte mito-

chondriale Dysfunktionen auf. Sie stellen daher ein Zellmodell für die frühe AD dar (Hagl et 

al. 2015c).  
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3.1.7.3 HepG2 Zellen 

Die humane Leberzelllinie HepG2 wurde ursprünglich aus dem Leberzellkarzinom eines 15-

jährigen Kaukasiers isoliert (Aden et al. 1979) und freundlicher Weise von Prof. Dr. Jan Frank 

(Hohenheim, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 

3.1.8 Mauslinien 

3.1.8.1 C57BL/6J-Mäuse 

Der C57BL/6-Mausstamm ist der am weitesten verbreitete Inzuchtstamm in der biomedizini-

schen Forschung. Das Inzuchtverfahren zeichnet sich durch eine Bruder-Schwester-Verpaarung 

über mindestens 20 Generationen aus und zielt so auf homozygote, genetisch identische Tiere 

ab. Die C57BL/6J-Maus ist der originäre Stamm des Jackson Laboratory, neben dem noch eine 

Reihe weiterer Unterstämme existieren. C57BL/6J-Mäuse werden in vielfältigen Forschungs-

bereichen u.a. der Neurobiologie und Studien zur Lebensspanne eingesetzt. In der vorliegenden 

Arbeit wurden C57BL/6J-Mäuse in Alterungsstudien und Studien zur Lebensspanne eingesetzt. 

Darüber hinaus dient der C57BL/6-Stamm häufig als genetischer Hintergrund für die Herstel-

lung transgener Mausmodelle wie für das hier eingesetzte Thy-1-APP751SL AD-Modell. 

3.1.8.2 Thy-1-APP751SL-Mäuse 

Im transgenen Mausmodell Thy-1-APP751SL mit dem genetischen Hintergrund der C57BL/6-

Maus wurde ein humanes APP751-Gen mit der humanen London (V717L)- und schwedischen 

(KM670/671NL) Doppelmutation unter Kontrolle des murinen Thy-1-Promotors eingeführt 

(Blanchard et al. 2003). Der Thy-1-Promotor sorgt für eine hohe neuronale Expression von 

APP. In transgenen Thy-1-APP751SL-Mäusen konnten intrazellulär schon in einem Alter von 

drei Monaten erhöhte Aß-Spiegel detektiert werden (Blanchard et al. 2003). Diese frühen Ver-

änderungen werden von einer ausgeprägten mitochondrialen Dysfunktion mit einem Abfall des 

MMPs und verminderten ATP-Konzentrationen begleitet (Hauptmann et al. 2009). Erste Aß-

Plaques wurden ab einem Alter von 6 Monaten nachgewiesen (Blanchard et al. 2003). Zur Un-

tersuchung des Effektes von TOP auf die mitochondriale Dysfunktion im murinen Alzheimer-

Modell wurden Thy-1-APP751SL-transgene Mäuse aus institutseigener Zucht mittels PCR iden-

tifiziert und mit dem Wildtyp verglichen. 

3.1.8.3 Naval Medical Research Institute (NMRI-)Mäuse 

Bei der NMRI-Maus handelt es ich im Gegensatz zu dem C57BL/6-Modell um einen Auszucht-

stamm, benannt nach dem Naval Medical Research Institute. Bei diesem Zuchtverfahren wird 
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ein höherer Heterozygotienanteil durch die Verpaarung von entfernter verwandten Tieren er-

reicht. Der Auszuchtstamm kennzeichnet sich somit durch eine höhere genetische Variabilität 

und soll die menschliche Population mit seiner großen genetischen Varianz zwischen den Indi-

viduen besser nachbilden. In der vorliegenden Arbeit wurden NMRI-Mäuse, neben C57BL/6J-

Mäusen für Alterungsstudien herangezogen. 

3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1 Auftauen 

Zum Auftauen der Zellen wurden diese aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und im Was-

serbad bei 37°C vorsichtig aufgetaut. Zügig danach erfolgte die Zugabe von 1 ml vorgewärm-

tem Zellkulturmedium und die Überführung der Zellsuspension in ein Falcon mit 10 ml vorge-

wärmtem Zellkulturmedium. Die erhaltene Suspension wurde bei 1.000 rpm für 5 min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge GS-6R), der Überstand abgesaugt und das Zellpellet 

in 12 ml frischem, vorgewärmten Zellkulturmedium gelöst und vereinzelt. Die Zellen wurden 

in der Zellkulturflasche für mindestens 24 h bei 37°C und 5 % CO2 im Zellinkubator belassen 

bevor der erste Zellsplitt erfolgte. Die Zellen wurden mindestens zweimal passagiert bevor sie 

für Versuche zum Einsatz kamen. 

3.2.1.2 Passagieren  

Um ein konstantes Wachstum der Zellen in Kultur zu gewährleisten wurden die Zellen vor dem 

Übergang in die Differenzierungsphase bei Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % passagiert 

(gesplittet). Das Splitten erfolgte alle 3-4 Tage. Um die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche 

(75 cm2 Flaschen) zu lösen wurde das alte Zellkulturmedium abgesaugt und 1 ml vorgewärmtes 

Trypsin/EDTA auf den Zellrasen gegeben. HepG2-Zellen wurden vor der Trypsin-Zugabe mit 

PBS (1 %) gewaschen, indem die Zellen kurz mit 10 ml vorgewärmtem PBS (1 %) unter 

Schwenken benetzt wurden und der Puffer danach direkt wieder abgesaugt wurde. Nach der 

Inkubation mit Trypsin/EDTA (ca. 3 min für PC12-Zellen, ca. 5 min für HepG2-Zellen) und 

Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche wurde die Reaktion mit 9 ml frischem, 

vorgewärmten Zellkulturmedium abgestoppt. Die erhaltene Zellsuspension wurde zur Verein-

zelung der Zellen trituriert und Aliquots der Suspension (1:2 – 1:10) in eine neue Zellkulturfla-
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sche mit 12 ml (75 cm2 Flaschen) bzw. 20 ml (125 cm2 Flaschen) vorgewärmtem Zellkultur-

medium überführt. Die PC12-Zellen wurden für die Zellkulturexperimente bis zu einer Zell-

passage von 15 verwendet, die HepG2-Zellen bis zu einer Zellpassage von 25.  

3.2.1.3 Medienwechsel 

Wurden HepG2 Zellen nicht nach 3 Tagen Kultivierung gesplittet, erfolgte nach 2-3 Tagen ein 

Medienwechsel. Das alte Zellkulturmedium wurde bis auf ca. 1 ml abgesaugt und durch das 

gleiche Volumen an frischem, vorgewärmten Zellkulturmedium ersetzt. Dieses wurde vorsich-

tig an der gegenüberliegenden Seite des Zellrasens in die Zellkulturflasche gegeben, um ein 

Ablösen der Zellen zu vermeiden. Der Wechsel des Mediums diente der Entfernung von Stoff-

wechselprodukten und Zugabe von neuen Nährstoffen. 

3.2.1.4 Aussaat 

Für die ATP- und MMP-Messungen nach Inkubation mit den Testsubstanzen wurden die Zellen 

in definierter Zellzahl auf Zellkulturplatten ausgesät. Zellen in 75 cm2 Zellkulturflaschen, die 

eine Konfluenz von 70-80 % erreicht hatten, wurden für die Aussaat verwendet. Das Zellkul-

turmedium wurde zunächst abgesaugt und die Zellen wurden mit 1 ml Trypsin/EDTA behan-

delt um sie vom Boden der Zellkulturflasche zu lösen. Bei HepG2-Zellen erfolgte vor der 

Trypsinzugabe ein Waschschritt mit PBS (1 %). Nach dem Ablösen der Zellen wurde die Re-

aktion mit 9 ml frischem vorgewärmten reduzierten Medium abgestoppt und die Zellsuspension 

bei 1.000 rpm für 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge GS-6R). Der Überstand 

wurde abgesaugt und das resultierende Zellpellet in 1 ml reduziertem Medium aufgenommen 

und gelöst. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl Trypan-

blau (0,4 %) gemischt und in eine Neubauer-Zählkammer gegeben. Die Trypanblau-Färbung 

dient der Überprüfung der Viabilität der Zellen. Der Farbstoff wird nur von toten Zellen aufge-

nommen, die im Mikroskop blau erscheinen. Es wurden somit nur helle und somit lebende 

Zellen in die Zellzahlbestimmung miteinbezogen. Über die Auszählung der Zellen in 4 großen 

Quadraten mit jeweils 16 Einzelquadraten der Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl/ml 

aus dem Mittelwert der 4 großen Quadrate unter Einbezug des Verdünnungsfaktors mit Trypan-

blau (4) und dem Kammerfaktor (104, Bezug der Zellen auf 1 ml) berechnet [Zellzahl/ml = 

(Mittelwert der 4 großen Quadrate)*10*104]. Die Zellsuspension wurde daraufhin entsprechend 

der bestimmten Zellzahl mit reduziertem Zellkulturmedium auf 1 Million Zellen/ml verdünnt. 

Diese Zellsuspension wurde direkt für die Aussaat auf 24-Well-Zellkulturplatten für die MMP-

Messung verwendet, in dem 200 µl (200.000 Zellen) in jedes Well pipettiert wurden. Die Wells 
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wurden zuvor mit vorgewärmtem frischen reduzierten Zellkulturmedium bestückt, um ein End-

volumen von 500 µl zu erreichen. In dem Endvolumen eingeschlossen waren 100 µl Zellsus-

pension, die spätere Inkubationslösung (5-50 µl) und das reduzierte Zellkulturmedium. Für die 

ATP-Messung wurden die Zellen auf 96-Well-Zellkulturplatten ausgesät. Dafür erfolgte zu-

nächst eine 1:5-Verdünnung der Zellsuspension mit reduziertem Medium auf 200.000 Zel-

len/ml für PC12-Zellen bzw. eine 1:10-Verdünnung für HepG2-Zellen. Von dieser verdünnten 

Zellsuspension wurden 100 µl pro Well ohne Vorlage von Zellkulturmedium ausgesät (20.000 

PC12-Zellen, 10.000 HepG2-Zellen). Die Zellkulturplatten wurden für 48 h bei 37°C und 5 % 

CO2 im Zellinkubator gelagert, bevor sie mit den Testsubstanzen inkubiert wurden. 

3.2.2 Zellinkubation 

3.2.2.1 Herstellung der Stocklösungen 

Die Traubenextrakte ExGrape Anthocyanins (Acy) und Resveratrol (Res) wurden für die 

Zellinkubation frisch gelöst. Zur Herstellung der Stocklösung wurden 10,0 mg ExGrape in 

50 µl DMSO gelöst und auf 2 ml mit reduziertem Zellkulturmedium (ATP- und MMP-Mes-

sungen) bzw. vollem Zellkulturmedium (Proteincarbonylgehalt, Respirometrie) aufgefüllt 

(1:40, 5 mg/ml, 2,5 % DMSO). Für die Res-Variante konnte der Lösungsmittelanteil weiter 

reduziert werden. Somit wurden 10,0 bzw. 20,0 mg Res in 25 µl DMSO gelöst und auf 2 ml 

mit dem jeweiligen Zellkulturmedium aufgefüllt [1:40, 5 mg/ml, 2,5 % DMSO; 1:20, 

10 mg/ml, 1,25 % DMSO].  

Syringasäure (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), pulverförmig, wurde bei Raumtempe-

ratur gelagert und analog zu den Traubenextrakten frisch gelöst. Zur Herstellung der Stocklö-

sung wurden 9,9 mg Syringasäure in 50 µl DMSO gelöst und auf 2 ml mit reduziertem Zellkul-

turmedium (ATP- und MMP-Messungen) bzw. vollem Zellkulturmedium (Proteincarbonylge-

halt-Messungen) aufgefüllt [25 mM].  

Für Hydroxytyrosol und DOPAC wurden zunächst Stocklösungen in H2O wöchentlich neu her-

gestellt und bei -20°C gelagert (ATP-Messungen nach 7 h, MMP-Messungen und Respiromet-

rie). Für die Stocklösungen wurden 10,0 mg Hydroxytyrosol in 1,3 ml H2O gelöst [50 mM] 

sowie 10,1 mg DOPAC in 1,2 ml H2O [50 mM]. Aufgrund eines unklaren Effektverlustes von 

Hydroxytyrosol wurden die Stocklösungen von Hydroxytyrosol und DOPAC für spätere Un-

tersuchungen frisch am Inkubationstag in Zellkulturmedium hergestellt. Dies betraf alle ATP-

Messungen nach 24 h, alle Untersuchungen mit der Kombination mit ExGrape, alle Messungen 

in PC12sw-Zellen und alle Messungen zum Proteincarbonylgehalt.  
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Der Flüssigextrakt Hytolive wurde direkt frisch in Zellkulturmedium gelöst. Aufgrund seines 

Hydroxytyrosolgehaltes von 25 % wurde die Hytolive-Konzentration in Hydroxytyrosol-Äqui-

valenten [µMHyÄq] berechnet. Die Stocklösung wurde aus 10 mg Hytolive und 1,3 ml H2O her-

gestellt [12,5 µMHyÄq]. 

3.2.2.2 Inkubation für ATP- und MMP-Messungen 

Die Inkubationslösungen für die Untersuchung der Effekte auf die ATP-Spiegel und das MMP 

in PC12neo-, PC12sw- und HepG2-Zellen wurden aus den Stocklösungen (siehe 3.2.2.1) direkt 

vor Versuchsbeginn hergestellt. Die Verdünnungen der Stocks erfolgten mit reduziertem Zell-

kulturmedium mit dem für die gewünschte Endkonzentration im Well geeigneten Verdün-

nungsfaktor (Tab. 3.2). Die verdünnte Lösung V wurde für ATP-Messungen in einem Volumen 

von 1-10 µl pro Well zu den vorliegenden 100 µl reduziertem Medium (96-Well-Platte) gege-

ben. Für MMP-Messungen wurde die verdünnte Lösung V in einem Volumen von 5-50 µl zu-

gegeben (24-Well-Platte). Die Vorlage des reduzierten Mediums bei der Zellaussaat der 24-

Well-Platte wurde auf das Volumen der Inkubationslösung angepasst, sodass ein Endvolumen 

von 500 µl vorlag (siehe 3.2.1.4). Das gesamte Inkubationsschema ist in Tab. 3.2 dargestellt. 

Für 7 h ATP-Messungen mit SNP-Schädigung wurden jeweils 12 Wells der 96-Well-Platte mit 

der Inkubationslösung der Testsubstanzen inkubiert und 12 Wells mit reinem reduzierten Zell-

kulturmedium (Kontrolle). Das Volumen der Mediumzugabe entsprach dem Mittelwert des Vo-

lumens der auf der Zellkultur eingesetzten Inkubationslösungen. Bei Einsatz eines Lösungsmit-

tels wurden zusätzlich 3-4 Wells mit der jeweiligen Lösungsmittelkontrolle (DMSO, H2O) ver-

setzt. Bei der Untersuchung von mehr als drei Konzentrationen der jeweiligen Testsubstanz 

wurden die drei höchstkonzentrierten Lösungsmittelkontrollen aufgetragen. Nach 1 h Inkuba-

tion im Brutschrank bei 37°C und 5 % erfolgte die Schädigung mit Natriumnitroprussid (SNP) 

bei einem Teil der Zellen. SNP ist ein NO-Donor, welcher über oxidative Mechanismen zu 

einem Abfall des MMP führt und somit die Funktionalität der mitochondrialen Atmungskette 

beeinträchtigt und folglich die ATP-Spiegel in den Zellen absinken lässt. Die Hälfte der Wells 

(6 Wells), welche die Inkubationslösung und reines Zellkulturmedium erhalten hatten, wurden 

mit SNP, in einer Konzentration von 0,5 mM (1 µl SNP 50 mM), behandelt. Die verbleibenden 

Wells erhielten das gleiche Volumen reduziertes Zellkulturmedium. Die Zellen wurden an-

schließend für 6 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % inkubiert.  

Für 24 h ATP-Messungen erfolgte keine Schädigung mit SNP, da dieses über den Zeitraum von 

24 h für ATP-Messungen ungeeignet ist. Dementsprechend wurden nur 6 Wells mit der jewei-

ligen Zellinkubationslösung behandelt und 6 Wells mit reduziertem Zellkulturmedium (Mittel-

wert des Volumens der eingesetzten Zellinkubationslösungen).  
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Tab. 3.2: Inkubationsschema für ATP- und MMP-Messungen in Zellkulturversuchen. Verdünnungen erfolg-

ten in reduziertem Medium, Gesamtvolumen/Well 500 µl (MMP) bzw. 100 µl (ATP).  

 Konz Stock 
Verdünnung 

Stock 

Konz verdünnte Lö-

sung (V) 

Volumen von 

V/Well, ATP 

Volumen von 

V/Well, MMP 
Konz Well  

ExGrape 

Acy, 

Res 

 

5 mg/ml 

1:50 0,1 mg/ml 

1 µl 

 

1 µg/ml 

1:20 0,25 mg/ml 2,5 µg/ml 

1:10 0,5 mg/ml 5 µg/ml 

1:5 (25) 1 (0,2) mg/ml 1 (5) µl 10 µg/ml 

1:4 1,25 µg/ml 1 µl 12,5 µg/ml 

1:2 (5) 2,5 (1;0,5) mg/ml 1 (2,5;5) µl 5 µl 25 µg/ml 

1:2 (5) 2,5 (5;1) mg/ml 2 (1;5) µl 10 µl 50 µg/ml 

Syringasäure  25 mM 

1:50 0,5 mM 1 µl  1 µM 

1:250 (50) 0,1 (0,5) mM 5 (1) µl 25 µl 5 µM 

1:25 1 mM 

1 µl  10 µM 

2 µl 10 µl 20 µM 

3 µl 15 µl 30 µM 

5 µl 25 µl 50 µM 

1:2,5 (12,5) 10 (2) mM 1 (5) µl  100 µM 

Hydroxy- 

Tyrosol 

(Hy) 

 

50 mM 

1:800 62,5 µM 
1 µl  

0,625 µM 

1:500 (400) 0,1 (0,125) mM 1 (1,25) µM 

1:500 (200) 0,1 (0,25) mM 2,5 (1) µl 12,5 µl 2,5 µM 

1:100 0,5 mM 1 µl 

 

5 µM 

1:200 0,25 mM 2,5 µl 6,25 µM 

1:50 (250) 1 (0,2) mM 1 (5) µl 10 µM 

1:500 0,1 mM  50 µl 10 µM 

1:200 0,25 mM 5 µl  12,5 µM 

1:50 (20;100) 1 (2,5;0,5) mM 2,5 (1;5) µl 12,5 µl 25 µM 

1:50 (100) 1 (0,5) mM 5 (10) µl 25 µl 50 µM 

Hytolive 

(Ol) 

 

12,5 mMHyÄq 

1:200 62,5 µMHyÄq 
1 µl  

0,625 µMHyÄq 

1:125 (100) 0,1 (0,125) mMHyÄq 1 (1,25) µMHyÄq 

1:50 0,25 mMHyÄq 
 5 µl 2,5 µMHyÄq 

2,5 µl  6,25 µMHyÄq 

1:50 (12,5) 0,25 (1) mMHyÄq 4 (1) µl  20 µl 10 µMHyÄq 

1:10 (50) 1,25 (0,25) mMHyÄq 1 (5) µl  12,5 µMHyÄq 

1:5 (25) 2,5 (0,5) mMHyÄq 
1 (5) µl 5 µl 25 µMHyÄq 

2 (10) µl 10 µl 50 µMHyÄq 

DOPAC 

 
50 mM 

1:1000 0,05 mM 1 µl  0,5 µM 

1:1000 (500) 0,05 (0,1) mM 2 (1) µl 10 µl 1 µM 

1:1000 (200) 0,05 (0,25) mM 5 (1) µl 25 µl 2,5 µM 

1:50 (200) 1 (0,25) mM 1 (4) µl 5 µl 10 µM 

1:50 1 mM 2,5 µl 12,5 µl 25 µM 

Konz: Konzentration, in Klammern angegeben sind alternativ eingesetzte Inkubationsansätze 

 

Eine Lösungsmittelkontrolle wurde gegebenenfalls analog zur 7 h Messung mitgeführt. Die 

Zellen wurden anschließend für 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % inkubiert. Für 24 h 

MMP-Messungen wurden 10 bzw. 12 Wells der 24-Well-Platte mit der Inkubationslösung der 
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jeweiligen Testsubstanz behandelt und 10 bzw. 12 Wells mit dem gleichen Volumen an redu-

ziertem Zellkulturmedium (Kontrolle). Bei Einsatz eines Lösungsmittels wurden 4 Wells mit 

der Lösungsmittelkontrolle behandelt. Nach 1 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5 % 

erfolgte die Schädigung mit SNP bei einem Teil der Zellen. Die Hälfte der Wells (6 bzw. 

5 Wells), welche die Inkubationslösung und reines Zellkulturmedium erhalten hatten, wurden 

mit SNP, in einer Konzentration von 0,5 mM (5 µl der 50 mM SNP-Lösung), behandelt. Die 

verbleibenden Wells erhielten das gleiche Volumen an reduziertem Zellkulturmedium. Die Zel-

len wurden anschließend für 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % inkubiert.  

3.2.2.3 Inkubation für respiratorische Messungen (Oxygraph-2k) 

PC12neo-Zellen (75 cm2 Zellkulturflaschen) mit einer Konfluenz von 50-60 % wurden für 24 h 

mit 50 µg/ml ExGrape Acy und 25 µM Hydroxytyrosol inkubiert und anschließend für die Mes-

sung im Oxygraph-2k geerntet. Für die Inkubation wurde das alte Zellkulturmedium 24 h vor 

Zellernte abgenommen und jeweils eine Zellkulturflasche mit 10 ml Inkubationslösung der je-

weiligen Testsubstanz und eine Flasche mit 10 ml Inkubationslösung der Lösungsmittelkon-

trolle inkubiert. Für die Inkubation mit 50 µg/ml ExGrape Acy wurden 100 µl der Stocklösung 

(5 mg/ml, Kapitel 3.2.2.1) in 9,9 ml Zellkulturmedium gelöst. Die Lösungsmittelkontrolle be-

stand aus 0,025 % DMSO. Für die Inkubation mit 25 µM Hydroxytyrosol wurde die Stocklö-

sung (50 mM, Kapitel 3.2.2.1) zunächst 1:2 mit Zellkulturmedium verdünnt. Von der verdünn-

ten Hydroxytyrosol-Stocklösung wurden nachfolgend 10 µl in 10 ml Zellkulturmedium gelöst. 

Die Lösungsmittelkontrolle bestand aus 0,05 % H2O. Die Inkubation der Zellkulturflaschen er-

folgte über 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 %. 

3.2.2.4 Inkubation für die Bestimmung des Proteincarbonylgehalts 

PC12neo-Zellen (125 cm2 Zellkulturflaschen) mit einer Konfluenz von 60-80 % wurden für 7 h 

mit 50 µg/ml ExGrape Acy, 25 µM Hydroxytyrosol, 50 µg/ml ExGrape Acy + 25 µM Hydro-

xytyrosol (50+25 Acy+Hy), 5 µM Syringasäure und 10 µM DOPAC inkubiert und anschlie-

ßend für die Bestimmung des Proteincarbonylgehalts geerntet. Für die Inkubation wurde das 

alte Zellkulturmedium 7 h vor Zellernte abgenommen und durch 25 ml Inkubationslösung der 

jeweiligen Testsubstanz, Lösungsmittelkontrolle oder reines Zellkulturmedium ersetzt. Die In-

kubationslösungen der Testsubstanzen wurden aus den in 3.2.2.1 beschriebenen Stocklösungen 

hergestellt. Das Inkubationsschema ist in Tab. 3.3 dargestellt. Für die Inkubation mit 50 µg/ml 

ExGrape Acy wurden 200 µl der Stocklösung in 19,8 ml Zellkulturmedium gelöst. Die Hydro-

xytyrosol-Inkubation erfolgte mit 10 µl der 1:2 in Zellkulturmedium verdünnten Stocklösung 

(50 mM), gelöst in 20 ml Zellkulturmedium. Für die 50+25 Acy+Hy Inkubation wurden 200 µl 
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der ExGrape Acy-Stocklösung und 10 µl der 1:2 verdünnten Hydroxytyrosol-Stocklösung zu 

19,8 ml Zellkulturmedium gegeben. Der Syringasäurestock (25 mM) wurde mit Zellkulturme-

dium zunächst 1:50 verdünnt. Zu 19,8 ml Zellkulturmedium wurden dann 10µl der verdünnten 

Syringasäurestocklösung (0,5 mM) pipettiert, um eine 5 µM Syringasäurelösung zu erhalten. 

Für die Inkubation mit 10 µM DOPAC wurde der DOPAC-Stock (50 mM) zunächst 1:50 mit 

Zellkulturmedium verdünnt. Die resultierende verdünnte DOPAC-Stocklösung (1 mM) wurde 

dann in einem Volumen von 200 µl zu 19,8 ml Zellkulturmedium gegeben. Die Inkubation mit 

den Testsubstanzen erfolgte jeweils in zwei Zellkulturflaschen. Als Lösungsmittelkontrolle für 

die in DMSO gelösten Testsubstanzen ExGrape Acy, Acy+Hy und Syringasäure diente 

0,025 % DMSO. Diese Lösungsmittelkontrolle entsprach der DMSO-Konzentration für Acy 

bzw. Acy+Hy. Der DMSO-Anteil in der Syringasäure-Inkubationslösung war 50-fach geringer. 

Zusätzlich wurden zwei Zellkulturflaschen mit reinem Zellkulturmedium behandelt. 

Die Inkubation der Zellkulturflaschen erfolgte über 7 h im Brutschrank bei 37°C und 5 %. 

Für die Untersuchung des Effekts einer SNP-Schädigung und des Einflusses der Testsubstanzen 

auf den Proteincarbonylgehalt bei SNP-Schädigung wurde 1 h nach Inkubationsbeginn in je-

weils einer der zwei Zellkulturflaschen, die zuvor mit den Testsubstanzen oder reinem Zellkul-

turmedium inkubiert worden waren, 30 µl einer 100 mM SNP-Lösung hinzugegeben 

(150 µM SNP in der Zellkulturflasche). In den verbleibenden Zellen erfolgte die Zugabe des 

gleichen Volumens an Zellkulturmedium. 

 

Tab. 3.3: Inkubationsschema für die Bestimmung des Proteincarbonylgehalts. Alle Verdünnungen erfolgten 

in Zellkulturmedium. 

 Stock 
Verdün-

nung Stock 

Konz verdünnte 

Lösung (V) 

Inkubationslösung 

(V+Zellkulturmedium M) 

Konz Inkubations-

lösung 

ExGrape Acy 5 mg/ml  200 µl V + 19,8 ml M 50 µg/ml 

Syringasäure 25 mM 1:50 0,5 mM 10 µl V + 20 ml M 5 µM 

Hydroxytyrosol (Hy) 50 mM 1:2 25 mM 10 µl V + 20 ml M 25 µM 

DOPAC 50 mM 1:50 1 mM 200 µl V + 19,8 ml M 10 µM 

Acy+Hy  
200 µl V (Acy) + 10 µl V 

(Hy) +19,8 ml M 
50 µg/ml+25 µM 

Lösungsmittel 100 % 1:40 2,5 % 200 µl V + 19,8 ml M 0,025 % 

Konz: Konzentration; M: Zellkulturmedium; V: verdünnte Lösung
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3.2.3 Zellernte 

3.2.3.1 Zellernte für respiratorische Messungen 

Nach 24 h Inkubation wurde die Inkubationslösung aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und 

die Zellen einmal mit vorgewärmter PBS (1 %) gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 

10 ml Zellkulturmedium vom Flaschenboden abgespült und die resultierende Zellsuspension 

bei 1.000 rpm für 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge GS-6R). Nach dem Ab-

saugen des Überstands wurde das Zellpellet in 1 ml vorgewärmtem Respirationsmedium 

MiR05 gelöst. 10 µl dieser Zellsuspension wurden zur Bestimmung der Zellzahl mit 90 µl 

Trypanblau (0,4 %) vermischt und in die Neubauer-Zählkammer gegeben. Die Zellzahlbestim-

mung erfolgte wie in 3.2.1.4 beschrieben. Daraufhin wurde die Zellsuspension der Zellzahl 

entsprechend mit MiR05 verdünnt auf 1*106 Zellen pro ml eingestellt. 

3.2.3.2 Zellernte für Proteincarbonylmessungen 

Nach 7 h Inkubation wurde die Inkubationslösung aus den Zellkulturflaschen abgesaugt und 

die PC12neo-Zellen mit 10 ml PBS (1 %) vom Flaschenboden abgespült. Nach Zentrifugation 

der geernteten Zellen bei 3.000 rpm und 4°C für 10 min (Zentrifuge GS-6R) wurde der Zell-

überstand abgesaugt und das Zellpellet in 300 µl PBS+EDTA aufgenommen. Die resultierende 

Zellsuspension wurde durch Ultraschallbehandlung auf Eis homogenisiert. Das Zellhomogenat 

wurde nachfolgend bei 10.000 g und 4°C für 15 min zentrifugiert, der Überstand in zwei Proben 

zu je 150 µl aufgeteilt und bei -80°C eingefroren. 

3.2.4 Tierhaltung und -studiendesigns 

3.2.4.1 Allgemeine Tierhaltung  

Die Mäuse waren in der Anlage für Kleintierhaltung des Pharmakologischen Instituts unterge-

bracht. Die Tiere wurden in Makrolon Käfigen mit rostfreien Stahldeckeln gehalten, die mit 

Eintreu, Papiertüchern und Plastikrollen (höchstens 10 Tieren pro Käfig) ausgestattet waren. 

Die Haltung erfolgte unter Standardbedingungen (Raumtemperatur: 22°C, Luftfeuchtigkeit 

55 %, 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus). Während Studien, in denen keine angereicherten Spezial-

futterpellets eingesetzt wurden, hatten die Mäuse freien Zugang zu Standard-Futterpellets 

(1324, Altromin, Lage, Deutschland). Mit Ausnahme der Lebenszeitstudie, in der angereicher-

tes Trinkwasser eingesetzt wurde, hatten die Tiere zudem freien Zugang zu Leistungswasser. 

Während der Studienphase wurde der Gesundheitsstatus der Mäuse regelmäßig kontrolliert und 

das Gewicht erfasst. Der Wiegerhythmus betrug in den mehrmonatigen Studien zwei Wochen 
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und in der Lebenszeitstudie einen Monat. In der Studie mit Verabreichung der Testsubstanz 

über die Knopfkanüle wurden die Tiere täglich gewogen, um die richtige Dosierung in Abhän-

gigkeit des Körpergewichts zu gewährleisten. Die Haltung der Mäuse und Durchführung der 

Tierstudien erfolgte unter Berücksichtigung sämtlicher Tierschutzvorschriften. 

 

3.2.4.2 Tierstudien mit Erfassung der mitochondrialen Funktion 

Mit Ausnahme der Lebenszeitstudie, die in Abschnitt 3.2.4.3 separat beschrieben wird, wurde 

in allen Tierstudien die mitochondriale Funktion über das MMP und die ATP-Konzentration in 

dissoziierten Hirnzellen sowie über respiratorische Messungen erfasst. Dazu wurden die Tiere 

am Ende der Kurzzeit- bzw. Langzeitfütterungen durch Luxation der Halswirbelsäule und an-

schließende Dekapitation getötet. Das Blut wurde zur optionalen biochemischen und pharma-

kologischen Untersuchung nach der Dekapitation in einem Falcon-Röhrchen mit Heparin auf-

gefangen und das Plasma nach Zentrifugation bei 3.000 rpm bei -80°C gelagert. Das Gehirn 

der Tiere wurde zügig entnommen und das Cerebrum freigelegt. Eine Hemisphäre wurde nach-

folgend direkt zur mechanischen Herstellung dissoziierter Hirnzellen genutzt sowie die obere 

Hälfte der zweiten Hemisphäre zur Isolation von Mitochondrien für respiratorische Messungen. 

Die zweite Hälfte der Hemisphäre wurde für weitere Untersuchungen wie quantitative real-

time PCR-Analysen bei -80 °C eingefroren. In den Studien mit TOP wurden die Hirnproben für 

die PCR-Analysen zunächst in RNAlater RNA Stabilization Reagent für 24 h bei 4°C gelagert 

und nachfolgend bei -80°C eingefroren. Leber und Nieren wurden zudem für weitere Analysen 

entnommen und bei -80°C gelagert.  

In den Langzeitstudien wurden zusätzlich Verhaltenstests zur Erfassung der Gedächtnisleistung 

(Social Recognition Test, Y-Maze Tests, Passive Avoidance Test) und Motorik (Rotarod Test) 

durchgeführt. Die Tests erfolgten zum Ende der Fütterungsperioden sowie nach Möglichkeit 

vor der Fütterungsperiode zur zusätzlichen Ermittlung der basalen Leistung. Abb. 3.1 gibt einen 

Überblick über das Studiendesign der Langzeitstudien. 
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Abb. 3.1: Tierstudiendesign der Langzeitstudien.  Schematische Darstellung des allgemeinen Designs der Stu-

dien mit Langzeitfütterungen.

Verabreichung der Testsubstanzen

2-6 Monate über Futterpellets

Dekapitation, Organentnahme

(Basale Tests: 

Gedächtnis und Motorik)

Dissoziierte Hirnzellen

• ATP-Spiegel

• MMP

Post Tests: 

Gedächtnis und Motorik

Isolierte Hirnmitochondrien

• Mitochondriale Atmung

(Oxygraph-2k)

• Mitochondriale Masse 

(Citratsynthase)

RNA-Isolation

• Genexpressionsanalysen

Alterungsstudien

NMRI, C57BL/6 

12-14 Monate alt

AD-Studie

Thy-1 APP vs. Wt

Alterungsstudien

NMRI, C57BL/6

- 18-20 Monate alt

- 3 Monate alt

AD-Studie

Thy-1 APP vs. Wt

NMRI, C57BL/6

1 Monat alt 
+
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Kurzzeitstudie mit ExGrape Acy in C57BL/6J-Mäusen 

In der Kurzzeitstudie mit 3-wöchiger Verabreichung von 200 mg/kg KG/Tag ExGrape Acy 

über die Knopfkanüle sollte der kurzfristige Effekt auf die mitochondriale Funktion bei der 

Hirnalterung untersucht werden. Gealterte männliche C57BL/6J-Mäuse im Alter von 18-

21 Monaten entstammten der institutseigenen Zucht und wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. 

Junge C57BL/6J-Mäuse wurden von Charles River (Sulzbach, Deutschland) im Alter von 

2 Monaten bezogen. Die Gruppeneinteilung ist in Tab. 3.4 dargestellt. 

 

Tab. 3.4: Gruppen der Kurzzeitstudie mit Acy in C57BL/6J-Mäusen. Angegeben sind Gruppenname, Alter 

und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung; 10 % PEG: 10 % wässrige Polyethy-

lenglycol-Lösung. 

Gruppe Alter Anzahl Verabreichung per Knopfkanüle für 3 Wochen 

Jung 2 Monate 9 10 % PEG 

Alt 18-21 Monate 9 10 % PEG 

Alt Acy 18-21 Monate 9 200 mg/kg KG ExGrape Acy/Tag in 10 % PEG 

 

Nach dem Verabreichungszeitraum wurde die mitochondriale Funktion über das MMP und die 

ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen sowie anhand respiratorischer Messungen an 

isolierten Hirnmitochondrien bestimmt.  

 

Langzeitstudie mit ExGrape Acy in C57BL/6J-Mäusen 

Der Effekt der Langzeitfütterung mit ExGrape Acy auf die mitochondriale Funktion sowie die 

Gedächtnisleistung sollte in männlichen gealterten C57BL/6J-Mäusen (Charles River, Sulz-

bach, Deutschland) untersucht werden. ExGrape Acy wurde in einer Konzentration von 2 g/kg 

in Futterpellets verpresst (Altromin, Lage, Deutschland). Als Vergleichsextrakt wurde der Hei-

delbeerextrakt Actiplants Bilberry in der Konzentration 2 g/kg in Futterpellets verpresst. Als 

Basisfutter diente ein antioxidanzienarmes Futter von Altromin, Lage, Deutschland (C1000 

mod. mit 2500 IU/kg Vitamin A; 20 mg/kg Vitamin E; 0 mg/kg Vitamin C; 0,150 mg/kg Se-

len). Das Basisfutter wurde als Grundlage für die Extraktanreicherung eingesetzt und in unan-

gereicherter Form als Kontrollfutter an eine gleichaltrige Gruppe und eine junge Gruppe ver-

füttert. Die junge Gruppe wurde nach den ersten 4 Verabreichungsmonaten in einem Alter von 

1 Monat in die Studie aufgenommen, um zum Studienende ein Alter von 3 Monaten zu errei-

chen. Die Gruppeneinteilung ist in Tab. 3.5 aufgeführt. 
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Tab. 3.5: Gruppen der Langzeitstudie mit Acy und HBE in C57BL/6J-Mäusen. Angegeben sind Gruppen-

name, Alter und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung 

 Gruppe Alter Anzahl Verabreichung in Futterpellets 

Jung 1 Monat 15 C1000 mod. über 2 Monate 

Alt 13 Monate 15 C1000 mod. über 6 Monate 

Alt Acy 13 Monate 15 C1000 mod. + 2 g/kg ExGrape Acy über 6 Monate 

Alt HBE 13 Monate 15 C1000 mod. + 2 g/kg HBE über 6 Monate 

 

In der Langzeitstudie wurde die Erfassung der mitochondrialen Funktion am Ende der Studie 

durch Verhaltenstests zur kognitiven Funktion ergänzt. Weiterhin wurde die Genexpression 

mittels quantitativer real-time PCR in Hirn- und Leberhomogenat untersucht. Die kognitive 

Leistung der Mäuse wurde mittels Social Recognition Test, 1-Trial-Y-Maze und Passive 

Avoidance Test erfasst. Für den Social Recognition Test wurde zudem auch ein basaler Wert 

vor Fütterungsbeginn genommen. Der 1-Trial-Y-Maze Test befand sich zum Studienbeginn in 

der Etablierungsphase und wurde daher als Ergänzung in die Testbatterie nach der Fütterung 

mit aufgenommen. Der Passive Avoidance Test kann aufgrund einer starken Erinnerungsleis-

tung der Mäuse an einen einmaligen Schock nur einmal erfolgen und wurde somit auch nur 

nach der Fütterungsphase durchgeführt. Das Studiendesign folgte der schematischen Darstel-

lung in Abb. 3.1. 

 

Langzeitstudie mit ExGrape Acy und Hydroxytyrosol in C57BL/6J-Mäusen  

Die Langzeitstudie mit Hydroxytyrosol und der Kombination ExGrape Acy+Hy in männlichen 

gealterten C57BL/6J-Mäusen (Charles River, Sulzbach, Deutschland) wurde einen Monat ver-

setzt zu der Langzeitstudie mit ExGrape Acy und HBE gestartet und hatte das gleiche, zuvor 

beschriebene Studiendesign. Die 14 Monate alten Tieren wurden in drei Gruppen eingeteilt, 

wie in Tab. 3.6 gezeigt ist.  

 

Tab. 3.6: Gruppen der Langzeitstudie mit Acy und Hy in C57BL/6J-Mäusen. Angegeben sind Gruppenname, 

Alter und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung  

Gruppe Alter Anzahl Verabreichung in Futterpellets 

Jung 1 Monat 15 C1000 mod. über 2 Monate 

Alt 14 Monate 17 C1000 mod. über 6 Monate 

Alt Hy 14 Monate 16 C1000 mod.+ 0,9 g/kg Hydroxytyrosol über 6 Monate 

Alt Acy+Hy 14 Monate 16 C1000 mod. + 2 g ExGrape Acy/0,9 g Hydroxytyrosol über 6 Monate 

 

Die Hydroxytyrosol-Reinsubstanz wurde in einer Konzentration von 0,9 g in das C1000 mod. 

Futter analog zur Langzeitstudie mit ExGrape Acy und HBE verpresst; weiterhin wurde eine 
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Kombination bestehend aus 2 g ExGrape Acy/0,9 g Hydroxytyrosol eingesetzt (Altromin, 

Lage, Deutschland). Die Kontrollgruppen Jung und Alt erhielten unangereichertes C1000 mod. 

über 6 Monate (Alt) bzw. 2 Monate (Jung). 

Die Erfassung der mitochondrialen Funktion und die Verhaltenstests erfolgten analog zur Lang-

zeitstudie mit ExGrape Acy und HBE. Abweichend davon wurden keine Genexpressionsana-

lysen durchgeführt. 

 

Langzeitstudie mit ExGrape Res, Hytolive und Environmental Enrichment in NMRI-

Mäusen  

Der Effekt von ExGrape Res in Kombination mit Hytolive und Environmental Enrichment 

wurde in gealterten NMRI-Mäusen (Männchen und Weibchen) aus institutseigener Haltung 

untersucht, die in drei Gruppen eingeteilt wurden. Als junge Kontrollgruppe wurden NMRI-

Mäuse im Alter von 1 Monat von Charles River, Sulzbach, Deutschland, bezogen und für die 

letzten zwei Fütterungsmonate in die Studie mit einbezogen. Tab. 3.7 zeigt die Gruppeneintei-

lung der Studie. Die Futterpellets mit einer Konzentration von 1,6 g/kg ExGrape Res/1,6 g Hy-

tolive wurden analog zu den zuvor beschriebenen Studien auf Grundlage der C1000 mod. Diät 

(Altromin, Lage, Deutschland) hergestellt, welches auch in dieser Studie als Kontrollfutter ein-

gesetzt wurde. Die eingesetzten Enrichment-Maßnahmen werden in Abschnitt 3.2.7 näher be-

schrieben.  

 

Tab. 3.7: Gruppen der Langzeitstudie mit RO und ROEn in NMRI-Mäusen.  Angegeben sind Gruppenname, 

Alter und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung 

 Gruppe Alter Anzahl Verabreichung in Futterpellets 

Jung 1 Monat 20 C1000 mod. über 2 Monate 

Alt 12 Monate 29 C1000 mod. über 6 Monate 

Alt RO 12 Monate 28 C1000 mod. + 1,6 g/kg ExGrape Res/1,6 g Hytolive über 6 Monate  

Alt ROEn 12 Monate 
27 C1000 mod. + 1,6 g/kg ExGrape Res/1,6g Hytolive + Environmental 

Enrichment über 6 Monate 

 

Vor und nach der Fütterungsperiode wurden Verhaltenstests zur Gedächtnisleistung und Moto-

rik durchgeführt. Die Erfassung der Gedächtnisleistung erfolgte anhand des 1-Trial- und 2-

Trial-Y-Maze Tests und des Passive Avoidance Tests. Aufgrund einer starken Erinnerungsleis-

tung der Mäuse an einen einmaligen Schock wurde der Passive Avoidance Test nur am Ende 

der Fütterungsperiode durchgeführt. Die motorische Leistung, erfasst durch den Rotarod Test, 

wurde vor und nach der Fütterungsperiode untersucht. Das Studiendesign folgte dem in Abb. 
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3.1 gezeigten Schema. Neben der Erfassung der mitochondrialen Funktion erfolgten Genex-

pressionsanalysen im Hirngewebe der Mäuse mittels quantitativer real-time PCR. 

 

ExGrape Res, Hytolive und Environmental Enrichment im AD-Mausmodel 

Für die Untersuchung des Effekts der Kombination aus ExGrape Res, Hytolive und Environ-

mental Enrichment im AD-Modell Thy-1-APP751SL wurden Thy-1-APP-transgene Tiere in der 

Kleintierhaltung des Pharmakologischen Instituts gezüchtet und genotypisiert. Die Genotypi-

sierung der Mäuse erfolgte mittels PCR von einer Schwanzbiopsie (Mäuse im Alter von 

≥ 6 Wochen) vor Studieneinteilung und wurde nach Beenden der Studie mit einer frischen 

Schwanzbiopsie nochmals überprüft. Thy-1-APP-transgene Tiere (Männchen und Weibchen) 

wurden in drei Gruppen eingeteilt. Als Kontrollgruppen dienten Thy-1-APP-Wildtyp Mäuse 

(Männchen und Weibchen) (Tab. 3.8). Die Intervention erfolgte im AD-Modell für 8 Wochen 

beginnend mit einem Alter von 1-2 Monaten. Analog zur NMRI-Studie wurden Futterpellets 

mit 1,6 g ExGrape Res/1,6 g Hytolive auf Basis der C1000 mod. Diät (Altromin, Lage, 

Deutschland) eingesetzt. Die zusätzlich eingesetzten Enrichment-Maßnahmen werden in Ab-

schnitt 3.2.7 näher beschrieben.  

 

Tab. 3.8: Gruppen der AD-Studie mit RO und ROEn im Mausmodel Thy-1-APP. Angegeben sind Gruppen-

name, Alter und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung

 Gruppe Alter Anzahl Verabreichung in Futterpellets 

Wildtyp 1-2 Monate 17 C1000 mod. über 2 Monate 

APP 1-2 Monate 18 C1000 mod. über 2 Monate 

APP RO 1-2 Monate 17 C1000 mod. + 1,6 g/kg ExGrape Res/1,6 g Hytolive über 2 Monate  

APP ROEn 1-2 Monate 
15 C1000 mod. + 1,6 g/kg ExGrape Res/1,6 g Hytolive + Environmental 

Enrichment über 2 Monate 

 

Zusätzlich zu der Untersuchung der mitochondrialen Funktion und der Gedächtnisleistung und 

Motorik in Verhaltenstests wurde der Burrowing Test und der Nesting Test zur Erfassung der 

Beeinträchtigung von Alltagsaktivitäten eingesetzt. Beide Tests erfordern eine Einzelhaltung 

der Tiere über Nacht, welche zu einer Entfremdung der zuvor in einem Käfig gehaltenen Tiere 

führen kann. Aufgrund der Aggressivität der Thy-1-APP-Männchen gegenüber fremden Männ-

chen, wurden die basalen Tests folglich nur mit weiblichen Mäusen durchgeführt. Eine Zusam-

mensetzung von Männchen nach der Einzelhaltung über Nacht hätte zu Rangkämpfen mit To-

desfolge führen können. Nach Abschluss der Fütterungsperiode wurden die Tests mit beiden 

Geschlechtern durchgeführt. 
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3.2.4.3 Lebenszeitstudie mit ExGrape Acy in C57BL/6J-Mäusen 

In der Lebenszeitstudie mit ExGrape Acy wurden 100 männliche C57BL/6J-Mäuse von Charles 

River, Sulzbach, Deutschland, bezogen und im Alter von 6 Monaten in zwei Gruppen eingeteilt 

(Tab. 3.9). Abweichend zu den bisher beschriebenen Studiendesigns erstreckte sich die Verab-

reichungsperiode mit 2 mg/ml ExGrape Acy im Trinkwasser über die gesamte Lebenszeit der 

Mäuse. Die Trinklösungen wurden als alleinige Flüssigkeitsquelle eingesetzt. Auf Basis der 

geschätzten täglichen Flüssigkeitsaufnahme entspricht die Verabreichung einer Dosis von 

200 mg/kg ExGrape Acy. Die Trinkflaschen wurden alle 3-4 Tage erneuert. Zur Verbesserung 

der Haltbarkeit und Stabilität der Trinklösungen erfolgte ein Zusatz von 2,7 mg/ml Kaliumsor-

bat und 1,2 mg/ml Citrat. In einem 3-Monatsintervall wurden Verhaltenstests zur Gedächtnis-

leitung und Motorik durchgeführt. Für die Tests, die zunächst den Passive Avoidance Test und 

den Rotarod Test umfassten, wurde eine Untergruppe von 15 Tieren herangezogen. Basale 

Leistungswerte vor Verabreichungsbeginn konnten für die motorische Leistung auf dem 

Rotarod gewonnen werden. Ab einem Alter von 12 Monaten wurde die Testbatterie zur kogni-

tiven Leistung um den Social Recognition Test erweitert sowie ab dem Alter von 21 Monaten 

um den 1-Trial-Y-Maze Test. Neben den Verhaltenstests wurden zur Erstellung von Überle-

benskurven (Kaplan-Meier) die Todeszeitpunkte der Mäuse protokolliert. 

 

Tab. 3.9: Gruppen der Lebenszeitstudie mit Acy in C57BL/6J-Mäusen. Angegeben sind Gruppenname, Alter 

und Anzahl der Mäuse bei Studienbeginn sowie die Art der Verabreichung, die Kontroll-Lösung beinhaltete 

2,7 mg/ml Kaliumsorbat und 1,2 mg/ml Citrat 

Gruppe Alter  Anzahl Verabreichung im Trinkwasser bis zum Lebensende 

Kontrolle 6 Monate  50 Kontroll-Lösung 

Acy 6 Monate  50 Kontroll-Lösung + 2 mg/ml ExGrape Acy 

 

3.2.5 Genotypisierung von Thy-1-APP-transgenen Mäusen 

Der Genotyp der Thy-1-APP751SL-Mäuse, die aus der institutseigenen Zucht des Pharmakolo-

gischen Instituts entstammten, wurde mittels PCR von einer Schwanzbiopsie (Mäuse im Alter 

von ≥ 6 Wochen, Lagerung bei -20°C) bestimmt. Zur Isolierung der DNA wurden die Schwanz-

biopsien (ca. 1,5 mm) mit 100 µl einer 1:40 mit H2O (DEPC treated water) verdünnten 

1 N NaOH für 20 min bei 98°C im Thermocycler inkubiert. Nach Zugabe von 100 µl eines 

40 mM TRIS Puffers (nicht gepuffert) wurde 1 µl der Lösung mit 24 µl des PCR-Mastermix 

(Kapitel 3.1.4) vermischt. Anschließend erfolgte die Inkubation im Thermocycler (Cycler ad-

vanced Primus 25) (94°C für 15 min, gefolgt von 35 Zyklen 94 °C für 20 s, 65°C für 40 s und 

72°C für 1 min, gefolgt von 72°C für 10 min). Danach wurden die Proben mit 2 µl Blue Juice 
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versetzt und auf ein 1,5% Agarose Gel (1,2 g Agarose und 90 ml TAE versetzt mit Ethidium-

bromid) geladen. Weiterhin wurde eine DNA-Leiter bestehend aus 8 µl H2O (DEPC treated 

water), 2 µl DNA Ladder (100 bp), und 2 µl DNA Loading Buffer aufgetragen. Als Positivkon-

trolle diente eine zuvor positiv getestete Probe, als Negativ-Kontrolle H2O (DEPC treated wa-

ter). Die Gelelektrophorese wurde bei 90 V für 2 min gefolgt von 120 V für 45 min durchge-

führt. Die Detektion erfolgte mittels ultraviolettem Licht mit Hilfe des Molecular Imager Gel 

Doc XR-Systems. APP-transgene Thy-1-Mäuse zeigten eine Bande bei 500 bp, Thy-1-Wild-

typ-Mäuse nicht. Die Genotypisierung erfolgte vor der Tierstudie sowie nach Fertigstellung der 

Studie mit einer neuen Schwanzbiopsie zur Bestätigung der richtigen Genotypisierung und so-

mit korrekten Studieneinteilung. 

3.2.6 Verhaltenstests 

3.2.6.1 Y-Maze 

Das Y-Maze wurde, in Zusammenarbeit mit Madeleine Müller, eigens aus weißen Polyvi-

nylchlorid-Platten hergestellt. Es besteht aus drei identischen Armen (Länge: 36 cm, Höhe: 

7 cm, Breite: 5 cm), die in einem Winkel von 180° angeordnet sind und während des Tests mit 

einer Acrylplatte abgedeckt wurden (Abb. 3.2).  

Im 1-Trial-Y-Maze Test wurde die spontane Alternation in einer einzigen Testphase erfasst. 

Die Maus wurde zu Beginn des Tests in einen der drei Arme gesetzt und die Eintritte in die drei 

Arme, gekennzeichnet mit A, B, C, wurden über einen Zeitraum von 5 min erfasst. Die spon-

tane Alternationsrate, d. h. der Besuch aller drei Arme ohne vorher zum wiederholten Male 

einen der zwei anderen Arme besucht zu haben, wurde als Parameter des räumlichen Gedächt-

nisses erfasst (Abb. 3.2A). Der Eintritt wurde gewertet, wenn alle vier Pfoten in den Arm ein-

getreten waren; ein Austritt wurde gewertet, sobald die zwei Vorderpfoten den Arm verlassen 

hatten. Die Anzahl der Gesamteintritte in die drei Arme während der 5-minütigen Testphase 

gab weiterhin Aufschluss über die lokomotorische Aktivität der Mäuse. 

Im 2-Trial-Y-Maze Test wurden zwei Phasen durchlaufen (Abb. 3.2B). In der 1. Phase über 

5 min wurde ein Arm des Y-Mazes mit einer kleinen weißen Polyvinylchlorid-Platte verschlos-

sen und die Maus konnte für 5 min beide offenen Arme erkunden. Daraufhin wurde die Maus 

zurück in ihren Käfig gesetzt. Nach 2 h wurde die Maus erneut für 5 min in den Startarm des 

Y-Mazes positioniert, in dem nun alle drei Arme zugänglich waren. Die Aufenthaltszeit in dem 

alten Arm (zugänglich in 1. Phase) und die Aufenthaltszeit in dem neuen Arm (verschlossen in 

1. Phase) wurde erfasst. Der Eintritt in einen Arm wurde analog zum 1-Trial-Ansatz gewertet, 
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wenn alle vier Pfoten in den Arm eingetreten waren; ein Austritt sobald die zwei Vorderpfoten 

den Arm verlassen hatten.  

 

 

Abb. 3.2: Aufbau der Y-Maze Tests. A: Der 1-Trial-Y-Maze Test bestand aus einer 5-minütigen Phase in der die 

spontane Alternationsrate erfasst wurde, B: Der 2-Trial-Y-Maze Test umfasste zwei 5-minütige Phasen. In der 

1. Phase wurde ein Arm verschlossen und in der 2. Phase die Aufenthaltszeit in dem zuvor verschlossenen Arm 

(neuer Arm) mit dem zuvor geöffneten Arm (alter Arm) über die Diskriminierungsrate verglichen. 

 

Die Diskriminierungsrate [Aufenthaltszeit neuer Arm/Aufenthaltszeit alter Arm + neuer 

Arm]*100 lieferte Aufschluss über die Gedächtnisleistung der Maus, die von Natur aus einen 

unbekannten Arm vorrangig erkunden würde. Die Startarme und nicht zugänglichen Arme des 

Y-Mazes wurden zwischen den Mäusen variiert. Nach jeder Maus wurde das Y-Maze mit 70 % 

Ethanol gereinigt. 

 

Diskriminierungsrate in der 2. Phase:

Aufenthaltszeit neuer Arm *100

Aufenthaltszeit alter Arm + neuer Arm]

A

A

B C

ABC = 1 Alternation

ABA = keine Alternation

ABCABA = 3 Alternationen

Alternationsrate:

Anzahl Alternationen  *100

(Gesamteintritte-2)

A

B C

neuer Arm

B C

1. Phase: 2 Arme geöffnet 2. Phase: alle 3 Arme geöffnet

alter Arm

A
1-Trial-Y-Maze Test

B
2-Trial-Y-Maze
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3.2.6.2 Social Recognition Test 

Der Social Recognition Test beruht auf der sozialen Wiedererkennung. Der Test wurde in einem 

3-Kompartimentmodell in einem open field (2/3 eines 75*75 cm2 Aufbaus) durchgeführt (Abb 

3.3).  

 

 

Abb 3.3:Aufbau des Social Recognition Tests.  Der Test wurde in einem 3-Kompartimentmodell (2/3 eines 

75*75 cm2 open field) durchgeführt und unterteilte sich in eine 1. und 2. Phase. Die Kontaktzeiten der Testmaus 

mit bekannten/unbekannten Mäusen wurde jeweils über 5 min erfasst. Die Gedächtnisleistung wurde in der 

2. Phase über die Kontaktzeit mit S1 (bekannte Maus) gegenüber S2 (unbekannte Maus) sowie der Berechnung 

des Social Recognition Indexes erfasst. 

 

In den beiden äußeren Kompartimenten wurde jeweils in der Mitte ein Gitterkäfig aufgestellt 

unter den eine Maus platziert werden kann. Der Test durchlief zwei 5-minütige Phasen, die von 

einer 15-minütigen Pause getrennt sind. In der 1. Phase wurde einer der Gitterkäfige mit einer 

Maus bestückt, die der Testmaus bisher unbekannt war (S1). Der andere Gitterkäfig blieb leer. 

Die Testmaus wurde in das mittlere leere Kompartiment gesetzt und für 5 min beobachtet. Da-

nach wurden alle Mäuse für 15 min aus dem open field genommen. In der 2. Phase wurden 

beide Gitterkäfige besetzt, der erste mit der schon bekannten Maus (S1) und der zweite mit 

einer neuen, der Testmaus unbekannten Maus (S2). Die Testmaus wurde wie zuvor in die Mitte 

des Systems gesetzt und für 5 min beobachtet. Dabei wurden Parameter wie die Aufenthaltszeit 

in den beiden äußeren Kompartimenten, die Kontaktzeit mit dem jeweiligen Gitterkäfig und 

Faktoren wie längeres Putzen oder Erstarren (Freezing) von zwei Beobachtern notiert. Eine 

höhere Aufenthaltszeit bzw. Kontaktzeit mit der unbekannten Maus (S2) verglichen mit der 

bekannten Maus (S1) in der 2. Phase wird mit einer sozialen Wiedererkennungsleistung und 

Testmausunbekannte 

Maus, S1

Testmausbekannte 

Maus, S1

1. Phase

Kontaktzeit mit S2 und leerem Käfig

2. Phase

1. Kontaktzeit mit S1 und S2

2. Social Recognition Index: 

Kontaktzeit [S2/(S1+S2)]*100

unbekannte 

Maus, S2
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somit mit einer Gedächtnisleitung assoziiert. Für diese Beurteilung hat sich in eigenen Unter-

suchungen die Kontaktzeit als konstanterer Parameter als die Aufenthaltszeit herausgestellt, 

sodass diese zusammen mit dem Social Recognition Index, berechnet aus Kontaktzeit 

[S2/(S1+S2)]*100 angegeben wird. Das 3-Kammersystem sowie die Gitterkäfige wurden nach 

jeder Maus sowie zwischen 1. und 2. Phase mit 70 % Ethanol gereinigt. 

 

3.2.6.3 Passive Avoidance Test 

Im Passive Avoidance Test sollte die Erinnerung an einen zuvor induzierten leichten elektri-

schen Schock untersucht werden. Der Passive Avoidance Apparat (Ugo Basile Srl, Gemoni, 

Italien) besteht aus einem 2-Kammersystem, bei dem eine hell erleuchtete Kammer von einer 

abgedunkelten Kammer durch ein verschließbares Tor getrennt sind (Abb. 3.4).  

 

 

Abb. 3.4: Aufbau des Passive Avoidance Tests. Der Test wird in einem 2-Kammersystem durchgeführt, das zwei 

Kammern durch ein verschließbares Tor abtrennt. Die linke Kammer wird über eine Lampe hell erleuchtet und die 

andere ist abgedunkelt. A: Am Tag 1 wird die Übertrittszeit (Prä Step-through latency) von der erleuchteten in die 

abgedunkelte Kammer erfasst. Nach Übertritt in die dunkle Kammer wird ein leichter elektrischer Schlag über den 

aus Gitter bestehenden Boden verabreicht. B: Am Tag 2 wird erneut die Übertrittszeit (Post Step-through latency) 

erfasst, jedoch kein elektrischer Schlag vermittelt. Eine hohe post Step-through latency ist mit einem Langzeitge-

dächtnis assoziiert. 

 

Setzt man die Maus in die erleuchtete Kammer flüchtet sie ihrer Natur entsprechend in die 

dunkle Kammer. Bei dem Eintritt in die dunkle Kammer wird das Tor geschlossen und ein 

leichter elektrischer Schock wird über den aus Gitter bestehenden Boden verabreicht. Zu einem 

A
Tag 1

Prä Step-through latency

B
Tag 2

Post Step-through latency
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späteren Zeitpunkt, üblicherweise nach 24 h, wird das Erinnerungsvermögen an den Schock 

getestet, in dem die Maus erneut in die erleuchtete Kammer gesetzt wird. Die Zeit bis zum 

Übertritt in die dunkle Kammer (Step-through latency) nach dem Schock (post) wird mit der 

Zeit bis zum Übertritt vor dem Schock (prä) verglichen. Eine hohe post Step-through latency 

wird mit einem hohen Langzeiterinnerungsvermögen verbunden. Am 1. Tag wurde das Tor 30 s 

nach dem Hineinsetzen der Maus in die erleuchtete Kammer automatisch geöffnet. Bei dem 

Übertritt der Maus in die dunkle Kammer wurde über eine Wippe das Signal zum Schließen 

der Tür gegeben und ein elektrischer Schock für 2 s vermittelt. Für NMRI-Mäuse lag dieser 

nach Vorversuchen bei einer Stärke von 0,5 mA, für C57BL/6J-Mäuse bei einer Stärke von 

0,2 mA. Bei jenen Mäusen, die 180 s in der erleuchteten Kammer verblieben, wurde der Ver-

such abgebrochen und die Tiere wurden vom Versuch ausgeschlossen. Nach 24 h wurden er-

folgreich konditionierte Mäuse erneut in die erleuchtete Kammer gesetzt, das Tor öffnete sich 

5 s danach automatisch und die post Step-through latency wurde erfasst. Mäuse, die beim post 

Test 300 s in der erleuchteten Kammer verbleiben, wurden dem Höchstwert von 300 s zuge-

ordnet und der Test wurde beendet.  

 

3.2.6.4 Rotarod Test 

Der Rotarod Test beruht auf der Fortbewegung auf einer zunehmend schneller rotierenden 

Stange. Die Latency to fall gibt dabei an, wie lange sich die Testmaus auf der rotierenden Stange 

halten kann und gibt somit Auskunft über Kondition, Koordination und Balance. Der Test 

wurde auf dem Penlab Rotarod (Harvard apparatus, USA) mit aufsteigender Geschwindigkeit 

(von 1 rpm bis 40 rpm in 1 min) durchgeführt (Abb. 3.5). 

 

 

Abb. 3.5: Aufbau des Rotarod Tests.  Fotographische Abbildung des Penlab Rotarods (links), einer Maus wäh-

rend der Testphase auf dem Rotarod (Mitte) und vereinfachte graphische Veranschaulichung (rechts). 

 

1 rpm 40 rpm in 1 min
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Die Mäuse wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen für jeweils drei Durchläufe auf das 

Rotarod gesetzt und die Latency to fall erfasst. Zwischen den drei Durchläufen lag eine 15-

minütige Pause. Gewertet wurde die mittlere Latency to fall aus den drei Durchläufen des Tages 

mit der besten Leistung (Tag 2 oder Tag 3). Ein Verhalten der Maus, das zum frühzeitigen 

Runterfallen von der Rolle führte, wie z. B. das Umdrehen auf der Rolle führte zum Ausschluss 

des Einzelwertes. 

3.2.6.5 Alltagsaktivitäten (Burrowing und Nesting) 

Im Thy-1-APP-Mausmodell sollte getestet werden, inwieweit Beeinträchtigungen in spezies-

typischen Verhaltensweisen auftreten, die gleichwertig zu Beeinträchtigungen von Alltagsakti-

vitäten sind, die mit der AD beim Menschen assoziiert sind. Das Burrowing und das Nesting 

sind zwei sensitive und gut charakterisierte Tests, die Aufschluss über beeinträchtigte Alltags-

aktivitäten geben können (Deacon 2012).  

 

Der Nesting Test beruht darauf, dass sowohl weibliche als auch männliche Mäuse aus Gründen 

der Thermoregulation und Fortpflanzung Nestbau betreiben. Für den Test wurde ein Nestlet aus 

Baumwolle (5 cm2 Quadrat) in einen Käfig mit Eintreu positioniert.  

Jeweils eine Maus wurde 1 h vor Beginn der Dunkelphase in den bestückten Käfig gesetzt und 

der Nestbau am nächsten Tag anhand einer Bewertungsskala von 1-5 von zwei unabhängigen 

Personen bewertet (Abb 3.6).  

 

 

Abb 3.6: Bewertungsskala für den Nesting Test.  Die Nestlets wurden anhand eines Scoresystems von 1-5 nach 

Deacon (2012) bewertet. Für den Score 1 und 5 sind Beispielfotografien aus der Fütterungsstudie mit Thy-1-APP-

Mäusen abgebildet. 

Score 1

Score 5

Score 1: > 90 % intaktes Nestlet

Score 2: 50-90 % intaktes Nestlet

Score 3: < 50 % intaktes Nestlet,

< 90 % befindet sich in einem Viertel des Käfigs

Score 4: Identifizierbares, aber flaches Nest mit < 50 % der Seiten 

höher als Körpergröße der Maus

> 90 % des Nestlets sind zerrissen

Score 5: Nahezu perfektes Nest, Krater mit > 50 % der Seiten höher 

als Körpergröße der Maus 

> 90% des Nestlets sind zerrissen
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C57BL/6-Mäuse bauen üblicherweise Nester mit einem Score von 4-5 (Deacon 2012). 

Der Burrowing Test beruht auf der Beobachtung, dass Mäuse, die über Nacht einen Behälter 

mit Futterpellets in den Käfig gestellt bekommen, diesen bis zum nächsten Morgen ausräumen. 

C57BL/6-Mäuse räumen typischerweise ca. 200 g Futterpellets über Nacht aus. Mäuse mit 

Hirnschäden zeigen dagegen eine geringere Burrowing-Aktivität (Deacon 2012). Der Burro-

wing-Behälter war eine ca. 20 cm lange, graue Polypropylen-Röhre, mit einem Durchmesser 

von ca. 6,7 cm (Eigenbau von Carmina Schäfer). Eine Seite wurde durch einen Mutterstopfen 

verschlossen und die offene Seite durch zwei 5 cm lange Schrauben erhöht. Die Burrowing-

Röhren wurden mit 200 g zerkleinerten Futterpellets gefüllt und in einen Käfig mit Eintreu 

positioniert. Drei Stunden vor Beginn der Dunkelphase wurde jeweils eine Maus in den be-

stückten Käfig gesetzt und am nächsten Morgen das in der Röhre verbliebene Futter gewogen. 

3.2.7 Environmental Enrichment 

In den Fütterungsstudien, die eine Intervention mit Environmental Enrichment zur körperlichen 

und geistigen Anregung einschlossen, wurden die Käfige mit einem Laufrad und einer geistig 

anregenden Umgebung ausgestattet (Abb. 3.7).  

 

Abb. 3.7: Environmental Enrichment im Vergleich zur normalen Käfighaltung.  A: Käfig ohne Enrichment-

Maßnahmen B: Käfig mit Enrichment-Maßnahmen wie Häuschen, Schaukel mit oder ohne Röhre, begehbarer 

Ball, Rolle zum Benagen, DUPLO-Steine, Nestlets (nur bei NMRI-Mäusen), 2-stöckiges Labyrinth und Laufrad; 

Beispielfotografien aus der Studienphase mit Enrichment-Intervention. 

 

Zum Environmental Enrichment gehörten Häuschen, eine Schaukel mit oder ohne Röhre, ein 

begehbarer Ball, eine Rolle zum Benagen, DUPLO-Steine, Nestlets (nur bei NMRI-Mäusen) 

A
Käfig ohne Environmental Enrichment

B
Käfig mit Environmental Enrichment
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und ein 2-stöckiges Labyrinth aus 2*12 Einzelkompartimenten, die individuell zusammenge-

fügt werden konnten. Die Anordnung des Labyrinths und die weiteren Enrichment-Maßnahmen 

wurden bei der Thy-1-APP-Studie alle zwei Wochen und bei der NMRI-Studie einmal im Mo-

nat gewechselt. 

 

3.2.8 Isolation von Mitochondrien aus Gehirngewebe 

Für die respiratorischen Messungen im Oxygraph-2k wurden Mitochondrien aus dem Gehirn-

gewebe im Respirationsmediums MiR05, supplementiert mit einem Proteaseinhibitor (PI, cOm-

plete Protease Inhibitor Cocktail Tablette), isoliert. Zunächst wurden ca. 80-120 mg Hirnge-

webe in 2 ml MiR05 + PI in einem Potter Homogenisator (800 rpm) homogenisiert. Um Zell-

trümmer zu entfernen folgte eine Zentrifugation bei 1.400 g und 4°C für 7 min, sowie eine wei-

tere Zentrifugation des Überstands bei 1.400 g für 3 min zum Waschen. Nach einer Zentrifuga-

tion des resultierenden Überstands bei 10.000 g und 4°C für 5 min wurden die im Zellpellet 

befindlichen Mitochondrien in 1 ml MiR05 + PI gelöst und erneut mittels Zentrifugation bei 

1.400 g und 4°C für 3 min gewaschen. Im letzten Schritt wurden die Mitochondrien im Zell-

pellet mittels Zetrifugation bei 10.000 g für 5 min und 4°C gesammelt und in 250 µl 

MiR05 + PI gelöst. 80 µl der Mitochondriensuspension wurden in eine Kammer des Oxygraph-

2k eingespritzt. Die verbleibende Suspension wurde für die Bestimmung des Proteingehalts und 

Citratsynthase-Aktivitäts-Messungen bei -80°C gelagert. 

 

3.2.9 Herstellung dissoziierter Hirnzellen 

Für die mechanische Herstellung dissoziierter Hirnzellen wurde eine Hemisphäre eines Maus-

hirns zunächst in eiskaltem Medium 1 gewaschen. Nach der Zerkleinerung mit einem Skalpell 

in 2 ml eiskaltem Medium 1 und Zugabe weiterer 2 ml des Mediums, erfolgte die Dissoziation 

durch zwei Nylonsiebe mit unterschiedlicher Maschenweite. Zunächst wurde die Flüssigkeit 

mit dem zerkleinerten Hirngewebe unter Zuhilfenahme einer Pasteurpipette durch ein Sieb mit 

einem Durchmesser von 200 µm in ein Becherglas mit 20 ml Medium 1 gedrückt. Die resultie-

rende Suspension wurde mittels Pasteurpipette über ein Sieb mit einem Durchmesser von 

102 µm weiter dissoziiert. Zum Waschen der Hirnsuspension erfolgten drei Zentrifugations-

schritte bei jeweils 2.000 rpm für 5 min bei 4° C. Der Überstand wurde zweimal verworfen, das 

Zellpellet in 10 µl eiskaltem Medium 2 aufgenommen und mittels Pasteurpipette resuspendiert. 

Nach der dritten Zentrifugation wurde das Zellpellet in 4,5 ml vorgewärmtem DMEM (ohne 
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Zusätze) resuspendiert. Von der fertigen Zellsuspension wurden jeweils 50 µl in 2*6 Wells ei-

ner 96-Well-Zellkulturplatte ausgesät (für ATP-Messungen) und 250 µl in 2*6 Wells einer 24-

Well-Zellkulturplatte (für MMP-Messungen). Jeweils die Hälfte der Zellen wurden mit SNP, 

gelöst in DMEM, behandelt. Die andere Hälfte der Zellen erhielt das gleiche Volumen DMEM. 

Die fertigen dissoziierten Hirnzellen weisen eine stabile Viabilität von ca. 14 h auf. 

Die SNP-Konzentration lag für die Schädigung der dissoziierten Zellen für MMP-Messungen 

jeweils bei 2 mM (5 µl der 100 mM SNP-Lösung); für ATP-Messungen an C57BL/6J- und 

NMRI-Mäusen bei 0,1 mM (1 µl der 5 mM SNP-Lösung) und an Thy-1-APP-Mäusen bei 

0,5 mM (1 µl der 25 mM SNP-Lösung). Die Zellkulturplatten wurden für 3 h bei 37°C und 

5 % CO2 inkubiert. 

 

3.2.10 Quantitative real-time PCR 

Isolation von RNA aus Gewebe 

Die Isolation von RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Quiagen, Hilden) aus 20-

30 mg Hirn- und Lebergewebe, das bis zur Verarbeitung bei -80°C gelagert wurde. Alle Zen-

trifugationsschritte erfolgten in der Zentrifuge 1-16K (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Oste-

rode am Harz). Das Gewebe wurde in RLT-Puffer (mit 10 µl/ml β-Mercaptoethanol) mit einem 

Handpotter homogenisiert und nachfolgend mit 590 µl RNAse-freiem H2O und 10 µl Protein-

kinase K (20 mg/ml) versetzt. Nach einer Inkubation bei 55°C unter Schütteln (300 rpm) für 

10 min wurden die Proben bei 14.500 rpm und Raumtemperatur für 3 min zentrifugiert. Im 

nächsten Schritt wurde der Überstand abgenommen und mit 450 µl Ethanol (100 %) versetzt. 

Nach vorsichtigem Vermischen mit der Pipette wurden 700 µl der Suspension auf eine RNeasy 

Säule in einem 2 ml Reaktionsgefäß transferiert. Nach Zentrifugation bei 1.000 rpm für 30 s 

wurde der Durchfluss verworfen und der Vorgang für das Hirngewebe mit der restlichen Sus-

pension wiederholt. Nachfolgend wurden 700 µl RW1 Puffer auf die Säule gegeben, wiederum 

bei 10.000 rpm für 15 s zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der Zentrifugationsschritt 

wurde nach Zugabe von 500 µl RPE Puffer noch einmal wiederholt. Nach erneuter Zugabe von 

500 µl RPE Puffer auf die Säule erfolgte eine Zentrifugation bei 11.000 rpm für 2 min und 

nachfolgend für bei 14.500 rpm für 1 min. Anschließend wurde die Säule in ein neues Reakti-

onsgefäß überführt und mit 30 µl RNAse-freiem H2O versetzt um die isolierte RNA von der 

Säule zu spülen. Nach Zentrifugation bei 1.000 rpm für 1 min wurden nochmals 30 µl RNAse-

freies H2O auf die Säule gegeben und erneut bei 1.000 rpm für 1 min zentrifugiert. Schließlich 

erfolgte eine Zentrifugation bei 11.000 rpm um den Übergang der kompletten Flüssigkeit in das 

Eluat zu gewährleisten. Nachfolgend wurde am Nanodrop 2000c die RNA-Konzentration (1 µl 
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unverdünnt) bestimmt und die Reinheit der Isolation kontrolliert. Die Reinheit der RNA wurde 

über die Quozienten A260/A280 (1,8-2,0) und A260/A230 (> 1,5) kontrolliert.  

Für die RNA aus Hirngewebe der NMRI-Mäuse wurde weiterhin eine DNase-Behandlung mit-

tels TURBO DNA free Kit (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) durchgeführt. Zu 50 µl RNA 

(< 200 µg/ml) wurden 5 µl TURBO DNase-Puffer und 1 µl TURBO DNase hinzugegeben. An-

schließend erfolgte eine Inkubation bei 37°C für 30 min. Nach Ablauf der Inkubationszeit wur-

den 5 µl DNAse Inactivation Reagenz hinzugegeben und bei Raumtemperatur für 5 min inku-

biert. Nach Zentrifugation bei 10.000 g und Raumtemperatur für 90 s wurde der Überstand ab-

genommen und die RNA-Konzentration sowie Reinheit am Nanodrop 2000c wie zuvor be-

schrieben ermittelt.  

Die mRNA wurde entsprechend der bestimmten Konzentration für die cDNA-Synthese aliquo-

tiert (250 ng RNA pro Syntheseansatz) und bei –80°C gelagert. 

 

Herstellung von cDNA 

Die Synthese der cDNA erfolgte mit Hilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Mün-

chen). Zur Herstellung der cDNA wurden die RNA-Aliquots (250 ng RNA) aufgetaut und mit 

RNAse-freiem H2O auf 10 µl aufgefüllt. Zu jeder Probe wurden daraufhin 10 µl Mastermix, 

bestehend aus 5 µl RNase-freiem H2O, 4 µl iScriptase Reaction Mix und 1 µl iScript Reverse 

Transcriptase, hinzugegeben. Anschließend erfolgte die Inkubation im Thermocycler (Cycler 

advanced Primus 25) (5 min bei 25 °C, 30 min bei 42°C und 5 min bei 85°C, Deckeltemperatur 

105°C). Die fertige cDNA wurde in Aliquots bei -80°C gelagert. 

 

Durchführung der quantitativen real-time PCR 

Die mRNA-Expression (Genexpression) wurde mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) mit 

Hilfe von Target spezifischen Primern am real-time PCR Detection System CfX96 Kit (Bio-

Rad, München) gemessen. Dazu wurden die Aliquots der bei -80°C gelagerten cDNA zunächst 

aufgetaut und 1:2 mit RNase -freiem H2O verdünnt. Auf eine 96-Well PCR-Platte (Hard-Shell) 

wurden 8 µl pro Well des Mastermixes bestehend aus 5 µl SYBR Green Supermix und verdünn-

tem Primer Stock (Kapitel 1.1.1) aufgetragen. Die verdünnte cDNA wurde im Anschluss in 

einem Volumen von 2 µl pro Well in Tripletts hinzugegeben. Als Kontrolle diente RNase-freies 

H2O. Die PCR-Platte wurde mit einer Klebefolie verschlossen und im Thermocycler inkubiert. 

Nach einer Inkubation über 3 min bei 95°C (Aktivierung der Polymerase und initiale Denatu-

rierung), erfolgte für die meisten Gene eine Inkubation für 10 s bei 95°C (Denaturierung), 45 s 
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bei 58°C (Annealing), 29 s bei 72°C (Elongation) für 45 Zyklen. Abweichend davon wurde das 

Annealing bei SIRT 3 für 30 s bei 60 °C durchgeführt.  

Die Auswertung erfolgte mittels der 2-ΔΔCq Methode mit Hilfe des BioRad CFX Manager (Bi-

oRad, München) und Biogazelle qBase+ (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgien). 

3.2.11 Messung des mitochondrialen Membranpotenzials 

Die Messung des MMPs erfolgte fluorimetrisch nach Zugabe des positiv geladenen Fluores-

zenzfarbstoffes Rhodamin 123 (R 123). Der Membranfarbstoff lagert sich entsprechend der 

Protonendichte an der inneren Mitochondrienmembran an und seine Emission ist proportional 

zur Elektronegativität der inneren Mitochondrienmembran. Das MMP wurde in 24-Well Zell-

kulturplatten nach Aussaat (Kapitel 3.2.1.4) und Inkubation (Kapitel 3.2.2.2) von PC12-Zellen 

bzw. Aussaat von dissoziierten Hirnzellen (Kapitel 3.2.9) mittels Zugabe von 0,4 µM R 123 

(10 µl bzw. 5 µl R 123 [20 µM]) bestimmt. Nach 15 min Inkubation im Brutschrank bei 37°C 

und 5 % CO2 wurde die Reaktion mit 500 µl bzw. 250 µl/pro Well HBSS gestoppt. Nach Zent-

rifugation bei 1.500 rpm bzw. 3.000 rpm für 5 min bei Raumtemperatur wurde die Flüssigkeit 

abgesaugt und die Zellen erneut mit 500 µl bzw. 250 µl/pro Well HBSS versorgt. Die Fluores-

zenz in jedem Well wurde im Victor X3 2030 Multilable Reader (Exzitation 490 nm/Emmision 

535 nm) in vier aufeinanderfolgenden Messungen erfasst. Für die dissoziierten Hirnzellen er-

folgte direkt vor der Messung eine Resuspendierung der Zellen sowie spätere Normierung des 

MMPs auf den Proteingehalt. Bei den PC12-Zellen wurde zuvor eine definierte Zellzahl von 

200.000 Zellen ausgesät. 

3.2.12 Messung der ATP-Konzentration 

Die ATP-Konzentration wurde in 96-Well-Zellkulturplatten (white walled) nach Aussaat (Ka-

pitel 3.2.1.4) und Inkubation (Kapitel 3.2.2.2) von PC12- und HepG2-Zellen bzw. Aussaat von 

dissoziierten Hirnzellen (Kapitel 3.2.9) mit dem ViaLight Plus Bioluminescence Kit (Lonza, 

Walkersville, USA) bestimmt. Die Messung beruht auf der Umsetzung von ATP und Luciferin 

zu Licht mittels Luciferase. Die entstehende Biolumineszenz ist proportional zur ATP-Kon-

zentration. Über einen ATP-Standard (0,01-5 µM) kann die ATP-Konzentration in den Wells 

bestimmt werden. Es werden zunächst 50 µl (PC12- und HepG2-Zellen) bzw. 25 µl (dissozi-

ierte Hirnzellen) Cell Lysis Reagent zur Zellsuspension gegeben, um ATP aus den Zellen zu 

extrahieren. Nach 10 min Inkubation erfolgte die Zugabe von 100 µl bzw. 50 µl ATP Monito-

ring Reagent plus. Die Biolumineszenz wurde nach 5 min im Victor X3 2030 Multilable Reader 

erfasst. Die ATP-Konzentration in dissoziierten Hirnzellen wurde auf den Proteingehalt bezo-

gen. PC12- und HepG2-Zellen wurden zuvor in definierter Zellzahl ausgesät. 
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3.2.13 Respiratorische Messung (Oxygraph-2k) 

Die Untersuchung der mitochondrialen Atmung erfolgte mittels dem Oxygraph-2k System 

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Österreich). Das System verfügt über zwei unabhängige 

Kammern, in denen der Sauerstoffverbrauch im Zeitverlauf nach Zugabe von Substraten, Ent-

kopplern und Inhibitoren der mitochondrialen Atmung gemessen wird. Dadurch kann man mi-

tochondriale Atmungsaktivitäten (u. a. einzelne Komplexaktivitäten) von zwei Proben erfassen 

und miteinander vergleichen. Respiratorische Messungen erfolgten in PC12-Zellen nach Inku-

bation mit den Testsubstanzen (Kapitel 3.2.2.3) und in isolierten Hirnmitochondrien (Kapitel 

3.2.3.1). Vor der Messung wurden jeweils 2,4 ml MIR05 (37 °C) in die Kammern gegeben und 

für ca. 30 min äquilibriert. Für die Messung an isolierten Hirnmitochondrien wurden nach 

Schließung der Kammern und Stabilisierung des Signals 80 µl Mitochondriensuspension in die 

Kammern eingespritzt und äquilibriert. Für die Messung an Zellen wurde das MIR05 komplett 

entfernt und durch 2,4 ml Zellsuspension [106 Zellen/ml MIR05] ersetzt und äquilibriert (en-

dogene Atmung). Weiterhin erfolgte zusätzlich eine Permeabilisierung der intakten Zellen mit 

Digitonin [10 µg/106 Zellen] nach Stabilisierung der endogenen Atmung. Für beide Suspensi-

onsarten folgte daraufhin die Zugabe von Komplex 1-Substraten. Hirnmitochondrien erhielten 

Pyruvat [5 mM] und Malat [2 mM]; Zellen erhielten Glutamat [10 mM] und Malat [2 mM] 

(Leak-Atmung ohne ADP, Leak (P/M)). Die nachfolgende Zugabe von ADP [2 mM] ermög-

lichte die Erfassung der Komplex I-Aktivität (KI). Nach Zusatz des Komplex II-Substrats Suc-

cinat [10 mM] wurde weiterhin die maximale physiologische Atmung (KI+KII) bestimmt. Bei 

den isolierten Hirnmitochondrien erfolgte zur Kontrolle der mitochondrialen Integrität danach 

eine Zugabe von Cyt c [10 mM]. Für beide Suspensionsarten wurde im nächsten Schritt Oligo-

mycin (Omy) [2 µg/ml] zugegeben um Komplex V zu hemmen (Leak-Atmung nach Omy-Zu-

gabe, Leak(Omy)). Zur Entkopplung der mitochondrialen Atmung wurde nachfolgend FCCP 

schrittweise hinzupipettiert [0,5 µM Schritte) bis kein weiterer Sauerstoffanstieg mehr zu mes-

sen war, sodass die maximale Aktivität des Elektronentransfersystems (ETS) erfasst werden 

konnte. Nach der Entkopplung wurde Komplex I durch die Hinzugabe von Rotenon [0,5 µM] 

gehemmt, wodurch die entkoppelte Komplex II-Atmung (KIIETS) erfasst wurde. Der weitere 

Zusatz von Antimycin A [2,5 µM] und somit Hemmung von Komplex III ermöglichte die Mes-

sung der Residual oxygen consumption (ROX), dem Sauerstoffverbrauch ohne Beteiligung der 

mitochondrialen Atmung. Im letzten Schritt wurde TMPD [0,5 mM], ein künstliches KIV-Sub-

strat, zusammen mit Ascorbat [2 mM] zur TMPD-Regeneration, hinzugegeben (Komplex IV-

Atmung (KIV)) und der Sauerstoffverbrauch nach finaler Zugabe von Natriumazid [> 100 mM] 

wurde von KIV subtrahiert. Weiterhin wurde von allen Atmungsaktivitäten ROX abgezogen. 
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Um eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff während der Messung zu gewährleisten wur-

den die Kammern zwischendurch kurz geöffnet. Dies erfolgte üblicherweise nach Zugabe von 

Oligomycin, Antimycin A und TMPD/Ascorbat. Die Integrität der isolierten Mitochondrien 

wurde als gut betrachtet, wenn die Atmung nach Zugabe von Cyt c nicht über 10 % anstieg. Ein 

Beispiel einer respiratorischen Messung mit isolierten Hirnmitochondrien ist in Abb. 3.8 dar-

gestellt. 

 

 

Abb. 3.8: Beispiel einer respiratorischen Messung (Oxygraph-2k) mit isolierten Hirnmitochondrien.  Die 

Sauerstoffkonzentration ist in blau, der Sauerstoffverbrauch in violett dargestellt. P/M: Zugabe von Pyruvat und 

Malat; Cyt c: Zugabe von Cytochrom C; Omy: Zugabe von Omy; Rot: Zugabe von Rotenon, Ama: Zugabe von 

Antimycin A, TMPD/Asc: Zugabe von TMPD und Ascorbat. 

 

3.2.14 Messung der Citratsynthase-Aktivität 

Die Citratsynthase ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert und ein quantitativer Marker 

für die Masse intakter Mitochondrien. Die Citratsynthase katalysiert die Reaktion von Acetyl-

CoA mit Oxalactetat zu Citrat und CoA-SH. Bei der photometrischen Bestimmung der Citrat-

synthase-Aktivität (CS) wird diese geschwindigkeitslimitierende Reaktion an die irreversible 

Umsetzung von Dithionitrobenzoesäure (DTNB) mit CoA-SH zu Thionitrobenzoensäure 

(TNB) und CoA-S-S-TNB gekoppelt. Die Absorption von TNB bei 412 nm nimmt linear mit 

seiner Konzentration zu und wird über 200 s im Spektrometer erfasst. Die CS wurde in isolier-

ten Maushirnmitochondrien und intakten PC12-Zellen (106 Zellen/ml) nach dem Protokoll von 

Oroboros Instruments, Innsbruck, Österreich, bestimmt. Die verwendete Mitochondrien- bzw. 

Zellsuspension war jeweils ein Aliquot der Lösung für die respiratorischen Messungen und 

wurde bis zur CS-Messung bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden 200 µl der Zellsu-

spension bzw. 10 µl der Mitochondriensuspension zu dem Reaktionsmedium für die Messung 

der CS (Kapitel 3.2.14), zusammengesetzt aus 100 µl DTNB [1,01 mM], 25 µl Triton-X-100 

[10 %], 50 µl Oxalacetat [10 mM] und 25 µl Acetyl-CoA [12,2 mM], gegeben. Dem Reakti-

onsmedium wurde H2O zugeführt, sodass ein Endvolumen von 1 ml erreicht wurde. Die Zell-

suspension und das Reaktionsmedium wurden zuvor für 5 min auf 30°C im Wasserbad er-

wärmt. Nach dem Zusammenführen von Probe und Reaktionsmedium wurde die Messlösung 



Material und Methoden 

102 

in eine Quartz Küvette überführt und sofort im Spektrometer bei 412 nm über 200 s (einfache 

Kinetik, 10 s Intervall) vermessen. Es wurden Mittelwerte aus 2-3 Messungen berechnet. Die 

spezifische CS ν wurde über die Rate der Absorptionsänderung rA unter Einbezug des Verdün-

nungsfakors der Probe in der Messlösung V über die Formel: ν [µmol/min] = (rA [min-1]/13,6 

[mM-1])*V/ml berechnet und in International Units, IU [µmol/min], normiert auf 106 Zellen 

für PC12-Zellen oder normiert auf mg Protein für Hirnmitochondrien angegeben. 

 

3.2.15 Bestimmung des Proteincarbonylgehalts 

Die Bestimmung des Proteincarbonylgehalts erfolgte mittels dem Protein Carbonyl Content 

Assay Kit (Sigma-Aldrich) und der zugehörigen Anleitung. Pro Messung wurde jeweils einer 

der zwei Aliquots des gewonnenen Zellüberstands (je 150 µl) (Kapitel 3.2.3.2) aufgetaut und 

einer Streptozozin-Behandlung unterzogen. Diese Behandlung wird in der Anleitung des Kits 

empfohlen, um eine Störung der Messung durch hohe Mengen an Nukleinsäuren zu vermeiden. 

Zu den 150 µl Zellüberstand wurden 15 µl der 10 % Streptozozin-Lösung gegeben. Nach 15-

minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 g und Raum-

temperatur für 5 min. Der resultierende Überstand wurde für die Bestimmung des Proteincar-

bonylgehalts verwendet und somit mit 100 µl DNPH bei Raumtemperatur für 10 min inkubiert. 

Nachfolgend wurden 30 µl Trichloressigsäure (TCA, 100 %) hinzugegeben und weitere 5 min 

auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch bei 13.000 g und Raumtempera-

tur für 2 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Um freies DNPH zu entfernen wurde 

das Zellpellet zweimal mit eiskaltem Aceton gewaschen. Hierzu wurde das Zellpellet nach Zu-

gabe von 500 µl des Acetons für 30 s in ein Ultraschallbad gestellt und nachfolgend für 5 min 

bei -20°C für 5 min inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 13.000 g und Raumtemperatur für 

2 min wurde das Aceton abgenommen und die Prozedur wiederholt. Anschließend wurde 

200 µl einer Guanidin-Lösung (6 M) zum Zellpellet gegeben und mittels Ultraschallbehand-

lung auf Eis homogenisiert. 100 µl dieser Lösung wurden in jeweils ein Well einer 96-Well-

Platte pipettiert. Zusätzlich wurde ein Well mit 100 µl H2O bestückt. Um Luftblasen zu entfer-

nen, die regelmäßig beim Pipettieren der Lösung in die Wells entstehen, wurde die 96-Well-

Platte anschließend bei 3.250 rpm für 20 min zentrifugiert (Zentrifuge GS-6R). Die Messung 

des Proteincarbonylgehalt wurde nachfolgend photometrisch bei 380 nm durchgeführt (Victor 

X3 Multilabel Counter). Die restliche Suspension wurde jeweils zur Bestimmung des Protein-

gehalts mittels BCA Protein Assay Kit verwendet (Kapitel 3.2.16). Die Berechnung des Pro-

teincarbonylgehalts (C [nmol/Well] erfolgte anhand der gemessenen Absorption (A380) mit fol-

gender Formel: C [nmol/Well] = (A380/6,364)*100. Die Absorption der H2O-Kontrolle wurde 
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zuvor von jeder Probe subtrahiert. Der Proteincarbonylgehalt (C [nmol/Well] wurde anschlie-

ßend auf den Proteingehalt bezogen. Es wurden jeweils Mittelwerte aus den zwei unabhängig 

voneinander aufgearbeiteten und gemessenen Aliquots (2*150 µl Zellüberstand) gebildet.  

 

3.2.16 Bestimmung des Proteingehalts 

Der Proteingehalt wurde mittels dem BCA Protein Assay Kit  (Pierce, Rockford, USA) be-

stimmt. Im alkalischen Milieu wird Cu2+ von Proteinen zu Cu+ reduziert, welches kolorime-

trisch mit Bicinchinonsäure (Bicinchinonic acid, BCA) erfasst werden kann. Nach Homogeni-

sieren der Proben mittels Ultraschallbehandlung wurden diese mit PBS verdünnt. Als Protein-

standard diente BSA (Bovine serum albumin) in einer Konzentration von 0,1-1 mg/ml. Die Pro-

teinbestimmung erfolgte in Tripletts auf einer 96-Well Platte mit 10 µl verdünnter Probe/Well. 

Es wurden nachfolgend 200 µl Arbeitslösung (Mischung aus Reagent A und B im Verhältnis 

50:1) in jedes Well gegeben und für 30 min bei 37°C inkubiert. Die Absorption bei 570 nm 

wurde am Victor 1420 Multilabel Reader gemessen und die Proteinkonzentration über die Stan-

dardreihe errechnet. 

 

3.2.17 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism Version 5.03. Die 

erhobenen Messwerte sind dargestellt als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwerts 

(± SEM). Für die statistische Überprüfung von Unterschieden zwischen zwei Messgruppen 

wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test durchgeführt, für Unterschiede zwischen mehr als 

zwei Messgruppen eine 1-way ANOVA mit dem Tukey's Multiple Comparison Test. Zum Ver-

gleich von Gruppen mit zwei oder mehr Messparametern wurde eine 2-way ANOVA mit Bon-

ferroni post Tests angewendet. Wurden im Rahmen der Tierstudien Messdaten vor und nach 

der Fütterung bzw. Zeitverläufe erhoben, wurde ein gepaarter t-Test bzw. eine repeated mea-

sures ANOVA durchgeführt. Beim Passive Avoidance, Burrowing und Nesting Test sind die 

Daten als Mittelwert (± 90 % Konfidenzintervall, KI) angegeben. Für die statistische Überprü-

fung von Unterschieden zwischen zwei Messgruppen wurde hier bei ungepaarten Daten der 

Mann Whitney Test sowie bei gepaarten Daten der Wilcoxon matched-pairs signed rank Test 

durchgeführt. Zum Vergleich von Gruppen mit zwei oder mehr Messparametern wurde der 

Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Multiple Comparison Test angewandt. Der Vergleich der Ka-

plan-Meier-Kurven in der Lebenszeitstudie erfolgte über den Log-rank Test. 
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4 Ergebnisse 

4.1 ExGrape Traubenextrakte und Olivenpolyphenole im Zellmodell 

Zunächst sollte der Einfluss der polyphenolreichen ExGrape Traubenextrakte und Olivenpoly-

phenole auf die mitochondriale Funktion im Zellmodell untersucht werden. Der anthocyanrei-

che Traubenextrakt ExGrape Acy (Acy) und das Olivenpolyphenol Hydroxytyrosol (Hy) wur-

den hinsichtlich ihrer Effekte auf die ATP-Spiegel, das MMP und die mitochondriale Atmung 

untersucht. Der bei der Alterung beobachtete gesteigerte oxidative und nitrosative Stress und 

die daraus resultierenden Beeinträchtigungen der mitochondrialen Funktion sollten mit dem 

NO-Donor SNP induziert werden. Zudem wurden verschiedene Kombinationen beider 

Testsubstanzen auf mögliche additive oder synergistische Effekte getestet. Darauffolgend sollte 

der Frage nachgegangen werden, ob der Traubenextrakt ExGrape Res (Res) mit geringerem 

Anthocyangehalt und höherem Anteil an Resveratrol und Proanthocyanidinen sowie der hydro-

xytyrosolreiche OMWW-Extrakt Hytolive (Ol) einen ausgeprägteren Schutz vor mitochondria-

ler Dysfunktion bieten.  

4.1.1 ExGrape Acy in PC12neo- und HepG2-Zellen  

Der Traubenextrakt Acy stand im Fokus der Untersuchungen und wurde hauptsächlich hin-

sichtlich seiner mitoprotektiven Eigenschaften in dem neuronenähnlichen Zellmodell PC12neo 

untersucht. Weiterhin sollte zur Prüfung von Effekten außerhalb des Gehirns ein nicht neuro-

nales Modell herangezogen werden. Die Leberzelllinie HepG2 wurde für diese Untersuchung 

ausgewählt, in denen die ATP-Spiegel nach Acy-Inkubation ermittelt wurden. 

4.1.1.1 PC12neo-Zellen 

Der Effekt einer 24 h-Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Acy auf das MMP in PC12neo-Zellen ist 

in Abb. 4.1 normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle (100 %) dargestellt. Basal (ohne 

SNP-Stress) hatte die Acy-Inkubation gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (0,025 % DMSO) 

keinen signifikanten Einfluss auf das MMP. Auf die Zugabe des Stressors SNP reagierten Acy-

unbehandelte Zellen mit einem signifikanten Rückgang des MMPs auf 80-85 %. Diese Beein-

trächtigung konnte durch die Inkubation mit 25 µg/ml Acy, 1 h vor der SNP-Schädigung be-

ginnend, signifikant abgeschwächt werden (p<0,01). 
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Abb. 4.1: MMP in PC12neo-Zellen nach Acy-Inkubation.  Das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) wurde 

mittels Rhodamin 123 in PC12neo-Zellen nach Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Acy gemessen und auf die medi-

umbehandelte Kontrolle normiert [100 %]; dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 6 unabhängigen Versuchen nach 

24 h Acy-Inkubation (basal) sowie nach 24 h Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit Acy-Inkuba-

tion beginnend 1 h vor SNP-Schädigung); #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (0,025 % DMSO, nicht darge-

stellt), aap<0,01 vs. SNP-Schädigung ohne Acy [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; 

Lösungsmittelkontrollen unterschieden sich nicht signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle [100 %], one 

sample t-test (nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe von Christina Plank erhoben. 

 

 

Der Effekt von Acy auf die ATP-Spiegel der PC12neo-Zellen wurde nach 7 h- und 24 h-Inku-

bation basal und für die 7 h-Inkubation zusätzlich nach Zugabe von SNP gemessen und auf die 

mediumbehandelte Kontrolle normiert (100 %). Wie aus Abb. 4.2 hervorgeht, führte die Inku-

bation mit Acy in den basalen Messungen zu keiner Erhöhung der ATP-Konzentrationen. Die 

6 h-Behandlung mit SNP verursachte in den Acy-unbehandelten Zellen einen Rückgang der 

ATP-Spiegel auf 40 %. Die 1 h zuvor einsetzende Inkubation mit Acy konnte diesen Rückgang 

in den Konzentrationen 25 und 50 µg/ml vermindern. Der größte Effekt ging dabei von der 

Konzentration 50 µg/ml mit einer gemessenen ATP-Konzentration von 54,6 % (p<0,001) aus. 

Dies steht im Gegensatz zu der basalen Messung, bei der die 24 h-Behandlung mit 50 µg/ml 

Acy zu einer signifikanten Verminderung der ATP-Spiegel führte. Die Konzentration 50 µg/ml 

ist eine hoch angesetzte Konzentration, bei der eine beginnende Toxizität oder auch Interaktion 

mit der Biolumineszenz-basierten ATP-Messung nicht auszuschließen ist. Die 24 h-Inkubation 

mit niedrigeren Konzentrationen (1-10 µg/ml) und somit Konzentrationen, die näher an den in 

vivo zu erreichenden Konzentrationen liegen, hatte keinen Einfluss auf die ATP-Spiegel. 
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Abb. 4.2: ATP-Konzentration in PC12neo-Zellen nach Acy-Inkubation.  ATP-Konzentrationen wurden mittels 

ViaLight Kit (Lonza) anhand der Biolumineszenz in PC12neo-Zellen nach Inkubation mit 1-50 µg/ml Acy gemes-

sen und auf die mediumbehandelte Kontrolle normiert [100 %]; dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 5-6 unab-

hängigen Versuchen nach 7 h oder 24 h Acy-Inkubation (basal) sowie nach 6 h Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne 

[0 µg/ml] und mit Acy-Inkubation beginnend 1 h vor SNP-Schädigung); die 24 h-Inkubation wurde in 2 unabhän-

gigen Versuchsreihen (1-5 µg/ml und 10-50 µg/ml) durchgeführt, **p<0,01, ***p<0,001 wie angezeigt; 
#**p<0,01, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (DMSO, nicht dargestellt), ap<0,05, aaap<0,001 vs. SNP-Schä-

digung ohne Acy [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test, Lösungsmittelkontrollen 

(≤ 0,025 % DMSO) unterschieden sich, mit Ausnahme der Kontrolle zu [5 µg/ml] und [50 µg/ml] nach 24 h, nicht 

signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle [100 %] (one sample t-test, nicht dargestellt); die Kontrollen zu 

[5 µg/ml] und [50 µg/ml] nach 24 h lagen mit 94,3 und 95,6 % signifikant unterhalb der 100 % (nicht dargestellt); 

Daten der 7 h-Inkubation wurden unter Mithilfe von Christina Plank erhoben.  

 

Die mitochondriale Atmung nach Acy-Behandlung sollte weiterhin mittels hochauflösender 

Respirometrie im Oxygraph-2k nach Zugabe von Substraten, Inhibitoren und Entkopplern des 

Atmungssystems detaillierter untersucht werden. PC12neo-Zellen wurden zuvor über 24 h mit 

50 µg/ml Acy oder der Lösungsmittelkontrolle (0,025 % DMSO) behandelt. Die gewählte Acy-

Konzentration hatte basal zu einer signifikanten Verminderung der über die Biolumineszenz 

erfassten ATP-Spiegel geführt, konnte jedoch die stärkste Erhöhung nach SNP Stress erbringen.  

Die respiratorischen Messungen ergaben hinsichtlich der mitochondrialen Atmungsaktivitäten 

normiert auf die Zellzahl keine Unterschiede zwischen Acy-behandelten Zellen und Kontroll-

zellen (Abb. 4.3A). Auch die Respiratory Control Ratio (RCR) berechnet aus [Atmungsrate des 

Elektronentransportsystems nach Entkopplung mit FCCP (ETS) / Leak-Atmung nach Zugabe 
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von Oligomycin (Omy)] zeigte keine Unterschiede und somit eine vergleichbare Kopplung des 

ETS (Gnaiger 2001) (Abb. 4.3B). Je höher die RCR ist, desto besser wird der Protonengradient 

zur ATP-Synthese genutzt. Eine geringe RCR weist auf ein hohes Leak von Protonen über die 

mitochondriale Membran ohne Beitrag zur Energieproduktion hin (vergleiche Kapitel 1.2.1.2).  
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Abb. 4.3: Zellzahl-normierte mitochondriale Atmung und CS in PC12neo-Zellen nach Acy-Inkubation. 

PC12neo-Zellen wurden über 24 h mit 50 µg/ml Acy oder dem Lösungsmittel (0,025 % DMSO, Kontrolle) inku-

biert und in einer Konzentration von 106 Zellen/ml im Oxygraph-2k untersucht; dargestellt sind Mittelwerte±SEM 

der mitochondrialen Atmung normiert auf 106 Zellen, endogen sowie nach Permeabilisierung mit Digitonin und 

Zugabe von Substraten, Inhibitoren und Entkopplern (gekennzeichnet mit +) (A), der Respiratory Control Ratio 

berechnet aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe (B), der Citratsynthase-Aktivität (CS) in Interna-

tional Units (IU) normiert auf die Zellzahl (C), von n=14-18 unabhängigen Versuchen. 

 

Die Daten deuten darauf hin, dass Acy in der hier untersuchten Konzentration von 50 µg/ml 

keinen Effekt auf die basale mitochondriale Atmung hat. Weiterhin wurde in einem Aliquot der 

für die respiratorischen Untersuchungen behandelten Zellen die Citratsynthase-Aktivität (CS) 

gemessen, ein Marker der stark mit der vorhandenen mitochondrialen Masse assoziiert ist (Lar-

sen et al. 2012). Für beide Behandlungen wurde eine vergleichbare mittlere CS gemessen und 

die Acy-Behandlung hatte somit keinen Effekt auf die Mitochondrienmasse der Zellen (Abb. 

4.3C). Folglich zeigte auch die im Oxygraph gemessene mitochondriale Atmung normiert auf 

die CS keine Unterschiede zwischen den Kontrollzellen und den Acy-behandelten Zellen (Da-

ten nicht gezeigt). Die Normierung der mitochondrialen Atmung auf die CS liefert Hinweise 
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auf die Atmung des einzelnen Mitochondriums (Rabøl et al. 2010). Der Traubenextrakt Acy 

konnte somit nur in Zellen, die SNP-Stress ausgesetzt wurden, günstige Effekte erzielen. 

 

Auf Grundlage der Annahme, dass Polyphenole im Organismus einem umfangreichen Stoff-

wechsel unterliegen (erläutert in Kapitel 1.3.5), sollte weiterhin die Phenolsäure Syringasäure 

als mögliches Degradationsprodukt der im Traubenextrakt enthaltenen Anthocyane untersucht 

werden.  

 

Tab. 4.1: MMP und ATP-Konzentrationen in PC12neo-Zellen nach Syringasäure-Inkubation.  Dargestellt 

sind Mittelwerte±SEM normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle [100 %] von 5-6 unabhängigen Versuchen; 

MMP24h, ATP24h, ATP7h: basale Messung nach 7 h- und 24 h-Inkubation mit Syringasäure [Lösungsmittelkontrolle 

in Klammern]; MMP24hSNP, ATP7hSNP: nach zusätzlicher Schädigung mit 0,5 mM SNP beginnend 1 h nach In-

kubationsstart [SNP-Kontrolle ohne Syringasäure in Klammern]; Daten wurden unter Mithilfe von Marta 

Borchiellini erhoben.  

 Konz MMP24h ATP24h ATP7h MMP24hSNP ATP7hSNP 

Syrin-

gasäure 

[µM] 

1  94,7±2,7    

5 

104,2±1,3 

[106,2±1,5]#** 

97,3±2,6 

[96,9±1,9] 

93,6±2,9 

 

91,5±2,5 

[83,9±1,4] 

 

38,0±2,8 

[47,3±2,1] 

10 
 103,1±1,6 

[100,0±0,6] 

   

20 
  101,7±3,2 

 

 44,8±2,1 

[47,3±2,1] 

30 
104,3±1,2 

[105,1±1,2]#* 

 102,7±3,7 

[101,2±2,0] 

91,7±2,0 

[85,3±1,9] 

44,5±2,3 

[47,3±2,1] 

50 
104,2±1,4 

 [106,0±2,1]#* 

 101,4±4,2 

[99,7±1,9] 

90,9±1,6 

[85,5±2,3] 

45,8±2,7 

[47,3±2,1] 

100 
98,3±3,5 

[101,7±1,6] 

100,6±1,9 

[99,6±1,4] 

108,3±3,1 

[98,9±2,1] 

86,1±3,4 

[79,9±2,5] 

47,2±2,2 

[47,3±2,1] 

Konz: Konzentration; #*p<0,05, #**p<0,01 vs. [mediumbehandelte Kontrolle (100 %)], one-sample t-Test; Lö-

sungsmittelkontrollen: ≤ 0,01 % DMSO, bei nicht vorhandener Lösungmittelkonzentration wurde mit nächst hö-

herer Lösungsmittelkontrolle verglichen, SNP-Kontrollen ohne Syringasäure waren gegenüber der Lösungsmit-

telkontrolle signifikant vermindert. 

 

Entgegen dem Traubenextrakt Acy hatte Syringasäure keinen signifikanten Effekt auf das 

MMP und die ATP-Spiegel (Tab. 4.1). Dies galt sowohl für die basalen Werte als auch für die 

Werte nach SNP-Schädigung. Der schützende Effekt von Acy auf die SNP-geschädigten Zellen 

konnte somit für sein potenzielles Abbauprodukt Syringasäure in den untersuchten Konzentra-

tionen nicht nachgewiesen werden. 

 

4.1.1.2 HepG2-Zellen 

Die Acy-Behandlung von HepG2-Leberzellen sollte erste Informationen über den Einfluss des 

Extrakts im nichtneuronalen Zellmodell liefern. HepG2-Zellen wurden über 7 h mit 25 und 

50 µg/ml Acy behandelt bzw. 1 h nach Inkubationsbeginn zusätzlich mit SNP gestresst. Die 
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SNP-Behandlung musste für HepG2-Zellen gegenüber den PC12neo-Zellen 10-fach, und somit 

auf 5 mM erhöht werden, um eine vergleichbare Verminderung der ATP-Konzentrationen ge-

genüber PC12-Zellen zu erhalten. Abb. 4.4 zeigt, dass die Acy-Behandlung auch in HepG2-

Zellen vor SNP-Stress schützen konnte. Normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle (100 %) 

wiesen die Acy-unbehandelten Zellen nach SNP-Behandlung eine mittlere ATP-Konzentration 

von 50 % auf, die durch die Vorbehandlung mit 25 und 50 µg/ml signifikant auf 63 % und 74 % 

angehoben werden konnte (p<0,001).  
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Abb. 4.4: ATP-Konzentration in HepG2-Zellen nach Acy-Inkubation.  ATP-Konzentrationen wurden mittels 

ViaLight Kit (Lonza) in HepG2-Zellen nach Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Acy gemessen und auf die medium-

behandelte Kontrolle normiert [100 %]; dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 8 unabhängigen Versuchen nach 

7 h Acy-Inkubation (basal) sowie nach 6 h Schädigung mit 5 mM SNP ohne [0 µg/ml] und mit Acy beginnend 1 h 

vor SNP-Schädigung; #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO, nicht dargestellt),aaap<0,001 

vs. SNP-Schädigung ohne Acy [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; Lösungsmittel-

kontrollen unterschieden sich nicht signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %, one sample t-test, 

nicht dargestellt). 

 

Basal, ohne SNP-Stress, lagen die gemessenen ATP-Spiegel minimal über 100 %, waren jedoch 

nicht signifikant erhöht. Der Extrakt Acy konnte somit auch in HepG2-Zellen vor SNP-Stress 

schützen und hatte im Vergleich zu PC12neo-Zellen einen tendenziell günstigeren Einfluss auf 

die basalen ATP-Konzentrationen. 

 

4.1.2 Hydroxytyrosol und ExGrape Acy-Kombination in PC12neo-Zellen 

Analog zum Traubenextrakt Acy wurden die mitochondrialen Effekte des Olivenpolyphenols 

Hy als Reinsubstanz in PC12neo-Zellen untersucht. Weiterhin sollte ein möglicher additiver oder 

synergistischer Effekt in Kombination mit Acy geprüft werden. 
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Hy zeigte nach 24 h-Inkubation der PC12neo-Zellen in Konzentrationen von 2,5-50 µM basal 

gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,1 % H2O) keinen Effekt auf das MMP (Tab. 4.2).  

 

Tab. 4.2: MMP und ATP-Konzentrationen in PC12neo-Zellen nach Hy-, DOPAC- und Acy+Hy-Inkubation.  

Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle (100 %) von 6-7 unabhängigen 

Versuchen (bei ATP24h mit 2,5-50 µM Hy: n=2-3); MMP24h, ATP24h, ATP7h: basale Messung nach 7 h- und 24 h-

Inkubation mit Testsubstanzen [Lösungsmittelkontrolle in Klammern]; MMP24hSNP, ATP7hSNP: nach zusätzli-

cher Schädigung mit 0,5 mM SNP beginnend 1 h nach Inkubationsstart [SNP-Kontrollen ohne Testsubstanzen in 

Klammern], SNP-Kontrollen waren signifikant gegenüber jeweiliger Lösungsmittelkontrolle vermindert; Daten 

wurden unter Mithilfe von Sabrina Bothur und Marta Borchiellini erhoben.  

 Konz MMP24h ATP24h ATP7h MMP24hSNP ATP7hSNP 

Hy 

[µM] 

0,25  
100,3±2,7 

[100 %] 
   

1 (1,25)  
(99,7±1,2) 

[100 %] 
103,7±0,5  

47,6±1,7 

[42,6±1,6] 

2,5 
97,2±1,8 

[100,0±2,2] 

104,4±0,7#* 

[100 %] 

101,8±0,7 

 

75,4±3,6 

[73,9±3,1] 

49,6±1,6* 

[42,6±1,6] 

6,25  
98,0±0,6 

[100 %] 
   

10 (12,5) 
97,9±2,3 

[102,0±1,7] 

(93,8±2,0) 

[100 %] 

104,0±0,9 

[99,0±0,6] 

79,8±2,9 

[77,1±2,6] 

52,2±2,6*** 

[42,6±1,6] 

25 
95,5±0,9 

[101,2±1,9] 

93,4±3,0 

[100 %] 

102,2±1,0 

[98,8±1,2] 

80,2±2,8 

[76,2±2,3] 

51,7±1,7*** 

[42,6±1,6] 

50 
97,4±3,2 

[102,4±2,0] 

84,6±0,4#*** 

[100 %] 

99,6±0,9 

[97,3±0,5]#** 

79,8±2,2 

[75,9±2,1] 

51,1±1,3** 

[42,6±1,6] 

DOPAC 

[µM] 

0,5  
101,3±2,8 

[100 %] 
102,8±0,5  

52,0±3,1 

[44,2±2,2] 

1 
103,7±0,7 

[102,9±0,8]#* 

100,1±1,8 

[100 %] 
102,8±0,9 

84,7±2,0 

[81,4±1,7] 

53,2±2,9 

[44,2±2,2] 

2,5 
99,6±0,9 

[104,5±2,2] 

105,4±0,6 

[100 %] 

101,3±1,6 

[97,2±1,0]#* 

82,6±1,9 

[79,4±1,8] 

53,7±2,9 

[44,2±2,2] 

10 
97,5±2,0 

[99,1±2,0] 

102,1±0,9 

[100 %] 

103,6±1,6 

[100,4±1,6] 

77,6± 1,7 

[75,8±0,9] 

56,3±2,8** 

[44,2±2,2] 

25 
99,6±1,4 

[101,8±1,3] 
 

101,6±0,6 

[98,8±1,1] 

84,0±1,8 

[82,2±2,5] 

55,1±2,1* 

[44,2±2,2] 

Acy+Hy 

[µg/ml + 

µM] 

2,5+6,25  
100,8±2,0* 

[92,9±2,0]#* 
   

10+10 
101,9±1,7 

[103,5±2,6] 
 

95,6±3,0 

[98,3±3,5] 

86,6±0,3 

[80,9±1,8] 

40,3±3,4 

[42,4±0,8] 

25+6,25  
96,2±1,6 

[99,8±0,5] 
   

25+25 
102,0±1,2 

[102,4±1,5] 

92,4±1,2 

[99,8±0,5] 

101,4±4,2 

[101,9±4,4] 

87,8±0,8 

[81,2±1,3] 

39,1±3,0 

[42,4±0,8] 

50+10 
100,0±1,0 

[104,5±1,8] 

88,3±2,0* 

[99,6±0,3] 

96,3±3,5 

[101,4±3,8] 

85,5±0,7 

[79,1±2,9] 

51,2±3,5 

[42,4±0,8] 

50+25 
101,4±1,6 

[105,2±1,1]#* 

 

 

94,1±1,9 

[88,9±3,8]#* 

91,1±2,6*** 

[77,3±1,6] 

44,4±3,0 

[42,4±0,8] 

Konz: Konzentration; #*p<0,05, #**p<0,01, #***p<0,001 vs. [mediumbehandelte Kontrolle (100 %)], one-sample 

t-Test; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. [Kontrolle in Klammern], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Com-

parison Test; Lösungsmittelkontrollen: Hy und DOPAC: ≤ 0,1 % H2O (ATP24h: Medium), Acy+Hy: ≤ 0,025 % 

DMSO 
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Die Vorinkubation mit Hy konnte weiterhin auch in keiner Konzentration einen signifikanten 

Schutz vor der SNP-bedingten Beeinträchtigung des MMPs vermitteln (Tab. 4.2). Auch auf die 

basalen ATP-Spiegel zeigte die Hy-Behandlung wenig Effekt. Die Konzentration 2,5 µM 

konnte als einzige nach 24 h die ATP-Spiegel gegenüber der Mediumkontrolle und somit hier 

der Lösungsmittelkontrolle signifikant auf 104,4 % steigern (p<0,05). Die höchste Konzentra-

tion, 50 µM, führte dementgegen bei 24 h-Inkubation zu einer signifikanten Verminderung der 

ATP-Spiegel gegenüber der Mediumkontrolle (p<0,001). Der Rückgang der ATP-Spiegel 

durch die SNP-Behandlung auf 42,5 % der ungestressten Kontrollzellen, konnte durch die Vo-

rinkubation mit Hy-Konzentrationen von 2,5-50 µM signifikant auf 49,6-52,2 % reduziert wer-

den (Tab. 4.2). Auch Hy konnte somit vor SNP-Stress schützen. 

 

Die nähere Untersuchung der mitochondrialen Atmung im Oxygraph erfolgte mit der Hy-Kon-

zentration 25 µM und der Lösungsmittelkontrolle (0,05 % H2O) nach 24 h-Inkubation. Wie in 

Abb. 4.5 dargestellt ist, zeigte sich für die Zellzahl-normierte Auswertung eine signifikant er-

höhte Atmung nach Entkopplung mit FCCP (p<0,05) und somit erhöhte maximale Atmungs-

kapazität (Elektronentransportsystem, ETS) sowie eine tendenziell höhere Komplex IV-Akti-

vität. Die RCR lag mit 4,95 nach Hy-Behandlung tendenziell erhöht gegenüber den Kontroll-

zellen mit 4,78 vor. Auch die CS als Indikator für die mitochondriale Masse wies nach Hy-

Behandlung einen numerisch leicht höher liegenden Wert von 0,0433 IU gegenüber der Kon-

trolle mit 0,0408 IU, jedoch keine signifikante Steigerung auf (Abb. 4.5). Die mitochondriale 

Atmung normiert auf die CS und somit die Atmung des einzelnen Mitochondriums konnte 

keine signifikanten Unterschiede hervorbringen (Daten nicht gezeigt). Die Effekte auf die Zell-

zahl-normierte Atmung könnten somit zum einen teilweise auf die gering erhöhte mitochon-

driale Masse zurückzuführen sein, zum anderen auf die leicht erhöhte RCR, wodurch der Pro-

tonengradient besser zur ATP-Synthese genutzt werden kann. Diese Effekte auf die mitochon-

driale Atmung blieben jedoch ohne signifikanten Einfluss auf die gemessenen basalen ATP-

Spiegel, die bei gleicher Inkubationskonzentration knapp unterhalb der 100 % lagen. 
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Abb. 4.5: Zellzahl-normierte mitochondriale Atmung und CS in PC12neo-Zellen nach Hy-Inkubation.  

PC12neo-Zellen wurden über 24 h mit 25 µM Hy oder Lösungsmittel (0,05 % H2O, Kontrolle) inkubiert und in 

einer Konzentration von 106 Zellen/ml im Oxygraph-2k untersucht; dargestellt sind Mittelwerte±SEM der mito-

chondrialen Atmung normiert auf 106 Zellen, endogen sowie nach Permeabilisierung mit Digitonin und Zugabe 

von Substraten, Inhibitoren und Entkopplern (gekennzeichnet mit +) (A), der Respiratory Control Ratio berechnet 

aus Atmung des ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe (B), der CS in International Units (IU) normiert die Zellzahl 

(C) von n=12 unabhängigen Versuchen, *p<0,05 vs. Kontrolle, 2-way ANOVA mit Bonferroni post Tests; Daten 

wurden unter Mithilfe von Sabrina Bothur erhoben. 

 

Weiterhin sollte DOPAC als möglicher gemeinsamer Metabolit von Hy und der im Traubenex-

trakt enthaltenen Proanthocyanidine (erläutert in Kapitel 1.3.5.2 und 1.3.5.3) untersucht wer-

den. Wie Hy zeigte auch DOPAC in den untersuchten Konzentrationen von 1-25 µM keine 

signifikanten Effekte auf das MMP, basal sowie nach SNP-Stress (Tab. 4.2). Auch auf die ba-

salen ATP-Spiegel hatte DOPAC in den untersuchten Konzentrationen 0,5-25 µM über 7 h und 

0,5-10 µM über 24 h keine Effekte. Den Abfall der ATP-Konzentration nach SNP-Stress konn-

ten die beiden höchsten DOPAC-Konzentrationen, 10 und 25 µM, vermindern. Dieser Effekt 

fiel numerisch vergleichbar mit dem Effekt nach Inkubation mit Hy und dem Traubenextrakt 

Acy aus.  

Mitochondriale Atmungsaktivitäten konnten durch DOPAC genauso wenig beeinflusst werden 

wie die CS (Tab. 4.3). DOPAC konnte somit nur den beobachteten protektiven Effekt von Hy 

und Acy gegenüber SNP reproduzieren, hatte aber weiterhin keinen Einfluss auf die mitochon-

drialen Parameter. 
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Tab. 4.3: Zellzahl-normierte mitochondriale Atmung und CS der PC12neo-Zellen nach DOPAC-Inkubation.  

PC12neo-Zellen wurden über 24 h mit 10 µM DOPAC oder Lösungsmittel (0,02 % H2O, Kontrolle) inkubiert und 

in einer Konzentration von 106 Zellen/ml im Oxygraph-2k untersucht; RCR: Respiratory Control Ratio berechnet 

aus Atmung der ETS/Leak nach Oligomycin-Zugabe, CS: Citratsynthase-Aktivität in International Units (IU) 

normiert auf die Zellzahl, von n=12-14 unabhängigen Versuchen Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine 

Müller erhoben. 

  
endo-

gen 

Leak 

(G/M) 
KI KI+II 

Leak 

(Omy) 
ETS KIIETS KIV 

DOPAC 

[10 µM] 

Mitochondriale 

Atmung 
        

RCR 

[ETS/Leak(Omy)] 
 

CS [IU/106 Zellen]  

: kein signifikanter Effekt 

 

Potenziell additive oder synergistische Effekte der Kombination aus Acy und Hy (Acy+Hy) 

sollten in PC12neo-Zellen anhand des MMPs und der ATP-Spiegel erfasst werden (Tab. 4.2). 

Die untersuchten Kombinationen Acy+Hy [µg/ml+µM] 10+10, 25+25, 50+10 und 50+25 hat-

ten basal keinen Einfluss auf das MMP. Die Vorinkubation mit allen Kombinationen vor In-

duktion des SNP-Stresses führte zu einer tendenziellen bzw. für die 50+25 Acy+Hy-Variante 

zu einer signifikanten Erhöhung des MMPs (p<0,001) und somit zu einem schützenden Effekt.  

Die ATP-Konzentrationen zeigten für die gleichen Acy+Hy-Kombinationen nach 7 h-Inkuba-

tion basal keine signifikanten Veränderungen (Tab. 4.3). Nach 24 h-Inkubation mit 50+25 

Acy+Hy wurde, wie schon für Acy als Einzelsubstanz, eine verminderte ATP-Konzentration 

erfasst. Die Kombination geringerer Konzentrationen hatte weder einen erhöhenden noch ver-

mindernden Einfluss auf die basalen ATP-Spiegel. Im Gegensatz zu den Einzelsubstanzen Acy 

und Hy konnten die untersuchten Kombinationen in Hinblick auf die ATP-Spiegel nicht vor 

SNP-Stress schützen.  

 

Da der NO-Donor SNP in Zellen zu nitrosativem und oxidativem Stress führt und Acy und Hy 

Mitochondrien vor SNP-induzierter Dysfunktion schützen konnten, sollten in PC12neo-Zellen 

zusätzlich die Effekte auf das Ausmaß von oxidativen Schädigungen untersucht werden. Der 

Gehalt von Proteincarbonylen als Marker für oxidative Schäden wurde analog zum Inkubati-

onsprotokoll der ATP-Messung nach 7 h-Inkubation mit den Testsubstanzen bzw. nach 1 h-

Vorinkubation und 6 h zusätzlicher SNP-Behandlung erfasst. Die SNP-Konzentration musste 

aufgrund von deutlichen Toxizitätseffekten bei 0,5 mM SNP in diesem Versuchsaufbau auf 

0,15 mM heruntergesetzt werden. In Abb. 4.6 sind die Ergebnisse der Messungen nach Behand-

lung mit Acy und Hy, Syringasäure und DOPAC, sowie der Kombination Acy+Hy 50+25 nor-

miert auf die mediumbehandelte Kontrolle (100 %) dargestellt.  
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Abb. 4.6: Proteincarbonylgehalt in PC12neo-Zellen. PC12neo-Zellen wurden über einen Zeitraum von 7 h mit 

Acy [50 µg/ml], Syringasäure [5 µM], Hy [25 µM], DOPAC [10 µM], Acy+Hy Kombination [50 µg/ml+25 µM], 

einer DMSO-Kontrolle [0,025 %] oder einer Mediumkontrolle inkubiert. Nach 1 h-Vorinkubation erfolgte in ei-

nem Teil der Zellen die Zugabe von 0,15 mM SNP. Der Proteincarbonylgehalt wurde mittels Proteincarbonyl-Kit 

(Sigma) gemessen und auf den Proteingehalt bezogen. Dargestellt sind Mittelwert±SEM aus 6 unabhängigen Ver-

suchen (in Dupletts) normiert auf die Mediumkontrolle; #*p<0,05 vs. Lösungsmittelkontrolle DMSO [0,025 %], 

1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; aap<0,01 vs. Lösungsmittelkontrolle Medium (one-sample 

t-Test); die DMSO-Kontrolle unterschied sich nicht signifikant von der Mediumkontrolle (nicht dargestellt); Daten 

wurden unter Mithilfe von Marta Borchiellini erhoben. 

 

Keine der untersuchten Testsubstanzen hatte einen signifikanten Einfluss auf den Proteincar-

bonylgehalt ungestresster PC12neo-Zellen. Durch die Inkubation mit SNP wurde der Protein-

carbonylgehalt signifikant auf nahezu das Doppelte (192,1 %) der ungestressten Zellen erhöht. 

Die Vorbehandlung mit den Testsubstanzen konnte die SNP-bedingten oxidativen Schädigun-

gen nicht signifikant vermindern. Für Hy wurde eine numerische, aber nicht signifikante Erhö-

hung des Proteincarbonylgehalts auf 241,9 % beobachtet.  

 

Es lässt sich festhalten, dass die Behandlung mit 0,15 mM SNP in PC12neo-Zellen zu einer sig-

nifikanten Erhöhung von oxidativen Schädigungen führt. Acy und Hy, Syringasäure und 

DOPAC, sowie die Kombination Acy+Hy 50+25 boten keinen signifikanten Schutz vor SNP-

bedingten oxidativen Schädigungen. Dies galt somit auch für Testsubstanzen, die signifikant 

vor SNP-bedingter mitochondrialer Dysfunktion schützen konnten.  

4.1.3 ExGrape Acy, Res und Hytolive in PC12neo- und PC12sw-Zellen 

Zum späteren Einsatz im Tiermodell sollten die Effekte des Traubenextrakts Res mit anderem 

Polyphenolprofil sowie eines natürlichen hydroxytyrosolreichen OMWW-Extrakt in PC12neo-

Zellen sowie zusätzlich zu Acy im AD-Modell PC12sw untersucht werden.  
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4.1.3.1 PC12neo-Zellen 

Der Traubenextrakt Res (5,0 % Anthocyane; 45,3 % Proanthocyanidine und 0,41 % Res-

veratrol) weist im Gegensatz zur Variante Acy (17,2 % Anthocyane; 35,2 % Proanthocyanidine 

und 0,007 % Resveratrol) einen geringeren Anteil an Anthocyanen und dafür höheren Anteil 

an Proanthocyanidinen und Resveratrol auf.  

 

Für die Res-Variante zeigte sich insgesamt kein signifikanter Effekt auf das MMP. Eine ten-

denzielle basale Erhöhung des MMPs lag nach Inkubation mit 25 µg/ml Res vor (Abb. 4.7). 

Der SNP-bedingte Abfall des MMPs (auf 79-84 %) konnte durch die Vorinkubation mit Acy 

nur tendenziell vermindert werden. 
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Abb. 4.7: MMP in PC12neo-Zellen nach Res-Inkubation. Das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) wurde 

mittels Rhodamin 123 in PC12neo-Zellen nach Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Res gemessen und auf die medi-

umbehandelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 6 unabhängigen Versuchen nach 

24 h Res-Inkubation sowie nach 24 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit Res beginnend 1 h 

vor SNP-Schädigung); #**p<0,01, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO), 1-way ANOVA 

mit Tukey's Multiple Comparison Test; Lösungsmittelkontrollen unterschieden sich nicht signifikant von der me-

diumbehandelten Kontrolle (100 %), one sample t-test (nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe von Marta 

Borchiellini erhoben. 

 

In Übereinstimmung mit dem Extrakt Acy zeigte auch Res keine signifikante Erhöhung der 

basalen ATP-Spiegel (Abb. 4.8). Vor dem SNP-bedingten Abfall der ATP-Konzentration 

konnte Res in der Konzentration 25 µg/ml, und noch stärker in der Konzentration 50 µg/ml, 

schützen. Im Vergleich zu der Inkubation mit 50 µg/ml Acy, welche die ATP-Konzentration 

nach SNP-Stress auf das 1,4-fache der gestressten Zellen ohne Vorbehandlung anheben konnte, 

war die ATP-Konzentrationen nach 50 µg/ml Res auf das 1,7-fache erhöht.  
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Abb. 4.8: ATP-Konzentration in PC12neo-Zellen nach Res-Inkubation.  ATP-Konzentrationen wurden mittels 

ViaLight Kit (Lonza) in PC12neo-Zellen nach Inkubation mit 1-50 µg/ml Res gemessen und auf die mediumbehan-

delte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 3-8 unabhängigen Versuchen nach 7 h-

und 24 h-Inkubation sowie nach 6 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µ/ml] und mit Res beginnend 1 h vor 

SNP-Schädigung); *p<0,05, ***p<0,001 wie angezeigt, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % 

DMSO), aaap<0,001 vs. SNP-Schädigung ohne Res [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison 

Test; Lösungmittelkontrolle zu [50 µg/ml] (105,6 %) unterschied sich nach 7 h und Lösungsmittelkontrolle zu 

[5 µg/ml] (94,3 %) und [50 µg/ml] (95,6 %) nach 24 h signifkant von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %, 

one sample t-test, nicht dargestellt); 7 h Daten wurden unter Mithilfe von Marta Borchiellini erhoben. 

 

Wie schon für Acy beobachtet kam es auch nach 24 h-Behandlung mit 50 µg/ml Res zu einem 

signifikanten Abfall der basalen ATP-Konzentration, die auf eine beginnende Toxizität dieser 

hohen Konzentration oder Interaktion mit der Biolumineszenz-basierten ATP-Messung zurück-

zuführen sein könnte. Auch für Res zeigte sich hinsichtlich kleinerer Konzentrationen und so-

mit größerer in vivo Relevanz kein günstiger Effekt auf die ATP-Spiegel. Res hatte somit be-

zogen auf die ATP-Spiegel einen stärkeren Schutzeffekt gegenüber SNP-Stress als Acy. Auf 

die basalen ATP-Konzentrationen hatte Res, wie Acy, keinen günstigen Einfluss. 

 

Als weitere Olivenkomponente sollte neben dem synthetischen Reinstoff Hy der OMWW-Flüs-

sigextrakt Ol untersucht werden, der zu 25,38 % aus Hy besteht. Die Konzentrationen wurden 

als Hy-Äquivalent (HyÄq) dargestellt und mit der Lösungsmittelkontrolle Medium (100 %) so-

wie mit der Hy-Reinsubstanz verglichen (Tab. 4.2). 
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Tab. 4.4: MMP und ATP-Konzentrationen in PC12neo-Zellen nach Ol-, Hy- und Res+Ol-Inkubation.  Dar-

gestellt sind Mittelwerte±SEM normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle (100 %) von 5-9 unabhängigen Ver-

suchen nach Ol, Hy und Res+Ol-Inkubation (bei ATP24h: 2,5-50 µM Ol oder Hy: n= 2-3); MMP24h, ATP24h, ATP7h: 

basale Messung nach 7 h- und 24 h-Inkubation mit Testsubstanzen [Mediumkontrolle in Klammern]; 

MMP24hSNP, ATP7hSNP: nach zusätzlicher Schädigung mit 0,5 mM SNP beginnend 1 h nach Inkubationsstart 

[SNP-Kontrollen ohne Vorinkubation mit Testsubstanzen in Klammern], SNP-Kontrollen sind signifikant gegen-

über jeweiliger Lösungsmittelkontrolle vermindert. 

 Konz MMP24h ATP24h ATP7h MMP24hSNP ATP7hSNP 

Ol 

[µMHyÄq] 

0,25  
99,7±2,3 

[100 %] 
   

0,5 (0,625)  
(97,4±2,6) 

[100 %] 

98,8±1,7 

[100 %] 
 

54,0±3,4 

[51,6±2,3] 

1 (1,25)  
(99,8±2,2) 

[100 %] 

97,0±2,5 

[100 %] 
 

59,0±2,1 

[51,6±2,3] 

2,5  
100,9±1,7 

[100 %] 

102,7±2,0 

[100 %] 
 

53,9±2,4 

[51,6±2,3] 

6,25  
99,8±0,9 

[100 %] 
   

10 (12,5) 
98,97±3,2 

[100 %] 

(96,4±0,8) 

[100 %] 

99,9±2,6 

[100 %] 

74,4±1,6 

[73,7±1,5] 

53,6±2,7 

[51,6±2,3] 

25 
91,2±2,0#** 

[100 %] 

92,3±0,1#* 

[100 %] 

101,2±3,0 

[100 %] 

74,8±1,2 

[72,9±1,3] 

51,7±2,1 

[51,6±2,3] 

50 
92,7±2,0#* 

[100 %] 

84,3±1,7 

[100 %] 

100,1±2,6 

[100 %] 

79,9±1,4 

[78,4±1,4] 

42,6±3,2 

[51,6±2,3] 

Hy 

[µM] 
25 

96,0±2,7 

[100 %] 

93,4±3,0 

[100 %] 

100,0±3,2 

[100 %] 

74,4±0,8 

[72,4±0,5] 

51,8±2,5 

[51,6±2,3] 

Res+Ol 

[µg/ml + 

µMHyÄq] 

 

 

2,5+0,625 
 

101,5±2,5 

[94,8±2,6] 
   

25+6,25  
98,1±1,9 

[100,9±2,1] 
   

25+25  
95,7±1,4 

[100,9±2,1] 
   

50+10  
74,8±1,0*** 

[96,0±1,0] 
   

Konz: Konzentration; #*p<0,05, #**p<0,01 vs. [mediumbehandelte Kontrolle (100 %)], one-sample t-Test; 

***p<0,001 vs. [Lösungsmittelkontrolle], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; Lösungsmittel-

kontrollen für Ol und Hy: Medium, Res+Ol: ≤ 0,025 % DMSO 

 

Weder Ol in den Konzentrationen 0,5-50 µMHyÄq noch Hy (25 µM) konnte das MMP oder die 

ATP-Spiegel basal oder bei SNP-Stress erhöhen. Nach 24 h-Inkubation mit den beiden höchs-

ten Konzentrationen, 25 und 50 µMHyÄq Ol, wurde ein signifikanter Rückgang des basalen 

MMPs auf 91,2 % (p<0,01) und 92,7 % (p<0,05) sowie der basalen ATP-Spiegel auf 92,3 % 

(p<0,05) und 84,3 % (nicht signifikant) erfasst. Weiterhin deutete sich für die 6 h-Inkubation 

mit 50 µMHyÄq Ol ein zusätzlicher ATP-Rückgang nach SNP Stress an. Es konnten somit weder 

die protektiven Eigenschaften von Hy reproduziert werden, noch ein günstiger Einfluss von Ol 

ermittelt werden. Weiterhin liegen nach 24 h-Inkubation Hinweise auf zytotoxische Eigen-

schaften von Ol ab 25 µMHyÄq vor. 
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Der Einfluss verschiedener Kombinationen von Res und Ol (Res+Ol [µg/ml+µMHyÄq]) auf die 

ATP-Spiegel der PC12neo-Zellen wurde nach 24 h-Inkubation untersucht. Die Kombination 

50+10 hatte, analog zu Res als Einzelkomponente, einen signifikant vermindernden Effekt auf 

die ATP-Konzentration. Eine Erhöhung der ATP-Spiegel konnte durch keine Kombination er-

reicht werden (Tab. 4.4). 

 

4.1.3.2 PC12sw-Zellen 

Die Traubenextrakte Acy und Res sowie Ol wurden weiterhin im AD-Zellmodell PC12sw in 

Hinblick auf ihre Effekte auf das MMP und die ATP-Spiegel untersucht.  
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Abb. 4.9: MMP in PC12SW-Zellen nach Acy-Inkubation.  Das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) wurde 

mittels Rhodamin 123 in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Acy gemessen und auf die medi-

umbehandelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 6 unabhängigen Versuchen nach 

24 h Acy-Inkubation (basal) sowie nach 24 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit Acy begin-

nend 1 h vor SNP-Schädigung);  #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO), ap<0,05 vs. SNP-

Schädigung ohne Acy [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; Lösungsmittelkontrollen 

≤ 0,025 % DMSO unterschieden sich nicht signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %),  one 

sample t-test (nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe von Christina Plank erhoben. 

 

Wie aus Abb. 4.9 ersichtlich wird, zeigte sich in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit 25 und 

50 µg/ml der Variante Acy ein ähnlicher Effekt wie im PC12neo-Typ. Keine Acy-Konzentration 

hatte gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO) einen signifikanten Einfluss 

auf das basale MMP. Auf die Zugabe des nitrosativen Stressors SNP reagierten PC12sw-Zellen, 

ähnlich wie der neo-Typ, mit einem signifikanten Rückgang des MMP auf 76-82 %. Die Vor-

behandlung mit 50 µg/ml Acy konnte den Rückgang des MMPs signifikant abschwächen.  

Hinsichtlich der ATP-Spiegel zeigten sich für die kleinsten Acy-Konzentrationen, 12,5 und 

25 µg/ml, nach 7 h-Inkubation basale ATP-Konzentrationen in PC12sw-Zellen, die mit 106-

107 % der mediumbehandelten Zellen leicht oberhalb der 100 % lagen, sich aber nicht signifi-
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kant von der Lösungsmittelkontrolle unterschieden (Abb. 4.10). Der Rückgang der ATP-Spie-

gel durch die SNP-Schädigung auf 51,6 % konnte durch die Inkubation mit 50 µg/ml signifi-

kant vermindert werden (p<0,05). Die niedrigeren Konzentrationen hatten diesbezüglich keinen 

signifikanten Einfluss (Abb. 4.10). 
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Abb. 4.10: ATP-Konzentration in PC12sw-Zellen nach Acy-Inkubation.  ATP-Konzentrationen wurden mittels 

ViaLight Kit (Lonza) in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit 12,5-50 µg/ml Acy gemessen und auf die mediumbe-

handelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 5-7 unabhängigen Versuchen nach 

7 h- sowie nach 6 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit Acy beginnend 1 h vor SNP-Schädi-

gung); *p<0,05 wie angezeigt, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO), ap<0,05 vs. SNP-

Schädigung ohne Acy [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test, Lösungsmittelkontrollen 

unterschieden sich nicht signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %, one sample t-test, Daten nicht 

gezeigt); Daten wurden unter Mithilfe von Christina Plank erhoben. 
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Abb. 4.11: MMP in PC12SW-Zellen nach Res-Inkubation.  Das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) 

wurde mittels Rhodamin 123 in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit 25 und 50 µg/ml Res gemessen und auf die 

mediumbehandelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 5-6 unabhängigen Versu-

chen nach 24 h Res-Inkubation sowie nach 24 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit Res be-

ginnend 1 h vor SNP-Schädigung); #*p<0,05, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,025 % DMSO), 1-

way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test, Lösungsmittelkontrolle unterschieden sich nicht signifikant 

von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %), one sample t-test (nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe 

von Carmina Schäfer erhoben. 
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Der Effekt von 25 und 50 µg/ml Res in PC12sw-Zellen ist in Abb. 4.11 und Abb. 4.12 darge-

stellt. Wie schon in den PC12neo-Zellen beobachtet, konnte das basale MMP sowie das SNP-

bedingt verminderte MMP auch durch die Variante Res nicht signifikant angehoben werden. 

Die basalen ATP-Spiegel der PC12sw-Zellen zeigten nach 7 h Res-Inkubation (5-50 µg/ml) 

keine signifikante Erhöhung. Nach 24 h-Inkubation mit 5 und 10 µg/ml Res wiesen PC12sw-

Zellen ATP-Spiegel minimal oberhalb der 100 % auf, die sich jedoch nicht signifikant von der 

Lösungsmittelkontrolle unterschieden. Vor dem SNP-bedingten Rückgang der ATP-Spiegel 

konnte die Vorbehandlung der PC12sw-Zellen mit Res, analog zu PC12neo-Zellen, in den Kon-

zentrationen 25 und 50 µg/ml signifikant schützen (Abb. 4.12). 
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Abb. 4.12: ATP-Konzentration in PC12sw-Zellen nach Res-Inkubation.  ATP-Konzentrationen wurden mittels 

ViaLight Kit (Lonza) in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit 5-50 µg/ml Res gemessen und auf die mediumbehan-

delte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM von 6-10 (3 für 5 µg/ml, 7 h) unabhängigen 

Versuchen nach 7 h- und 24 h-Inkubation sowie nach 6 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP (ohne [0 µg/ml] und mit 

Res beginnend 1 h vor SNP-Schädigung); *p<0,05, **p<0,01 wie angezeigt, #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkon-

trolle (≤ 0,05 % DMSO), aap<0,01, aaap<0,001 vs. SNP-Schädigung ohne Res [0 µg/ml], 1-way ANOVA mit Tu-

key's Multiple Comparison Test; Lösungsmittelkontrollen zu [≥ 50 µg/ml] lagen nach 7 h mit 90,2-94,7 % signi-

fikant unterhalb der mediumbehandelten Kontrolle (100 %, one sample t-test, nicht dargestellt); Daten wurden 

unter Mithilfe von Carmina Schäfer erhoben. 
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Die Effekte von Ol in PC12sw-Zellen sind im Vergleich zu 25 µM Hy in Tab. 4.5 dargestellt. In 

Übereinstimmung mit PC12neo-Zellen wiesen Ol-behandelte PC12sw-Zellen ein MMP unterhalb 

der 100 % auf. Für die Ol-Konzentrationen 25 und 50 µMHyÄq, sowie 25 µM Hy war das MMP 

signifikant geringer als die Lösungsmittelkontrolle (Medium). 

Auf die basale ATP-Konzentration zeigte Ol in den Konzentrationen 0,5-50 µMHyÄq keine ver-

mindernden Effekte, konnte diese jedoch auch nicht signifikant erhöhen. Dies galt für die 7 h-

Inkubation genauso wie für die 24 h-Inkubation sowie für die Vergleichssubstanz Hy. Eine 

Ausnahme bildete die 25 µMHyÄq Ol-Behandlung, die nach 7 h die ATP-Spiegel signifikant auf 

107,1 % der mediumbehandelten Zellen erhöhen konnte. Weder von Ol noch von Hy ging ein 

Schutz vor SNP-Stress aus. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der entspre-

chenden Untersuchung in PC12neo-Zellen. In PC12sw-Zellen führte zusätzlich die höchste Ol-

Konzentration, 50 µMHyÄq, zu einer weiteren Verminderung der ATP-Konzentration im Ver-

gleich zur nicht vorbehandelten SNP-geschädigten Kontrolle.  

 

Tab. 4.5: MMP und ATP-Konzentrationen in PC12sw-Zellen nach Ol- und Hy-Inkubation. Dargestellt sind 

Mittelwerte±SEM normiert auf die mediumbehandelte Kontrolle [100 %] von 5-11 unabhängigen Versuchen; 

MMP24h, ATP24h, ATP7h: basale Messung nach 7 h und 24 h-Inkubation mit Testsubstanzen [jeweilige Lösungs-

mittelkontrolle in Klammern]; MMP24hSNP, ATP7hSNP: nach zusätzlicher Schädigung mit 0,5 mM SNP begin-

nend 1 h nach Inkubationsstart, [SNP-Kontrollen ohne Vorinkubation mit Testsubstanzen in Klammern], SNP-

Kontrollen sind signifikant gegenüber jeweiliger Lösungsmittelkontrolle vermindert.

 Konz MMP24h ATP24h ATP7h MMP24hSNP ATP7hSNP 

Ol 

[µMHyÄq] 

0,5   
99,8±3,0 

[100 %] 
 

53,8±3,5 

[57,7±2,3] 

1   
103,3±2,3 

[100 %] 
 

53,7±4,5 

[57,7±2,3] 

2,5  
103,1±2,4 

[100 %] 

104,7±3,1 

[100 %] 
 

60,1±3,2 

[57,7±2,3] 

5  
101,3±3,1 

[100 %] 
   

10 
94,5±2,4 

[100 %] 

103,1±4,3 

[100 %] 

102,4±2,6 

[100 %] 

78,4±1,3 

[77,3±2,3] 

58,3±2,8 

[57,7±2,3] 

25 
90,6±0,9#*** 

[100 %] 

96,7±3,5 

[100 %] 

107,1±2,4#* 

[100 %] 

80,6±2,1 

[78,2±2,1] 

52,6±2,0 

[57,7±2,3] 

50 
87,4±2,2#** 

[100 %] 
 

99,8±4,9 

[100 %] 

79,9±1,1 

[81,0±1,5] 

33,3±3,1*** 

[57,7±2,3] 

Hy 

[µM] 
25 

92,7±2,7#* 

[100 %] 
 

101,4±3,2 

[100 %] 
77,6±2,0 

[76,9±3,1] 

51,9±2,4 

[57,7±2,3] 

Konz: Konzentration; #*p<0,05, #**p<0,01, ***p<0,01 vs. [mediumbehandelte Kontrolle (100 %)], one-sample t-

Test; ***p<0,001 vs. [SNP-Kontrolle], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test 

 

Res und Ol (Res+Ol) in den Kombinationen 25+10, 25+25, 50+12,5 µg/ml+µMHyÄq führten in 

PC12sw-Zellen zu MMP-Werten gering oberhalb der 100 %. Eine signifikante Erhöhung ge-
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genüber der jeweiligen Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,05 % DMSO) bestand für keine Behand-

lungsvariante (Abb. 4.13). Das Ausmaß der Verminderung des MMPs durch SNP-Stress konnte 

durch die Vorinkubation mit 25+10 und 50+12,5 signifikant verringert werden. Somit konnten 

für die Res+Ol-Kombinationen hinsichtlich des MMPs bessere Ergebnisse erzielt werden als 

für ihre Einzelkomponenten.  
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Abb. 4.13. MMP in PC12sw-Zellen nach Res+Ol-Inkubation.  Das mitochondriale Membranpotenzial (MMP) 

wurde mittels Rhodamin 123 in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Kombinationen aus Res und 

Ol (Res+Ol) gemessen und auf die mediumbehandelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte ± 

SEM von 10 unabhängigen Versuchen nach 24 h-Res+Ol-Inkubation sowie nach 24 h-Schädigung mit 0,5 mM 

SNP (ohne [0 µg/ml+µMÄqHy] und mit Res+Ol beginnend 1 h vor SNP-Schädigung); #***p<0,001 vs. Lösungs-

mittelkontrolle (≤ 0,05 % DMSO), aaap<0,001 vs. SNP-Schädigung ohne Res+Ol [0 µg/ml+µMÄqHy], 1-way A-

NOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test, Lösungsmittelkontrollen (≤ 0,05 % DMSO) unterschieden sich 

nicht signifikant von der mediumbehandelten Kontrolle (100 %), mit Ausnahme der Lösungsmittelkontrolle 

50+12,5 (106,6 %), one sample t-test (nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe von Carmina Schäfer erho-

ben. 

 

 

Auf die basal gemessenen ATP-Spiegel hatten die Res+Ol-Kombinationen keinen Effekt. Der 

SNP-bedingte Abfall der ATP-Spiegel konnte durch die Kombination 50+12,5 signifikant ver-

mindert werden (Abb. 4.14). 

 

Zusammenfassend konnte die Res+Ol-Kombination 50+12,5 in PC12sw-Zellen die besten Er-

gebnisse erzielen. Diese waren hinsichtlich des Schutzes vor SNP im Vergleich mit Res als 

Einzelkomponente für das MMP stärker, für das ATP schwächer ausgeprägt. 
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Abb. 4.14: ATP-Konzentration in PC12sw-Zellen nach Res+Ol-Inkubation. ATP-Konzentrationen wurden 

mittels ViaLight Kit (Lonza) in PC12sw-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Kombinationen aus Res und Ol 

(Res+Ol) gemessen und auf die mediumbehandelte Kontrolle normiert (100 %); dargestellt sind Mittelwerte±SEM 

von 8-10 unabhängigen Versuchen nach 7 h Res+Ol-Inkubation sowie nach 6 h-Schädigung mit 0,5 mM SNP 

(ohne [0 µg/ml+µMÄqHy] und mit Res+Ol beginnend 1 h vor SNP-Schädigung); *p<0,05, ***p<0,001 wie ange-

zeigt; #***p<0,001 vs. Lösungsmittelkontrolle (≤ 0,05 % DMSO); aaap<0,001 vs. SNP-Schädigung ohne Res+Ol 

[0 µg/ml+µMÄqHy], 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; Lösungsmittelkontrollen unterschie-

den sich nicht signifkant von der mediumbehandelten Kontrolle, mit Ausnahme der Lösungsmittelkontrolle 25+10 

(0,0125 % DMSO) mit 96,0 % (one sample t-test, nicht dargestellt); Daten wurden unter Mithilfe von Carmina 

Schäfer erhoben. 
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4.2 ExGrape Acy zur Prävention der Alterung im C57BL/6J-Mausmodell 

In einer mehrteiligen Untersuchung wurde der Traubenextrakt Acy hinsichtlich seines Potenzi-

als zur Prävention der Alterung im Mausmodell C57BL/6J geprüft (Asseburg et al. 2016). Der 

Schwerpunkt der Untersuchung lag auf der Erfassung der mitochondrialen Funktion im Gehirn 

gealterter Mäuse, die durch Verhaltenstests zur kognitiven und motorischen Funktion ergänzt 

wurden. Zusätzlich sollte mit einer Lebenszeitstudie ein möglicher Einfluss von Acy auf die 

Lebensspanne der Mäuse ermittelt werden. Die Untersuchung umfasste drei Studien: 

1.  Kurzzeitstudie mit 3-wöchiger Acy-Verabreichung über die Knopfkanüle und anschlie-

ßender Erfassung der mitochondrialen Funktion 

2.  Langzeitstudie mit 6-monatiger Acy-Verabreichung in Futterpellets, Verhaltenstests und 

anschließender Erfassung der mitochondrialen Funktion 

3. Lebenszeitstudie mit lebenslanger Acy-Verabreichung im Trinkwasser, Verhaltenstests 

und Erstellung von Überlebenskurven 

Zur Erfassung altersbedingter mitochondrialer Dysfunktionen als Hauptaugenmerk der Un-

tersuchung wurden Mäuse im Alter von ca. 19-22 Monaten herangezogen und mit jungen 

Mäusen im Alter von 3 Monaten verglichen. 

4.2.1 Kurzzeitstudie 

Um den kurzfristigen Effekt von Acy auf die mitochondriale Funktion bei der Hirnalterung zu 

untersuchen erhielten 9 männliche 18-21 Monate alte C57BL/6J-Mäuse mittels Knopfkanüle 

über einen Zeitraum von 3 Wochen 200 mg/kg KG/Tag ExGrape (Alt Acy). Als Kontrollen 

dienten 9 gleichaltrige Mäuse (Alt) und 9 Mäuse im Alter von 2 Monaten (Jung), die für einen 

Monat eine Lösungsmittelkontrolle mittels Knopfkanüle erhielten. Nach dem Verabreichungs-

zeitraum und somit im Alter von 19-22 Monaten für die alten Gruppen und im Alter von 3 Mo-

naten für die junge Gruppe wurde die mitochondriale Funktion über das MMP und die ATP-

Konzentration in dissoziierten Hirnzellen der Tiere gemessen. Die Parameter wurden basal so-

wie nach ex vivo Behandlung mit dem Stressor SNP erhoben. Weiterhin wurde eine detaillierte 

Untersuchung der mitochondrialen Atmungsaktivitäten mittels hochauflösender Respirometrie 

im Oxygrapgh-2k an isolierten Hirnmitochondrien vollzogen.  

Abb. 4.15 zeigt, dass in den 19-22 Monate alten Mäusen eine altersbedingte mitochondriale 

Dysfunktion mit signifikant erniedrigten ATP-Spiegeln und veränderter Reaktion auf SNP-

Stress, sowie ein tendenziell vermindertes MMP in dissoziierten Hirnzellen nachgewiesen wer-

den konnte, jedoch kein Effekt der Acy-Fütterung. Die basalen Werte des MMPs wiesen zwi-

schen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 4.15A). Das MMP nach ex vivo 
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Schädigung mit dem nitrosativen Stressor SNP zeigte hingegen kleine, aber signifikante Unter-

schiede zwischen den Gruppen (Abb. 4.15C). Die SNP-Behandlung verursachte in allen drei 

Gruppen eine Verminderung des MMPs auf 77-82 % bezogen auf das jeweilige basale MMP. 

Die Gruppe Jung reagierte im Vergleich zur Gruppe Alt und Alt Acy stärker und somit mit 

einem signifikant geringeren MMP. Für die ATP-Spiegel der dissoziierten Hirnzellen konnte 

eine deutliche Verminderung in den alten Gruppen festgestellt werden (Abb. 4.15B). Junge 

Mäuse zeigten mit 1,66 nmol/mg Protein eine signifikant höhere ATP-Konzentration gegen-

über der Gruppe Alt mit 1,15 nmol/mg Protein. Ein signifikanter Einfluss von Acy wurde je-

doch auch hier nicht festgestellt; mit einem ATP-Spiegel von 1,24 nmol/mg Protein konnte in 

der Gruppe Alt Acy keine signifikante Verbesserung erreicht werden. Auf die SNP-Schädigung 

reagierten alle Gruppen mit einer deutlichen Verminderung der ATP-Konzentration (Abb. 

4.15D). Die Gruppe Jung zeigte mit 80,7 % des Basalwerts analog zum MMP gegenüber der 

Gruppe Alt mit 68,8 % einen signifikant niedrigeren ATP-Level. Die Gruppe Alt Acy wies mit 

74,2 % eine Tendenz in Richtung der Gruppe Jung auf, jedoch ohne Signifikanz. 
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Abb. 4.15: MMP und ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen der C57BL/6J-Mäuse nach 3-wö-

chiger Acy-Verabreichung.  18-21 Monate alte C57BL/6J Mäuse erhielten mittels Knopfkanüle 200 mg/kg 

KG/Tag Acy (Alt Acy) über 3 Wochen und wurden mit gleichaltrigen Tieren (Alt) oder 3 Monate alten Tieren 

(Jung), die Kontrolllösung erhielten, verglichen; dargestellt sind Mittelwerte±SEM des basalen mitochondrialen 

Membranpotenzials (MMP) (A), der basalen ATP-Konzentrationen (B), jeweils normiert auf mg Protein, sowie 

Mittelwerte±SEM des MMPs nach 2 mM SNP-Schädigung (C) und der ATP-Konzentration nach 0,1 mM SNP-

Schädigung (D), normiert auf den jeweiligen basalen Wert (100 %), n=9 Männchen, p*<0,05, p**<0,01, 1-way 

ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test. 
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Die Untersuchung der mitochondrialen Atmung in isolierten Hirnmitochondrien mittels Respi-

rometrie unter Einsatz von Substraten, Entkopplern und Inhibitoren des Atmungssystems ergab 

für die proteinnormierten Werte keine signifikanten Unterschiede in den Studiengruppen (pro-

teinnormierte Daten nicht gezeigt). Der Bezug der mitochondrialen Atmung auf die CS, als 

Marker der mitochondrialen Masse, deckte im Gegensatz zu den proteinnormierten Werten eine 

gegenüber der jungen Gruppe signifikant verminderte Komplex IV-Aktivität des einzelnen Mi-

tochondriums in den beiden alten Gruppen auf (Abb. 4.16B). Weiterhin zeigte die Komplex I- 

und Komplex I+II-Atmung in der Gruppe Alt eine tendenzielle Verminderung, die in der 

Gruppe Alt Acy weniger stark ausgeprägt war. Ein signifikanter Einfluss von Acy konnte nicht 

ermittelt werden. Die mitochondriale Masse, gemessen als CS, zeigte keine signifikanten Un-

terschiede zwischen den drei Studiengruppen (Abb. 4.16A).  
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Abb. 4.16: CS und CS-normierte mitochondriale Atmung isolierter Hirnmitochondrien der C57BL/6J-

Mäuse nach 3-wöchiger Acy-Verabreichung.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.15; 

dargestellt sind Mittelwerte±SEM der Citratsynthase-Aktivität (CS) in International Units (IU) normiert auf mg 

Protein (A), der mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k nach Zugabe von Substraten, Inhibitoren und Entkopp-

lern (gekennzeichnet mit +) normiert CS (B) und der Respiratory Control Ratio berechnet aus Atmung von Kom-

plex I+II/Leak nach Oligomycin-Zugabe (C); n=8-9 Männchen; **p<0,01, 2-way ANOVA mit Bonferroni post 

Tests.  

 

Auch für die RCR berechnet über den Quozienten (Komplex I + II Atmung/Leak-Atmung nach 

Oligomycin-Zugabe), ergaben sich keine Unterschiede (Abb. 4.16C).  
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Zusammenfassend zeigten 19-22 Monate alte C57BL/6J-Mäuse der Kurzzeitstudie gegenüber 

3 Monate jungen Mäusen signifikant verminderte ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirn-

zellen und eine veränderte Reaktion auf nitrosativen Stress sowie eine verminderte Kom-

plex IV-Atmung bezogen auf das einzelne Mitochondrium. Die Acy-Verabreichung hatte kei-

nen Einfluss auf diese altersbedingte mitochondriale Dysfunktion. Es ließen sich lediglich mi-

nimale Trends hinsichtlich einer verbesserten Atmung erkennen.  

 

4.2.2 Langzeitstudie 

In einer folgenden Studie sollte untersucht werden, ob eine Langzeit-Verabreichung von Acy 

einen stärkeren Einfluss auf altersbedingte mitochondriale Dysfunktionen von männlichen 

C57BL/6J-Mäusen hat. Acy wurde in einer Konzentration von 2 g/kg in Futterpellets verpresst 

und für 6 Monate beginnend im Alter von 13 Monaten verabreicht (Alt Acy). Als Vergleichs-

extrakt wurde der Heidelbeerextrakt Actiplants Bilberry in der Konzentration 2 g/kg in Futter-

pellets verpresst und einer weiteren Gruppe ab einem Alter von 13 Monaten verabreicht (Alt 

HBE). Als Basisfutter diente ein antioxidanzienarmes Futter (Altromin. C1000 mod. mit 

2.500 IU/kg Vitamin A; 20 mg/kg Vitamin E; 0 mg/kg Vitamin C; 0,150 mg/kg Selen), welches 

als Basis zur Extraktanreicherung diente und in unangereicherter Form als Kontrollfutter an 

eine gleichaltrige Gruppe (Alt) und eine junge Gruppe (Jung) verfüttert wurde. Die junge 

Gruppe wurde nach den ersten vier Verabreichungsmonaten in einem Alter von 1 Monat in die 

Studie aufgenommen, um zum Studienende ein Alter von 3 Monaten zu erreichen. In der Lang-

zeitstudie wurde die Erfassung der mitochondrialen Funktion durch Verhaltenstests zur kogni-

tiven Dysfunktion ergänzt sowie der Gewichtsverlauf und die Lebenszeit protokolliert. Weiter-

hin wurde die Genexpression mittels qPCR in Hirn- und Leberhomogenat untersucht. 

 

4.2.2.1 Überlebensrate und Gewichtsverlauf  

Über die Fütterungsperiode kam es weder in der jungen noch in der alten Gruppe, die Kontroll-

futter erhielten, zu Sterbefällen (Abb. 4.17A). In der Gruppe Alt Acy waren 2 Sterbefälle und 

somit eine Überlebensrate von 86,7 % zu verzeichnen. Die geringste Überlebensrate wurde mit 

79,4 % in der Gruppe Alt HBE mit 4 Sterbefällen beobachtet. Signifikante Unterschiede ge-

genüber der Kontrollgruppe Alt wurden aber weder für die Überlebenskurve der Gruppe 

Alt Acy noch Alt HBE festgestellt. Hinsichtlich des Gewichtsverlaufs zeigte sich in den drei 

alten Gruppen ein ähnlicher Verlauf (Abb. 4.17B). Im 6. Fütterungsmonat und somit im Alter 

von 19 Monaten deutete sich in allen Gruppen eine beginnende Gewichtsabnahme an. In der 
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Gruppe Jung war erwartungsgemäß ein Anstieg des Körpergewichts über die Studienmonate 

zu verzeichnen. 
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Abb. 4.17: Überlebensraten und Gewichtsverlauf der C57BL/6J-Mäuse über die 6-monatige Fütterung mit 

Acy und HBE.  13 Monate alte C57BL/6J-Mäuse erhielten antioxidanzienarme Basisfutterpellets die mit 2 g Acy 

(Alt Hy) oder 2 g Heidelbeerextrakt (Alt HBE) angereichert waren und wurden mit gleichaltrigen (Alt) sowie jun-

gen Mäusen (Jung) verglichen, die unangereichertes antioxidanzienarmes Basisfutter erhielten; die junge Gruppe 

wurde mit Ablauf des 4. Interventionsmonats hinzugezogen; dargestellt sind Überlebensraten (Kaplan-Meier-Kur-

ven) (A) und der Verlauf des Körpergewichts als Mittelwerte±SEM (B) von n=15 Männchen bei Fütterungsbe-

ginn, a: die Gruppe Jung wurde mit Ablauf des 4. Fütterungsmonats hinzugezogen (Vergleich der Überlebensraten 

ab 4. Monat mit Ausgangswert 100 % bei Gruppe Alt); Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erho-

ben. 

 

4.2.2.2 Genexpression im Gehirn und der Leber 

Anhand von Genexpressionsanalysen sollte untersucht werden, inwieweit die Alterung bzw. 

die Extraktfütterung einen Einfluss auf die Expression von Genen hat, die in Zusammenhang 

mit der mitochondrialen Funktion bzw. der Hormesis stehen. Die Genexpression sollte nicht 

nur im Hirnhomogenat der Mäuse gemessen werden, sondern auch im Homogenat der Leber, 

als wichtiges Organ des Energiestoffwechsels und des Polyphenol-Metabolimus. Da das Haupt-

augenmerk auf dem Traubenextrakt Acy lag, wurden die Analysen nicht für HBE-gefütterte 

Tiere durchgeführt. Tab. 4.6 fasst die Ergebnisse der ermittelten Expressionen aller untersuch-

ten Gene normiert auf die Expression der jungen Gruppe (100 %) zusammen.  

Eine altersbedingte Verminderung der Expression im Gehirn wurde für Komplex I (Unterein-

heit Ndufv1) (p<0,01), aber nicht Komplex IV (Untereinheit Cox5A) ermittelt. Hinsichtlich der 

Expression von Genen, die mit der mitochondrialen Biogenese assoziiert sind, zeigte Nrf1, aber 

nicht PGC1α oder Tfam eine signifikant verminderte Expression (p<0,05). Eine tendenzielle 

Abnahme wurde weiterhin für die Genexpression von SIRT1 mit 90,3 %, aber nicht SIRT3, 
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gefunden sowie für die Gene der antioxidativen Enzyme SOD2 mit 90,4 %, Katalase (KAT) 

mit 86,1 % und Glutathionperoxidase 1 (GPx1) mit 85,7 %. 

 

Tab. 4.6: mRNA-Expression in Hirn- und Lebergewebe der C57BL/6J-Mäuse nach 6-monatiger Acy-Füt-

terung. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.17; dargestellt sind Mittelwerte±SEM nor-

malisiert auf die mittlere mRNA-Expression junger Mäuse [100 %], ermittelt durch qPCR. 

 

Jung, 

Gehirn 

[100 %] 

Alt, 

Gehirn 

[% Jung] 

Alt Acy, 

Gehirn 

[% Jung] 

Jung, 

Leber 

[100 %] 

Alt, 

Leber 

[% Jung] 

Alt Acy,  

Leber 

[% Jung] 

SIRT1 100,0 ± 4,3 90,3 ± 4,0 () 
 

104,9 ± 2,2 (#*) 100,0 ± 7,0 74,1 ± 9,7 () 108,7 ± 10,3 (#*) 

SIRT3 100,0 ± 5,7 95,6 ± 4,3 90,4 ± 5,6 100,0 ± 7,7 87,4 ± 4,4 () 73,6 ± 7,7 (#*) 

AMPK 

(beta) 
100,0 ± 5,1 106,3 ± 8,1 90,4 ± 3,2 (#) 100,0 ± 9,2 87,4 ± 5,5 () 95,0 ± 10,3 (#) 

KI 

(Ndufv1) 
100,0 ± 3,7 81,7 ± 2,0 (**) 88,1 ± 4,4 100,0 ± 8,2 78,8 ± 3,6 () 88,7 ± 10,9 (#) 

KIV 

(Cox5A) 
100,0 ± 5,8 97,3 ± 8,9 78,4 ± 6,9 (#) 100,0 ± 7,4 85,4 ± 2,7 () 85,4 ± 5,0 

CREB 100,0 ± 4,0 98,8 ± 5,0 92,8 ± 3,2 100,0 ± 15,9 61,5 ± 6,0 () 94,8 ± 16,4 (#) 

PGC1α 100,0 ± 4,8 94,4 ± 3,8 91,0 ± 5,2 100,0 ± 14,4 59,5 ± 8,0 () 81,4 ± 12,2 (#) 

Nrf1 100,0 ± 5,0 83,9 ± 2,4 (*) 92,3 ± 5,4 (#) 100,0 ± 7,2 86,5 ± 9,5 () 100,3 ± 11,1 (#) 

Tfam 100,0 ± 2,9 96,4 ± 3,5 97,4 ± 6,2 100,0 ± 6,8 79,0 ± 5,8 () 81,9 ± 7,5 

SOD2 100,0 ± 13,4 90,4 ± 4,3 () 95,3 ± 6,7 100,0 ± 15,4 76,0 ± 9,5 () 87,3 ± 11,9 (#) 

KAT 100,0 ± 12,6 86,1 ± 6,1 () 90,7 ± 7,5 100,0 ± 20,4 46,7 ± 11,4 () 60,6 ± 15,9 (#) 

GPx1 100,0 ± 11,2 85,7 ± 6,5 () 83,1 ± 5,3 100,0 ± 29,4 36,1 ± 14,2 () 75,2 ± 24,8 (#) 

n=10, *p<0,05, **p<0,01, Jung vs. Alt, #*p<0,05 Alt vs. Alt Acy, one-way ANOVA mit Tukey’s Multiple Com-

parison post test, (/) tendenzielle Erhöhung/Verminderung gegenüber der Gruppe Jung, (#/#) tendenzielle 

Erhöhung/Verminderung gegenüber der Gruppe Alt 

 

In der Leber wurde eine numerisch stärkere altersbedingte Abnahme der Genexpression für alle 

untersuchten Gene festgestellt, die jedoch aufgrund höherer Variationen innerhalb der Gruppen 

nur zu tendenziellen Unterschieden gegenüber der Gruppe Jung (100 %) führten. Die deutlichs-

ten Abnahmen in der Genexpression wurden für SIRT1, CREB, PGC1α, SOD2, KAT, und 

GPx1 mit Genexpressionen von 74,1 %, 61,5 %, 59,5 %, 76,0 %, 46,7 % und 36,1 % beobach-

tet. Hinsichtlich des Effekts von Acy zeigte sich im Gehirn eine signifikante Erhöhung der 

SIRT1 Expression auf 104,8 % gegenüber der Kontrollgruppe Alt mit 90,3 % (p<0,05, Abb 

4.18, Tab. 4.6). Dieser Effekt zeigte sich auch in der Leber mit einer Expression von 74,1 % in 

der Gruppe Alt und 108,7 % in der Gruppe Alt Acy (p<0,05). Demgegenüber wurde für SIRT3 

im Hirnhomogenat kein Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt. Im Leberhomogenat 

wurde für SIRT3 darüber hinaus eine signifikante Verminderung der Expression nach Acy-

Fütterung auf 73,6 % gegenüber der Gruppe Jung beobachtet. Daneben wurde im Lebergewebe 

der Gruppe Alt Acy, mit Ausnahme von Tfam und Komplex IV, für alle untersuchten Gene 
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eine tendenzielle Steigerung der Expression gegenüber der Gruppe Alt festgestellt, die bei 

PGC1α, CREB und GPx1 besonders ausgeprägt war. 

Jung Alt Alt Acy
0

50

100

150

*

SIRT 1, Gehirn

m
R

N
A

 E
x
p

re
s
s
io

n

[%
 J

u
n
g
]

Jung Alt Alt Acy

*

SIRT 1, Leber

Jung Alt Alt Acy
0

50

100

150
SIRT 3, Gehirn

m
R

N
A

 E
x
p

re
s
s
io

n

[%
 J

u
n
g
]

Jung Alt Alt Acy

*

SIRT 3, Leber

 

Abb 4.18.: mRNA-Expression von SIRT1 und SIRT3 im Hirn- und Leberhomogenat der C57BL/6J-Mäuse 

nach 6-monatiger Acy-Fütterung.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.17; dargestellt 

sind Mittelwerte der mRNA-Expression von n=9-10 männlichen Mäusen normiert auf die mRNA-Expression der 

Gruppe Jung (100 %) ermittelt durch qPCR; *p<0,05, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; 

Daten wurden unter Mithilfe von Carmina Schäfer erhoben. 

 

4.2.2.3 Mitochondriale Funktion im Gehirn  

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, inwieweit neben den Effekten auf die Genexpres-

sion auch mitochondriale Funktionen im Gehirn durch die Fütterungsmaßnahmen beeinflusst 

werden können.  

In dissoziierten Hirnzellen der Langzeitstudie zeigte sich eine mitochondriale Dysfunktion wie 

sie auch in ähnlicher Ausprägung für die Kurzzeitstudie beschrieben wurde. Auch in der Lang-

zeitstudie konnten hinsichtlich des basalen MMPs keine signifikanten Unterschiede zwischen 

der 3 Monate alten Gruppe Jung und der 19 Monate alten Kontrollgruppe Alt festgestellt wer-

den (Abb. 4.19A). Ein tendenziell erniedrigtes MMP in der Gruppe Alt war auch hier zu ver-

zeichnen, begleitet von einem tendenziell höheren MMP nach Fütterung mit Acy und HBE. 

Zusätzlich zu den basalen Werten wurden dissoziierte Hirnzellen ex vivo dem nitrosativen 

Stressor SNP ausgesetzt. Hier zeigte sich eine Reduktion des MMPs in allen vier Gruppen, die 
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in der Gruppe Jung mit 81,2 % des Basalwerts leicht höher lag als in den alten Gruppen mit 

84,2–84,7 % (Abb. 4.19C). Für die Gruppe Alt HBE, mit dem höchsten Wert, war der Unter-

schied gegenüber der Gruppe Jung signifikant. 
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Abb. 4.19: MMP und ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen der C57BL/6J-Mäuse nach 6-mo-

natiger Fütterung mit Acy und HBE. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.17; darge-

stellt sind Mittelwerte±SEM des basalen mitochondrialen Membranpotenzials (MMP) (A), der basalen ATP-Kon-

zentrationen (B), jeweils normiert auf mg Protein, sowie Mittelwerte±SEM des MMPs nach 2 mM SNP-Schädi-

gung (C) und der ATP-Konzentration nach 0,1 mM SNP-Schädigung (D) normiert auf den jeweiligen basalen 

Wert (100 %); n=8-10 Männchen, *p<0,05, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test. 

 

Eine deutliche, altersbedingte Verminderung der ATP-Konzentrationen ähnlich der Kurzzeit-

studie konnte auch in dissoziierten Hirnzellen der Langzeitstudie beobachtet werden. Die 

Gruppe Jung wies mit 1,66 nmol/mg Protein eine signifikant höhere ATP-Konzentration auf 

als die Kontrollgruppe Alt mit 1,10 nmol/mg Protein (Abb. 4.19B). Die Fütterung mit Acy und 

HBE führte zu numerisch, aber nicht signifikant erhöhten Werten von 1,31 und 1,30 nmol/mg 

Protein. Hinsichtlich der Reaktion auf nitrosativen Stress zeigte die Gruppe Jung mit 72,5 % 

des Basalwerts, wie in der Kurzzeitstudie, den höchsten SNP-bedingten Abfall der ATP-Spiegel 

(Abb. 4.19D) und wich von der Kontrollgruppe Alt mit 82,4 % signifikant ab (p<0,05). Ein 

signifikanter Einfluss der Fütterung mit Acy oder HBE wurde, mit ATP-Spiegeln von 80,6 % 

und 74,9 %, nicht nachgewiesen, wenn auch die Gruppe Alt HBE eine Tendenz in Richtung der 

Gruppe Jung zeigte. 
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Die detaillierte Untersuchung der mitochondrialen Atmung zeigte normiert auf die Proteinwerte 

keine signifikanten Unterschiede und somit weder eine mitochondriale Dysfunktion noch einen 

Einfluss der beiden Extrakte (proteinnormierte Daten nicht gezeigt). Auch konnte kein Effekt 

auf die CS als Marker der mitochondrialen Masse nachgewiesen werden (Abb. 4.20A).  
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Abb. 4.20: CS und CS-normierte mitochondriale Atmung isolierter Hirnmitochondrien der C57BL/6J-

Mäuse nach 6-monatiger Fütterung mit Acy und HBE.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt 

in Abb. 4.17; dargestellt sind Mittelwerte±SEM der Citratsynthase-Aktivität (CS) in International Units (IU) nor-

miert auf mg Protein (A), mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k nach Zugabe von Substraten, Inhibitoren und 

Entkopplern (gekennzeichnet mit +) normiert auf CS (B) und die Respiratory Control Ratio berechnet aus Atmung 

von Komplex I+II/Leak nach Oligomycin-Zugabe (C); n=7-11 Männchen; *p<0,05, 2-way ANOVA mit Bonfer-

roni post Tests; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

  

Werden die Atmungsaktivitäten auf die CS normiert, zeigt sich im Gegensatz zur Kurzzeitstu-

die keine signifikante Verminderung der Atmungsaktivität mit dem Alter (Abb. 4.20B). Für 

alle Untersuchungsparameter der respiratorischen Analyse wiesen die Gruppe Jung und die 

Kontrollgruppe Alt vergleichbare Werte auf. Die Gruppe Alt Acy hingegen verfügte gegenüber 

der Kontrollgruppe Alt über eine signifikant höhere Komplex I+II-Atmung (p<0,05) und nu-

merisch erhöhte Komplex I-Atmung. Keine signifikanten Unterschiede konnten hinsichtlich 

der RCR (Quotient der KI+KII-Atmung und Leak nach Oligomycin-Zugabe) ermittelt werden, 

wenn gleich eine tendenzielle Erhöhung für Acy vorlag (Abb. 4.20C).  

 

Zusammenfassend konnte in der Langzeitstudie eine mitochondriale Dysfunktion nur partiell 

nachgewiesen werden. Während in der Kurzzeit- und Langzeitstudie gleichermaßen signifikant 
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erniedrigte ATP-Spiegel und eine geringere Reaktion auf nitrosativen Stress in dissoziierten 

Hirnzellen alter Mäuse gefunden wurde, war eine verminderte Komplex IV-Atmung nur in der 

Kurzzeit- und nicht in der Langzeitstudie vorhanden. Hinsichtlich eines Effekts der Extraktfüt-

terung konnte die Langzeitbehandlung mit Acy eine Erhöhung der KI+KII-Atmung erbringen, 

die sich in der Kurzzeitstudie bereits tendenziell angedeutet hatte. Die HBE-Verabreichung 

zeigte keinen signifikanten Effekt. 

 

4.2.2.4 Gedächtnisleistung 

Der Einfluss der Alterung und der Fütterung mit Acy und dem Vergleichsextrakt HBE auf die 

Gedächtnisleistung sollte mit drei Verhaltenstests näher untersucht werden. Dazu gehörte der 

Social Recognition Test, der 1-Trial-Y-Maze Test und der Passive Avoidance Test. In keinem 

der drei Tests konnte eine Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung alter Tiere gegenüber der 

jungen Gruppe festgestellt werden. Die Ergebnisse des Social Recognition Tests und des 1-

Trial Y-Maze Tests sind in Tab. 4.7 zusammenfassend dargestellt sowie die Ergebnisse des 

Passive Avoidance Test eigenständig in Abb. 4.21. 

Der Social Recognition Test, der auf der sozialen Wiedererkennung beruht, wurde sowohl vor 

Fütterungsbeginn (basal) als auch zum Fütterungsende (post) durchgeführt. Der Testaufbau be-

steht aus einem 3-Kompartimentmodell im open field. In den beiden äußeren Kompartimenten 

ist jeweils in der Mitte ein Gitterkäfig aufgestellt unter den eine Maus platziert werden kann. 

Es wird untersucht inwieweit die Testmaus in einer zweiten Testphase nach 15-minütiger Pause 

mehr Kontakte oder eine höhere Aufenthaltszeit im Kompartiment einer unbekannten Maus 

(S2) gegenüber einer in der ersten Phase schon kennengelernten Maus (S1) hat. Eine höhere 

Aufenthaltszeit bzw. Kontaktzeit mit der unbekannten Maus (S2) verglichen mit der bekannten 

Maus (S1) in der zweiten Phase wird mit einer sozialen Wiedererkennungsleistung und somit 

mit einer Gedächtnisleitung assoziiert. Für diese Beurteilung stellte sich die Kontaktzeit als 

konstanterer Parameter als die Aufenthaltszeit heraus, sodass diese in Tab. 4.7 zusammen mit 

dem Social Recognition Index, berechnet aus [Kontaktzeit S2/(S1+S2)]*100 angegeben ist. Es 

konnte weder eine altersbedingte Beeinträchtigung der sozialen Wiedererkennungsleistung vor 

und nach der Fütterungsphase ermittelt werden, noch ein Einfluss von der Fütterung mit Acy 

und HBE. Der Recognition-Index lag zu keinem Zeitpunkt signifikant über dem Zufallslevel 

von 50 %. Insgesamt konnte mit dem Social Recognition Test somit weder eine Gedächtnis-

leistung noch ein Einfluss der Extraktfütterungen ermittelt werden.  

Nach Fütterungsende wurde mit dem Y-Maze Test ein weiterer Verhaltenstest eingeführt, wel-

cher das räumliche Gedächtnis der Mäuse erfassen sollte. Basale Werte lagen für diesen Test 
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nicht vor, da dieser zum gegebenen Zeitpunkt noch nicht etabliert war. Das Y-Maze besteht aus 

drei identischen Armen, die in einem Winkel von 180° angeordnet sind. Die spontane Alterna-

tionsrate im Y-Maze, d. h. der Besuch aller drei Arme ohne vorher zum wiederholten Male einen 

der zwei anderen Arme besucht zu haben, wird als Parameter des räumlichen Gedächtnisses 

erfasst. Zusätzlich gibt die Anzahl der Gesamteintritte in die drei Arme Aufschluss über die 

lokomotorische Aktivität der Mäuse. 

 

Tab. 4.7: Ergebnisse der Verhaltenstests in der Langzeitstudie mit Acy in C57BL/6J-Mäusen. Die nähere 

Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.17; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller und 

Marta Borchiellini erhoben. 

Social Recognition 
1: Kontaktzeit S2 vs. S1 

2: MW±SEM des Recognition-Index [%] 

 Jung Alt Alt Acy Alt HBE 

Basal  

1:  

2: 49,0±2,9 

(n=13) 

1:  

2: 53,3±3,9 

(n=12) 

1:  

2: 54,6±4,8 

(n=12) 

1:  

2: 54,3±5,5 

(n=10) 

Post  

1:  

2: 49,4±3,5 

(n=13) 

1:  

2: 53,1±4,6 

(n=12) 

1:  

2: 53,5±2,8 

(n=12) 

1:  

2: 53,0±4,2 

(n=10) 

1-Trial-Y-Maze MW±SEM der Alternationsrate [%] 

 Jung Alt Alt Acy Alt HBE 

Post  
61,3±2,7 

(n=15) 

51,0±4,6 

(n=14) 

55,8±4,8 

(n=13) 

57,5±4,8 

(n=12) 

Lokomotorik (Y-Maze) MW±SEM der Eintritte im 1-Trial-Y-Maze 

 Jung Alt Alt Acy Alt HBE 

Post  
28,3±1,5 

(n=15) 

16,5±1,2*** 

(n=15) 

14,4±0,9*** 

(n=13) 

17,0±1,1*** 

(n=12) 

S1: bekannte Maus, S2: unbekannte Maus, S2 vs. S1 : Erinnerungsleistung,  keine Erinnerungsleistung; 

Recognition-Index [%]: [Kontaktzeit S2/(S1+S2)]*100; *p<0,05, ungepaarter-Test Kontrolle vs. Acy; Alternation: 

Eintritt in alle drei Arme des Y-Mazes ohne wiederholten Besuch eines anderen Armes innerhalb der 5-minütigen 

Testphase, Alternationsrate: [Anzahl Alternationen/(Gesamteintritte-2)]*100; ***p<0,001 vs. Jung, 1-way A-

NOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test 

 

Wie aus Tab. 4.7 hervorgeht, zeigte die 3 Monate alte Gruppe Jung mit einer Alternationsrate 

von 61,3 % die höchste Leistung im Y-Maze und die 19 Monate alte mit Kontrollgruppe Alt 

mit 51,0 % die niedrigste Leistung. Mit Alternationsraten von 55,8 % und 57,5 % zeigten die 

Gruppen Alt Acy und Alt HBE im Alter von 19 Monaten eine tendenziell höhere Leistung. Ein 

signifikanter Unterschied zwischen den vier Gruppen konnte allerdings nicht festgestellt wer-

den. Im Gegensatz dazu wiesen die jungen Mäuse eine signifikant höhere Anzahl an Eintritten 

im Y-Maze und somit lokomotorische Aktivität gegenüber allen drei alten Gruppen auf 
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(p<0,001), die sich untereinander nicht unterschieden. Es konnte somit eine altersbedingte Ver-

minderung der lokomotorischen Aktivität ermittelt werden, auf die weder die Fütterung mit 

Acy noch die Fütterung mit HBE einen Einfluss hatte. 

Das Langzeitgedächtnis der Mäuse sollte mit dem Passive Avoidance Ansatz erfasst werden, 

bei dem die Erinnerung an einen elektrischen Schock getestet wird. Aufgrund einer starken 

Erinnerungsleistung der Mäuse an einen solchen Schock, erfolgte die Untersuchung nur zum 

Studienende. In dem Passive Avoidance Testsetting wird die Maus in ein 2-Kammersystem 

gesetzt, bei dem eine hell erleuchtete Kammer von einer abgedunkelten Kammer durch ein 

verschließbares Tor getrennt sind. Setzt man die Maus in die erleuchtete Kammer flüchtet sie 

ihrer Natur entsprechend in die dunkle Kammer. Bei dem Eintritt in die dunkle Kammer wird 

die Tür geschlossen und ein leichter elektrischer Schock (hier 0,2 mA) über den aus Gitter be-

stehenden Boden verabreicht (Konditionierung). Zu einem späteren Zeitpunkt, üblicherweise 

nach 24 h, wird das Erinnerungsvermögen an den Schock getestet, in dem die Maus erneut in 

die erleuchtete Kammer gesetzt wird. Die Zeit bis zum Übertritt in die dunkle Kammer (Step-

through latency) nach dem Schock (post) wird mit der Zeit bis zum Übertritt vor dem Schock 

(prä) verglichen. Eine hohe Step-through latency wird mit einem hohen Langzeiterinnerungs-

vermögen verbunden. Verbleibt die Maus beim post Test 300 s in der erleuchteten Kammer 

wird der Test abgebrochen und die 300 s als Höchstwert erfasst.  
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Abb. 4.21: Step-through latency im Passive Avoidance Test mit C57BL/6J-Mäusen nach 6-monatiger Fütte-

rung mit Acy und HBE. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.17; dargestellt ist der 

Mittelwert der Step-through latency im Passive Avoidance Test±95 % Konfidenzintervall von n=12-15 Männ-

chen.  Prä: vor dem Schock, 24 h post: 24 h nach dem Schock (0,2 mA); Step-through latencies von 300 s im post 

Test führten zum Abbruch und dem Maximalwert im Testergebnis; **p<0,01, ***p<0,001 vs. prä Wert, Wilcoxon 

matched-pairs signed rank Test; Acy: Fütterung mit 2 g/kg ExGrape Acy; HBE: Fütterung mit 2 g/kg Heidelbeer-

extrakt; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 
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Wie Abb. 4.21 zu entnehmen ist, zeigten alle vier Gruppen eine vergleichbar kurze mittlere prä 

Step-through latency von weniger als 35 s. Vierundzwanzig Stunden nach der Vermittlung des 

Schocks wiesen alle Gruppen verglichen mit ihrem jeweiligen prä Wert eine signifikant höhere 

Übertrittszeit auf. Die Gruppe Jung erreichte den niedrigsten und die Kontrollgruppe Alt den 

höchsten 24 h post Wert. Die Gruppen Alt Acy und Alt HBE zeigten Werte zwischen denen 

der Gruppe Jung und Gruppe Alt. Ein signifikanter Unterschied der 24 h post Werte lag zwi-

schen den vier Gruppen nicht vor. 

  

Insgesamt lässt sich sagen, dass die Verhaltenstests zur Gedächtnisleistung keine altersbedingte 

Dysfunktion hervorbringen konnten. Im Social Recognition Test wurde für keine Gruppe eine 

soziale Wiedererkennungsleistung nachgewiesen. Der 1-Trial Y-Maze Test erfasste eine ten-

denziell schlechtere räumliche Gedächtnisleistung und signifikant niedrigere lokomotorische 

Aktivität der Kontrollgruppe Alt gegenüber der Gruppe Jung. Im Passive Avoidance Test da-

gegen konnte eine 24 h post und somit Langzeitgedächtnisleistung für alle Gruppen ermittelt 

werden, die jedoch für die Gruppe Jung gegenüber der Kontrollgruppe Alt tendenziell geringer 

ausfiel. Ein signifikanter Effekt der Acy- oder HBE-Fütterung blieb in allen Tests aus. 

4.2.3 Lebenszeitstudie 

In der Lebenszeitstudie mit Acy wurden jeweils 50 Männchen des C57BL/6J-Mausstamms ab 

einem Alter von 6 Monaten mit 2 g/l Acy und somit einer Dosis von 200 mg/kg KG oder Kon-

trolllösung im Trinkwasser behandelt. Das Gewicht der Tiere wurde monatlich kontrolliert und 

die Lebensdauer protokolliert. Die kognitive und motorische Leistung wurde in einer Unter-

gruppe von jeweils 15 Tieren mittels Verhaltenstests (Rotarod, Passive Avoidance, Social 

Recognition und Y-Maze) untersucht.  

Wie in Abb. 4.22 dargestellt, zeigte sich in der Acy-Gruppe und der Kontrollgruppe ein ver-

gleichbarer mittlerer Gewichtsverlauf, der durch einen Anstieg bis zu einer Behandlungsdauer 

von 10 Monaten und somit einem Alter von 16 Monaten gekennzeichnet war, gefolgt von einer 

Gewichtsabnahme bis zum Ende der Lebenszeit. 
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Abb. 4.22: Gewichtsverlauf der C57BL/6J-Mäuse in der Acy-Lebenszeitstudie. Dargestellt sind Mittelwerte 

der Körpergewichte [g] ±SEM der Tiere über die lebenslange Verabreichungsdauer von 2 g/l Acy oder Kontrolle 

im Trinkwasser beginnend im Alter von 6 Monaten; n=50 Männchen zu Studienbeginn; Daten wurden unter Mit-

hilfe von Christina Plank, Marta Borchiellini, Madeleine Müller und Carmina Schäfer erhoben. 

  

Die motorische Leistung der Tiere wurde anhand des Rotarod Tests untersucht, für den auch 

eine basale Leistung vor Fütterungsbeginn erfasst wurde. Der Rotarod Test beruht auf der Fort-

bewegung auf einer zunehmend schneller rotierenden Stange. Die Latency to fall gibt dabei an, 

wie lange sich die Testmaus auf der rotierenden Stange halten kann und gibt somit Auskunft 

über Kondition, Koordination und Balance. Das Intervall der Tests wurde auf 3 Monate festge-

legt. In Abb. 4.23 ist der Verlauf der Leistung der Mäuse auf dem Rotarod im Alter von 6 Mo-

naten (basal, vor Beginn der Verabreichung) sowie im 3-Monatsintervall bis zu einem Alter 

von 21 Monaten dargestellt. Aufgrund der zunehmenden Gebrechlichkeit der Mäuse wurde der 

Test nach diesem Zeitpunkt eingestellt. Die Kontrollgruppe wies im Alter von 6-18 Monaten 

eine konstante mittlere Latency to fall von 16-18 s auf. Es zeigte sich weder eine Verbesserung 

nach Beginn des Tests noch eine Verschlechterung mit zunehmendem Alter. Im Alter von 

21 Monaten war ein numerischer, aber nicht signifikanter Anstieg auf 20 s zu verzeichnen. 

Wird die Kontrollgruppe in eine schwache Gruppe (Latency to fall > 15 s) und eine starke 

Gruppe (Latency to fall > 15 s) gemessen am Basalwert im Alter von 6 Monaten unterteilt, 

konnte im Zeitverlauf mit Ausnahme der höheren Leistung zum Ende (mit 21 Monaten) eine 

tendenzielle Abnahme der Leistung in der starken Gruppe (bis 12 Monate) und eine tendenzi-

elle Zunahme der Leistung (bis 15 Monate) in der schwachen Gruppe festgestellt werden. In 

der Acy-Gruppe war zwischen dem basalen Wert mit 6 Monaten und der Leistung mit 9 Mo-

naten und somit nach dreimonatiger Acy-Verabreichung ein signifikanter Anstieg der Leistung 

auf ein Level zu verzeichnen, welches über die weiteren Untersuchungszeitpunkte stabil blieb 

und mit Ausnahme von 18 Monaten signifikant höher als der Basalwert lag. 
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Abb. 4.23: Motorische Leistung (Latency to fall) im Rotarod Test mit C57BL/6J-Mäusen in der Acy-Lebens-

zeitstudie.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.22; dargestellt sind Mittelwerte der 

Latency to fall im Rotarod Test±SEM in der Kontrollgruppe und Acy-Gruppe gesamt sowie aufgeteilt in eine 

starke Gruppe (Latency to fall > 15 s) und eine schwache Gruppe (Latency to fall < 15 s) gemessen am Basalwert 

im Alter von 6 Monaten; n=12 Männchen; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. 6 Monate, 2-way ANOVA (repea-

ted measures) mit Bonferroni post Tests; ap<0,05 Kontrolle vs. Acy, gepaarter t-Test; ausgeschlossen wurden 

Mäuse, für die nicht über den gesamten Testverlauf Daten vorlagen; Daten wurden unter Mithilfe von Christina 

Plank, Marta Borchiellini und Madeleine Müller erhoben. 

 

Bei der differenzierten Betrachtung der schwachen und starken Gruppe wird deutlich, dass der 

Leistungsanstieg der Acy-Gruppe in einer signifikanten Verbesserung der Leistung der schwa-

chen Untergruppe begründet lag. Die starke Gruppe hingegen zeigte eine relativ konstante Leis-

tung im Zeitverlauf. Wie die Kontrollgruppe wies auch die Acy-Gruppe insgesamt keinen al-

tersassoziierten Rückgang der Leistung auf.  

Im Vergleich der beiden Behandlungsgruppen wird deutlich, dass der Leistungsanstieg in der 

Acy-Gruppe zum Alterszeitpunkt 9 Monate mit einer signifikant besseren Leistung der schwa-

chen Acy Gruppe im direkten Vergleich zur schwachen Kontrollgruppe verbunden war, der 

tendenziell auch im Zeitverlauf erkennbar blieb. Diese Beobachtung schlägt sich jedoch nicht 
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in der Gesamtbetrachtung der beiden Gruppen nieder, die eine ähnliche Leistung beider Grup-

pen zeigte. Die Basalwerte der Kontrollgruppe und der Acy-Gruppe unterschieden sich nicht 

signifikant, unterlagen jedoch kleineren Abweichungen, die durch den generellen Ausschluss 

von Mäusen, die während des Untersuchungsverlaufs gestorben sind, verstärkt wurden. Ausge-

nommen des Leistungsanstiegs der schwachen Acy-Gruppe zeigten sich zu keinem Untersu-

chungszeitpunkt signifikant unterschiedliche Leistungen in den beiden Behandlungsgruppen 

und somit kein Effekt der Acy-Verabreichung auf die motorische Leistung auf dem Rotarod. 

 

Das Langzeitgedächtnis der Mäuse sollte mit dem Passive Avoidance Ansatz erfasst werden. 

Das Intervall des Tests wurde auch hier beginnend mit dem Basalwert auf 3 Monate festgelegt. 

Aufgrund einer technischen Störung des zu Beginn genutzten Passive Avoidance Apparats 

konnte eine einheitliche Konditionierung der Mäuse durch die Induktion des elektrischen 

Schocks zu Beginn der Studie jedoch nicht mit Sicherheit gewährleistet werden. Zudem zeigte 

sich ein Erinnerungsvermögen der Mäuse über das dreimonatige Intervall, sodass der Test zu-

nächst eingestellt wurde. In einem Alter von 18 Monaten, ein Zeitpunkt zudem sich in früheren 

Studien Alterungserscheinungen in der mitochondrialen Funktion gezeigt haben, wurde der 

Passive Avoidance Test in einer neuen Untergruppe von 15 Mäusen durchgeführt. Die Ergeb-

nisse sind in Abb. 4.24 dargestellt.  
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Abb. 4.24: Step-through latency im Passive Avoidance Test mit C57BL/6J-Mäusen in der Acy-Lebenszeit-

studie.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.22; dargestellt ist der Mittelwert der Step-

through latency im Passive Avoidance Test ± 95 % Konfidenzintervall von n=12-14 Männchen im Alter von 

18 Monaten. Prä: vor dem Schock, 24 h post: 24 h nach dem Schock (0,2 mA); Step-through latencies von 300 s 

im post Test führen zum Abbruch und dem Maximalwert im Testergebnis; *p<0,05, **p<0,01 vs. prä Wert, Wil-

coxon matched-pairs signed rank Test; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

 

Vor der Induktion des elektrischen Schocks (prä) zeigten beide Behandlungsgruppen eine ge-

ringe und nicht signifikant unterschiedliche mittlere Übertrittszeit (Step-through latency) von 
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unter 30 s. Der post Test nach 24 h ließ im Vergleich zum jeweiligen prä Wert in beiden Grup-

pen eine signifikant höhere Step-through latency und somit eine Gedächtnisleistung erkennen. 

Die beiden Behandlungsgruppen unterschieden sich weder in ihrem prä noch 24 h post Wert. 

Die Acy-Gruppe wies jedoch eine numerisch geringere 24 h post Step-through latency auf. 

 

In Ergänzung zu den vorgestellten Verhaltenstests wurden während des Studienverlaufs mit 

dem Social Recognition und dem Y-Maze zwei weitere Verhaltenstests eingeführt deren Ergeb-

nisse in Tab. 4.8 dargestellt sind. Im Social Recognition Test war für die Kontrollgruppe zu 

keinem Testzeitpunkt (Alter 12-21 Monate) eine soziale Wiedererkennungsleistung festzustel-

len, da keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kontaktzeiten mit der bekannten Maus 

(S1) und der unbekannten Maus (S2) vorlagen. Die Acy-Gruppe hingegen zeigte im Alter von 

12 Monaten eine signifikant höhere Kontaktzeit mit der unbekannten Maus S2 verglichen mit 

S1 und somit eine soziale Wiedererkennungsleistung. Dieser Effekt stellte sich im weiteren 

Verlauf als temporärer Effekt heraus; im Test nach 15, 18 und 21 Monaten konnten keine sig-

nifikanten Unterschiede in den Kontaktzeiten zwischen S1 und S2 festgestellt werden. Die tem-

porär höhere Gedächtnisleitung der Acy Gruppe mit 12 Monaten führte auch zu einem tenden-

ziell höheren Recognition-Index, berechnet aus dem Quozienten [Kontaktzeit 

S2/(S1+S2)]*100, gegenüber der Kontrollgruppe. Ein signifikant höherer Recognition-Index 

gegenüber dem Zufallslevel von 50 % (one-sample t-Test) oder der Kontrollgruppe wurde al-

lerdings für keine Gruppe und zu keinem Testzeitpunkt gefunden. 

 

Die spontane Alternationsrate im 1-Trial-Y-Maze, d. h. der Besuch aller drei Arme ohne vorher 

zum wiederholten Male einen der zwei anderen Arme besucht zu haben, wird als Parameter des 

räumlichen Gedächtnisses erfasst. Signifikante Unterschiede in der Alternationsrate des 1-

Trial-Y-Mazes zwischen der Kontrollgruppe und der Acy-gefütterten Gruppe konnten im un-

tersuchten Alter von 21 und 24 Monaten nicht ermittelt werden (Tab. 4.8). Im Alter von 24 Mo-

naten wurde eine tendenziell höhere Leistung der Acy-Gruppe beobachtet. Die Alternationsra-

ten mit 24 Monaten unterlagen jedoch besonders in der Kontrollgruppe größeren Schwankun-

gen, welche auf eine hohe Sterberate und somit kleinere Gruppengröße zurückgeführt werden 

könnte. Die Anzahl der Gesamteintritte in die Arme des Y-Mazes als ein Maß für die lokomo-

torische Aktivität lag in der Acy-Gruppe höher und unterschied sich im Alter von 24 Monaten 

signifikant von der Kontrollgruppe (Tab. 4.8) (p<0,05). 
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Tab. 4.8: Ergebnisse der ergänzenden Verhaltenstests in der Acy-Lebenszeitstudie mit C57BL/6J-Mäusen. 

Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.22; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine 

Müller und Marta Borchiellini erhoben. 

 Social Recognition 
1: Kontaktzeit S2 vs. S1 

2: MW±SEM des Recognition-Index [%] 

Alter [Monate] Kontrolle Acy 

12  

1:  

2: 50,3±2,3 

(n=12) 

1: #* 

2: 59,6±4,4 

(n=13) 

15 

1:  

2: 47,6±5,0 

(n=15) 

1:  

2: 52,7±4,7 

(n=13) 

18 

1:  

2: 46,6±6,7 

(n=14) 

1:  

2: 57,3±8,0 

(n=10) 

21 

1:  

2: 56,4±6,6 

(n=12) 

1:  

2: 44,1±5,7 

(n=12) 

1-Trial-Y-Maze MW±SEM der Alternationsrate [%] 

Alter [Monate] Kontrolle Acy 

21 
58,5±7,5 

(n=10) 

56,3±3,8 

(n=11) 

24 
51,4±16,7 

(n=5) 

62,7±6,3 

(n=11) 

Lokomotorik (Y-Maze) MW±SEM der Eintritte im 1-Trial Y-Maze 

Alter [Monate] Kontrolle Acy 

21 
9,9±1,7 

(n=12) 

13,2±2,1 

(n=12) 

24 
5,4±1,2 

(n=7) 

9,9±1,4* 

(n=11) 

S1: bekannte Maus, S2: unbekannte Maus, Kontaktzeit S2 vs. S1 #*p<0,05 (gepaarter t-Test): Erinnerungsleis-

tung,  keine Erinnerungsleistung; Recognition-Index [%]: [Kontaktzeit S2/(S1+S2)]*100; *p<0,05, ungepaarter 

t-Test vs. Kontrolle; Alternation: Eintritt in alle drei Arme des Y-Mazes ohne wiederholten Besuch eines anderen 

Armes innerhalb der 5-minütigen Testphase, Alternationsrate: [Anzahl Alternationen/(Gesamteintritte-2)]*100 

 

Nach dem Ableben aller Mäuse erfolgte die Erstellung von Überlebenskurven (Kaplan-Meier) 

anhand der erfassten Lebenszeit der einzelnen Mäuse. Die Gesamtauswertung der Kurven ergab 

keinen signifikanten Unterschied zwischen der Überlebenskurve der Kontrolltiere und der Tiere 

mit Acy-Verabreichung (p=0,31, Log-rank Test) (Abb. 4.25, Tab. 4.9). Auch die Analyse der 

Überlebenskurven mit dem Gehan–Breslow–Wilcoxon Test der mehr Gewicht auf die frühen 

Sterbefälle legt, führte zu keinem signifikanten Unterschied (p=0.10). Dennoch konnte eine 

deutliche Rechtsverschiebung der Überlebenskurve der Acy-Gruppe zwischen einem Alter von 
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80 und 120 Wochen (18-27 Monate) verzeichnet werden. Dies ist ein Alterszeitpunkt der für 

C57BL/6J-Mäuse laut dem Jackson Laboratory in die Lebensphase C „gealtert“ eingeordnet 

werden kann bzw. über diese hinausgeht.  
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Abb. 4.25: Überlebensraten der C57BL/6J-Mäuse in der Acy-Lebenszeitstudie.  Männliche C57BL/6J-Mäuse 

erhielten ab einem Alter von 6 Monaten (gestrichelte Linie) bis zu ihrem natürlichen Tod mit 2 g/l Acy angerei-

chertes Trinkwasser und die Lebenszeit wurde erfasst; dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven von n=49-50 Männ-

chen bei Studienbeginn; *ap<0,05 Log-rank Test bei dem Vergleich der Überlebenskurven zum Alterszeitpunkt 

24 und 25 Monate. Lebensphasen in gestrichelten Bereichen  (Jackson Laboratory 2017a), A: erwachsen, B: im 

mittleren Alter, C: gealtert; Daten wurden unter Mithilfe von Christina Plank, Marta Borchiellini, Madeleine Mül-

ler und Carmina Schäfer erhoben. 

 

Tab. 4.9: Kennzahlen der Acy-Lebenszeitstudie mit C57BL/6J-Mäusen. Die nähere Beschreibung des Stu-

diendesigns erfolgt in Abb. 4.25; Daten wurden unter Mithilfe von Christina Plank, Marta Borchiellini, Madeleine 

Müller und Carmina Schäfer erhoben. 

 Kontrolle  Acy 

Mediane Lebensspanne 116,0 122,5 

Mittleres Alter der letzten 10 % 138,6 139,4 

Log-rank Test  

Gehan-Breslow-Wilcoxon Test 
p=0,31 nach Studienende, *

a
p<0,05 im Alter von 24 und 25 Monaten 

p=0,10 nach Studienende 

 

Die Lebensphasen A-C sind in Abb. 4.25 durch gestrichelte Bereiche dargestellt. Die selektive 

Analyse der Überlebenskurven zum Alterszeitpunkt 24 und 25 Monate brachte eine signifikant 

höhere Überlebensrate nach Acy-Verabreichung hervor (p<0,05, Log-rank Test), mit einer 

Überlebensrate im Alter von 25 Monaten von 76 % in der Acy Gruppe und 53 % in der Kon-

trollgruppe (Abb. 4.25). Nach Erreichen der medianen Lebensspanne von 122,5 Wochen in der 

Acy-Gruppe und 116 Wochen in der Kontrollgruppe (Tab. 4.9) glichen sich beide Überlebens-

kurven an. Das mittlere Überlebensalter der letzten 10 % lebenden Tiere unterschied sich mit 

139,4 und 138,6 Wochen jeweils in der Acy- und Kontrollgruppe nicht signifikant (Tab. 4.9). 
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4.3 ExGrape und Olivenpolyphenole zur Prävention der Gehirnalterung 

4.3.1 ExGrape Acy und Hydroxytyrosol in C57BL/6J-Mäusen  

Neben der Untersuchung des Effekts des Traubenextrakts Acy sollte auch eine Kombination 

mit dem Olivenpolyphenol Hy sowie dessen alleiniger Einfluss auf altersbedingte kognitive 

und mitochondriale Dysfunktionen im Mausmodell untersucht werden. Analog zur Langzeit-

studie mit Acy wurden 15-17 männliche C57BL/6J-Mäuse über einen Zeitraum von 6 Monaten 

mit 2 g Acy/0,9 g Hy (Alt Acy+Hy) oder 0,9 g Hy (Alt Hy) pro kg angereicherten Futterpellets 

gefüttert. Als Basisfutter diente wiederum das antioxidanzienarme Futter (Altromin. C1000 

mod. mit 2.500 IU/kg Vitamin A; 20 mg/kg Vitamin E; 0 mg/kg Vitamin C; 0,150 mg/kg Se-

len), welches als Basis zur Extraktanreicherung diente und in unangereicherter Form als Kon-

trollfutter an eine gleichaltrige Gruppe (Alt) und eine junge Gruppe (Jung) verfüttert wurde. 

Der Fütterungsstart erfolgte für die alten Gruppen um einen Monat versetzt zur Langzeitstudie 

mit Acy und somit im Alter von 14 Monaten. Die Gruppe Jung wurde analog zur Langzeitstudie 

mit Acy im Alter von 1 Monat nach den ersten vier Fütterungsmonaten in die Studie aufgenom-

men, um ein Alter von 3 Monaten zum Studienende zu erreichen. 

4.3.1.1 Überlebensrate und Gewichtsverlauf 

Innerhalb der sechs Fütterungsmonate kam es in den vier Gruppen insgesamt zu wenigen Ster-

befällen (Abb. 4.26A). In der jungen und alten Kontrollgruppe sowie der Alt Acy+Hy-Gruppe 

wurde jeweils 1 Sterbefall beobachtet und folglich eine Überlebensrate von 94 %. In der Alt 

Hy Gruppe führten 2 Sterbefälle zu einer leicht niedrigeren Überlebensrate von 88 %. Signifi-

kante Unterschiede zwischen den Überlebenskurven traten nicht auf. Der Gewichtsverlauf über 

die sechs Fütterungsmonate wies innerhalb der drei alten Gruppen einen ähnlichen Verlauf auf 

(Abb. 4.26B). Es deutete sich eine Gewichtsabnahme beginnend mit dem 5. Fütterungsmonat 

und somit im Alter von 19 Monaten an. Das Gewicht der jungen Mäuse im Alter von 3 Monaten 

lag erwartungsgemäß deutlich unterhalb des Gewichts der alten Gruppen. 
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Abb. 4.26: Überlebensraten und Gewichtsverlauf der C57BL/6J-Mäuse über die 6-monatige Fütterung mit 

Hy und Acy+Hy.  14 Monate alte C57BL/6J-Mäuse erhielten mit 0,9 g Hy allein (Alt Hy) oder in Kombination 

mit 2 g Acy (Alt Acy+Hy) angereicherte Futterpellets und wurden mit gleichaltrigen (Alt) sowie jungen Mäusen 

(Jung) verglichen, die Basisfuttererhielten; die junge Gruppe wurde mit Ablauf des 4. Interventionsmonats hinzu-

gezogen, dargestellt sind Überlebensraten (Kaplan-Meier Kurven) (A) und der Verlauf des Körpergewichts als 

Mittelwerte±SEM (B) von n=15-17 Männchen bei Fütterungsbeginn; a: Vergleich der Überlebensrate der Gruppe 

Jung ab 4. Monat mit Ausgangswert 100 % bei Gruppe Alt, Gewichtsdaten der Gruppe Jung liegen nur für Fütte-

rungsmonat 6 vor; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

 

4.3.1.2 Mitochondriale Funktion 

Der Einfluss der Alterung und der mögliche Effekt einer Fütterung mit Hy und der Kombination 

von Acy mit Hy auf mitochondriale Funktionen wurde in dissoziierten Hirnzellen über die 

ATP-Spiegel und das MMP sowie in isolierten Hirnmitochondrien mittels hochauflösender Re-

spirometrie im Oxygraph-2k untersucht. Kein signifikanter Unterschied konnte zwischen den 

20 Monate und 3 Monate alten Kontrollmäusen für das MMP basal sowie nach SNP-Schädi-

gung festgestellt werden (Abb. 4.27A und C). Auch die Fütterung mit Hy und Acy+Hy zeigte 

keinen Effekt. Im Gegensatz dazu konnte hinsichtlich der ATP-Spiegel in den dissoziierten 

Hirnzellen eine deutliche, altersassoziierte mitochondriale Dysfunktion gefunden werden. Die 

20 Monate alten Mäuse wiesen mit 1,1-1,2 nmol/mg Protein signifikant geringere ATP-Spiegel 

gegenüber den 3 Monate alten Mäusen mit 1,6 nmol/mg Protein auf (Abb. 4.27B). Dies betraf 

die Kontrollgruppe Alt genauso wie die gefütterten Gruppen Alt Hy und Alt Acy+Hy. Eine 

Verbesserung der ATP-Spiegel durch die Fütterungen konnte somit nicht erreicht werden. Auf 

die Schädigung mit dem nitrosativen Stressor SNP reagierten alle vier Gruppen mit einer Ver-

minderung der ATP-Spiegel bezogen auf ihren Basalwert (Abb. 4.27D). Den niedrigsten Wert 

wies mit 69,4 % die Gruppe Jung auf, der sich gegenüber dem höchsten beobachteten Wert in 

der Gruppe Alt Hy mit 79,7 % signifikant unterschied. 
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Abb. 4.27: MMP und ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen der C57BL/6J-Mäusen nach 6-mo-

natiger Fütterung mit Hy und Acy+Hy. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.26; dar-

gestellt sind Mittelwerte±SEM des basalen mitochondrialen Membranpotenzials (MMP) (A), der basalen ATP-

Konzentrationen (B), jeweils normiert auf mg Protein, sowie Mittelwerte±SEM des MMP nach 2 mM SNP-Schä-

digung (C) und der ATP-Konzentration nach 0,1 mM SNP-Schädigung (D), normiert auf den jeweiligen basalen 

Wert (100 %), von n=8-12 Männchen;*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple 

Comparison Test; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

 

Die detaillierte Untersuchung der mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k ergab entgegen 

der verminderten ATP-Spiegel, wie schon in der vorangegangenen Studie mit Acy, keine sig-

nifikant verschlechterte Atmung der 20 Monate alten Tiere gegenüber der 3 Monate alten Tiere 

(Abb. 4.28B). Während die proteinnormierten Atmungsaktivitäten keine Unterschiede zeigten 

(Daten nicht gezeigt), wurde hinsichtlich der CS-normierten Daten und somit der Atmung des 

einzelnen Mitochondriums eine gegenüber der Kontrollgruppe Alt signifikant verminderte 

Komplex IV-Aktivität nach Acy+Hy-Fütterung beobachtet (Abb. 4.28B). Die CS als Marker 

der mitochondrialen Masse wies mit Werten von 0,91-0,94 IU/mg Protein in den vier Gruppen 

einheitliche Werte auf (Abb. 4.28A). Auch die RCR wies keinen Unterschied auf (Abb. 4.28C). 
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Abb. 4.28: CS und CS-normierte mitochondriale Atmung isolierter Hirnmitochondrien der C57BL/6J-

Mäusen nach 6-monatiger Fütterung mit Hy und Acy+Hy.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns er-

folgt in Abb. 4.26; dargestellt sind Mittelwerte±SEM der Citratsynthase-Aktivität (CS) in International Units (IU) 

normiert auf mg Protein (A), der mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k nach Zugabe von Substraten, Inhibi-

toren und Entkopplern (gekennzeichnet mit +) normiert auf CS (B), der Respiratory Control Ratio berechnet aus 

Atmung von Komplex I+II/Leak nach Oligomycin-Zugabe (C); n=7-10 Männchen; *p<0,05, 2-way ANOVA mit 

Bonferroni post Tests; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

 

4.3.1.3 Gedächtnisleistung 

Die Gedächtnisleistung und deren Beeinflussung durch die Alterung und Fütterung mit Hy und 

Acy wurde mittels des 1-Trial-Y-Maze Tests, Social Recognition Tests und des Passive 

Avoidance Tests erfasst. Der Social Recognition Test wurde sowohl vor Fütterungsbeginn als 

auch zum Ende der Fütterungsperiode durchgeführt, wohingegen der Passive Avoidance Test 

nur zum Ende erfolgte. Der 1-Trial-Y-Maze Test befand sich zum Studienbeginn in der Etab-

lierungsphase und wurde daher als Ergänzung in die Testbatterie nach der Fütterung mit aufge-

nommen. Die Ergebnisse des 1-Trial-Y-Maze und des Social Recognition Tests sind in Tab. 

4.10 zusammengefasst. Im Social Recognition Test zeigte sich vor der Fütterung (basal) für die 

Gruppe Jung im Alter von 1 Monat eine signifikant längere Kontaktzeit mit der unbekannten 

Maus (S2) sowie ein Recognition-Index über dem Zufallslevel (50 %). Diese Gedächtnisleis-

tung wurde in keiner der 14 Monate alten Gruppen beobachtet. Nach der Fütterung konnten 

keine signifikanten Gedächtnisleistungen in der reinen Auswertung der Kontaktzeiten oder sig-

nifikanten Unterschiede zwischen den Recognition-Indexen der nun 3 Monate und 20 Monate 

alten Mäusen aller Gruppen festgestellt werden. 
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Tab. 4.10: Ergebnisse der Verhaltenstests in der Langzeitstudie mit Hy und Acy+Hy in C57BL/6J-Mäusen. 

Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.26; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine 

Müller und Marta Borchiellini erhoben. 

Social Recognition 
1: Kontaktzeit S2 vs. S1 

2: MW±SEM des Recognition-Index [%] 

 Jung Alt Alt Hy Alt Acy + Hy 

Basal  

1: #** 

2: 65,9±4,2a 

(n=13) 

1:  

2: 55,2±4,7 

(n=13) 

1:  

2: 52,9±3,1 

(n=14) 

1:  

2: 52,9±3,2 

(n=15) 

Post  

1:  

2: 50,6±5,5 

(n=14) 

1:  

2: 57,2±5,2 

(n=13) 

1:  

2: 46,9±3,3 

(n=13) 

1:  

2: 55,2±4,7 

(n=15) 

1-Trial-Y-Maze MW±SEM der Alternationsrate [%] 

 Jung Alt Alt Hy Alt Acy + Hy 

Post  
59,2±2,7 

(n=15) 

54,4±4,5 

(n=14) 

59,5±4,1 

(n=14) 

56,8±5,4 

(n=13) 

Lokomotorik (Y-Maze) MW±SEM der Eintritte im 1-Trial-Y-Maze 

 Jung Alt Alt Hy Alt Acy + Hy 

Post  
30,3±1,2 

(n=15) 

15,0±1,0*** 

(n=13) 

15,9±1,2*** 

(n=14) 

14,9±1,3*** 

(n=13) 

S1: bekannte Maus, S2: unbekannte Maus, Kontaktzeit S2 vs. S1 #**p<0,05 (gepaarter t-Test): Erinnerungsleis-

tung, : keine Erinnerungsleistung, Recognition-Index [%]: [Kontaktzeit S2/(S1+S2)]*100; Alternation: Eintritt 

in alle drei Arme des Y-Mazes ohne wiederholten Besuch eines anderen Armes innerhalb der 5-minütigen Test-

phase, Alternationsrate: [Anzahl Alternationen/(Gesamteintritte-2)]*100; ***p<0,001 vs. Jung, 1-way ANOVA 

mit Tukey's Multiple Comparison Test; ap<0,05, one sample t-Test (vs. Zufallslevel 50 %) 

 

Im 1-Trial Y-Maze-Test wiesen die 20 Monate alten Mäuse der Kontrollgruppe Alt mit einer 

Alternationsrate von 54,4 % die geringste räumliche Gedächtnisleistung (Tab. 4.10). Diese lag 

numerisch, aber nicht signifikant unter der Leistung der 3 Monate alten Gruppe Jung mit 

59,2 %. Die 20 Monate alte Gruppe Alt Hy erreichte mit 59,5 % eine ähnlich hohe Alternati-

onsrate wie die Gruppe Jung. Signifikante Effekte konnten jedoch weder zwischen den Alters-

gruppen noch zwischen den Fütterungsgruppen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu 

konnte hinsichtlich der lokomotorischen Aktivität, ermittelt als die Gesamteintritte in die Arme 

des Y-Mazes, wie schon in der Studie mit Acy und HBE, eine signifikant höhere Aktivität der 

Gruppe Jung gegenüber den drei alten Gruppen festgestellt werden (p<0,001). Die Fütterung 

mit Hy oder Acy+Hy hatte keinen Einfluss auf diese verminderte Aktivität.  

Das Langzeitgedächtnis wurde mit Hilfe des Passive Avoidance Tests am Ende der Fütterungs-

periode untersucht (Abb. 4.29). Die Step-through latency der Mäuse vor dem induzierten 

Schock wies keine signifikanten Unterschiede auf, lag jedoch höher als in den vorangegangenen 

Studien. Dies kann darauf zurückzuführen sein, dass die Tiere eine Woche zuvor schon einem 
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Passive Avoidance Test unterlagen, der zusätzlich die Step-through latency nach 30 s erfasste. 

Da dies jedoch zu einer deutlich verminderten Step-through latency in den post Tests führte, 

wurde der Test nach einer Woche mit dem üblichen Ablauf wiederholt. Die Step-through la-

tency 24 h post nach dem zweiten Test zeigte in allen Gruppen eine signifikante Erhöhung und 

somit Gedächtnisleistung (Abb. 4.29). Die alten Gruppen wiesen ähnlich der Langzeitstudie 

mit Acy und HBE eine numerisch höhere Leistung gegenüber der Gruppe Jung auf. 
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Abb. 4.29: Step-through latency im Passive Avoidance Test mit C57BL/6J-Mäusen nach 6-monatiger Fütte-

rung mit Hy und Acy+Hy.  Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.26; dargestellt ist der 

Mittelwert der Step-through latency im Passive Avoidance Test ± 95 % Konfidenzintervall von n=12-14 Männ-

chen.  Prä: vor dem Schock, 24 h post: 24 h nach dem Schock (0,2 mA); Step-through latencies von 300 s im post 

Test führen zum Abbruch und dem Maximalwert im Testergebnis; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. prä Wert, 

Wilcoxon matched-pairs signed rank Test; Hy: Fütterung mit 0,9 g Hy, Acy+Hy: Fütterung mit Hy in Kombination 

mit 2 g Acy; Daten wurden unter Mithilfe von Madeleine Müller erhoben. 

 

4.3.2 ExGrape Res, Hytolive und Enrichment in NMRI-Mäusen 

Aufgrund der mangelnden Konsistenz hinsichtlich der Erfassung einer mitochondrialen Dys-

funktion bei den C57BL/6J-Mäusen in der respiratorischen Messung sowie der kognitiven Dys-

funktion, sollte für weitere Untersuchungen auf einen anderen Mausstamm zurückgegriffen 

werden. Die NMRI-Maus wurde ausgewählt, da diese in vorherigen Versuchen konstante al-

tersabhängige mitochondriale Dysfunktionen sowohl in dissoziierten Hirnzellen als auch in der 

Respirometrie gezeigt hatte. Weiterhin zeigten NMRI-Mäuse in vorangegangen Verhaltensun-

tersuchungen eine geringere Variabilität gegenüber C57BL/6J-Mäusen. In Reaktion auf die nur 

moderaten Effekte von Acy und Hy wurde für folgende Untersuchungen eine Modifizierung 

des Extraktgemisches vorgenommen. Der anthocyanreiche Traubenextrakt Acy wurde durch 

die resveratrolreiche Variante Res ersetzt sowie die synthetische Reinsubstanz Hy durch Ol, ein 

natürlicher OMWW-Extrakt. Die beiden Extrakte wurden in einer Konzentration von 1,6 g 
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Res/1,6 g Ol in Futterpellets verpresst und über einen Zeitraum von 6 Monaten verfüttert. Zu-

sätzlich zu der nutritiven Intervention sollte untersucht werden, inwieweit die zusätzliche Sti-

mulierung über ein Environmental Enrichment inklusive eines Laufrads im Käfig altersbe-

dingte kognitive und mitochondriale Dysfunktionen vermindern bzw. verhindern kann. Dazu 

erhielten je 12-16 Weibchen und 12-16 Männchen ab einem Alter von 12 Monaten eine allei-

nige Intervention mit Res+Ol (Alt RO) oder in Kombination mit Enrichment (Alt ROEn). Als 

Kontrollen dienten eine gleichaltrige Gruppe (Alt) und eine junge Gruppe aus je 10 Weibchen 

und 10 Männchen (Jung), die während der Interventionsphase Kontrollfutter ohne Enrichment 

erhielten. Da die Gruppe Jung zum Studienende ein Alter von 3 Monaten aufweisen sollte, 

wurde diese Gruppe in einem Alter von 1 Monat nach Ablauf der ersten vier Interventionsmo-

nate in die Studie aufgenommen. 

4.3.2.1 Überlebensrate und Gewichtsverlauf 

Während der Interventionsphase kam es in den alten Gruppen zu einer für NMRI-Mäuse alters-

typischen hohen Sterberate (Abb. 4.30). In der Kontrollgruppe Alt lag die Überlebensrate bei 

60,7 %. Wird die Überlebenskurve in den Interventionsmonaten 4-6 mit denen der Gruppe Jung 

verglichen, unterschieden sich diese signifikant voneinander (Abb. 4.30A). In der Studien-

gruppe Jung kam es, bis auf 1 Sterbefall infolge eines Rangkampfes mit einem stark aggressiven 

Männchen, der aus der Auswertung ausgeschlossen wurde, zu keinem Sterbefall und somit zu 

einer Überlebensrate von 100 %. Die niedrigste Überlebensrate wies die Gruppe RO mit 44,4 % 

auf, ein signifikanter Unterschied zur Überlebenskurve der Gruppe Alt lag jedoch nicht vor 

(Abb. 4.30B). Mit 75,0 % wurde die höchste Überlebensrate der alten Gruppen in der Gruppe 

Alt ROEn beobachtet, die sich signifikant von der Alt RO-Gruppe (p<0,05), nicht aber von der 

Gruppe Alt unterschied (Abb. 4.30B). 
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Abb. 4.30: Überlebensraten der NMRI-Mäuse über die 6-monatige Interventionsperiode mit RO und 

ROEn. 12 Monate alte NMRI Mäuse erhielten mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherte Futterpellets allein (Alt RO) 

oder in Kombination mit Enrichment (Alt ROEn) und wurden mit gleichaltrigen (Alt) sowie jungen Mäusen (Jung) 

verglichen, die Basisfutter und kein Enrichment erhielten; die Gruppe Jung wurde mit Ablauf des 4. Interven-

tionsmonats hinzugezogen; dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven von n=27-29 in den alten Gruppen und n=20 in 

der jungen Gruppe bei Interventionsbeginn; #*p<0,05, Vergleich der Überlebensrate von Gruppe Jung mit Gruppe 

Alt (ab 4. Monat, Ausgangswert der Gruppe Alt auf 100 % gesetzt) (A), Vergleich der Überlebensrate der drei 

alten Gruppen, *p<0,05 (B), Log-rank Test. 

 

Der Verlauf des Körpergewichts der Tiere wies in den alten Gruppen über die Interventions-

phase keine größeren Unterschiede auf (Abb. 4.31). In der Gruppe Alt und Alt RO konnte ab 

dem 4.-5. Interventionsmonat eine abnehmende Tendenz beobachtet werden. Die Gruppe Jung 

zeigte erwartungsgemäß eine Gewichtszunahme über die Interventionsphase. 
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Abb. 4.31: Gewichtsverlauf der NMRI-Mäuse über die 6-monatige Interventionsperiode mit RO und 

ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte des Kör-

pergewichts ± SEM von n=27-29 Mäusen in den alten Gruppen bzw. n=20 in der jungen Gruppe bei Interventi-

onsbeginn; die Gruppe Jung wurde mit Ablauf des 4. Interventionsmonats hinzugezogen.  
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4.3.2.2 Genexpression im Gehirn 

Anhand von Genexpressionsanalysen im Hirnhomogenat der Mäuse sollte geklärt werden, in-

wieweit die Alterung bzw. die Intervention mit RO und ROEn einen Einfluss auf die Expression 

von Genen hat, die in Zusammenhang mit der mitochondrialen Funktion bzw. Hormesis stehen. 

Aufgrund einer beobachteten stärker ausgeprägten mitochondrialen Dysfunktion der Männ-

chen, wurden die Genexpressionsanalysen auf den männlichen Teil der Studiengruppe be-

schränkt. Die Expressionsraten wurden jeweils relativ zur Gruppe Jung (100 %) angegeben. 

Hinsichtlich der mitochondrialen Atmungskomplexe wurden Komplex I (Untereinheit Ndufv1) 

und IV (Untereinheit Cox5A) untersucht.  
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Abb. 4.32: mRNA-Expression von Komplex I und IV im Hirnhomogenat der NMRI-Mäuse nach 6-mona-

tiger Interventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 

4.30; dargestellt sind Mittelwerte±SEM der mRNA-Expression von n=6-8 männlichen Mäusen normiert auf die 

mRNA-Expression der Gruppe Jung (100 %) ermittelt durch qPCR; *p<0,05, **p<0,01, 1-way ANOVA mit Tu-

key's Multiple Comparison Test. 

 

Eine signifikante Verminderung der Genexpression der Kontrollgruppe Alt gegenüber der 

Gruppe Jung wurde für Komplex IV nachgewiesen sowie eine numerische Verminderung für 

Komplex I (Abb. 4.32). Die Intervention mit RO und ROEn konnte diesem Alterseffekt entge-

genwirken. Die RO- und ROEn-Gruppen zeigten mit 104,6 % und 106,9 % eine signifikant 

höher liegende Komplex I-Genexpression gegenüber der alten Kontrollgruppe (p<0,01). Die 

Komplex IV-Genexpression konnte gegenüber der Kontrollgruppe Alt (69,2 %) durch RO nu-

merisch auf 90,9 % und durch ROEn signifikant (p<0,01) auf 96,0 % gesteigert werden. 

 

Auch für PGC1α, CREB, BDNF und Synaptophysin 1 wurde im Hirnhomogenat der alten Kon-

trollgruppe eine deutlich verminderte Genexpression gegenüber der Kontrollgruppe Jung fest-

gestellt, die mit Ausnahme von BDNF signifikant war (Abb. 4.33). Dieser Alterseffekt konnte 

durch die Interventionen mit RO tendenziell und ROEn zum Teil signifikant verbessert bzw. 

aufgehoben werden. Für den Masterregulator PGC1α fiel der Effekt am deutlichsten aus. Die 
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RO-Intervention konnte die Genexpression von 65,7 % in der Kontrollgruppe Alt numerisch 

auf 91,8 % erhöhen. Die Intervention mit ROEn führte zu einer Expression auf 126,1 % und 

einer signifikanten Erhöhung gegenüber der Kontrollgruppe Alt und der Gruppe Alt RO. Auch 

die verminderte CREB-Genexpression alter Tiere wurde durch die RO-Intervention numerisch 

von 61,2 % auf 82,3 % erhöht sowie durch die ROEn-Intervention signifikant auf 91,3 % an-

gehoben. Eine ähnliche Tendenz konnte für BDNF gefunden werden, allerdings ohne Signifi-

kanz. Keinen Einfluss hatte die RO- und ROEn-Intervention auf die altersbedingte Verminde-

rung der Genexpression von Synaptophysin 1 (Abb. 4.33). 

 

Jung Alt Alt RO Alt ROEn
0

50

100

150 ***
*

*

PGC1

m
R

N
A

-E
x
p

re
s
s
io

n

[%
 J

u
n

g
]

Jung Alt Alt RO Alt ROEn

   ***

CREB

Jung Alt Alt RO Alt ROEn
0

50

100

150
BDNF

m
R

N
A

-E
x
p

re
s
s
io

n

[%
 J

u
n

g
]

Jung Alt Alt RO Alt ROEn

*

Synaptophysin 1

 

Abb. 4.33: mRNA-Expression von PGC1α, CREB, BDNF und Synaptophysin 1 im Hirnhomogenat der 

NMRI-Mäuse nach 6-monatiger Interventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Stu-

diendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte±SEM der mRNA-Expression von n=6-8 männlichen 

Mäusen normiert auf die mRNA-Expression der Gruppe Jung (100 %) ermittelt durch qPCR; *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test. 

 

Weder ein Alterungseffekt noch ein Effekt der Interventionen konnte hinsichtlich der Expres-

sion der mitogeneseassoziierten Gene Nrf1 und Tfam gefunden werden (Abb. 4.34). 
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Abb. 4.34: mRNA-Expression Nrf1 und Tfam im Hirnhomogenat der NMRI-Mäuse nach 6-monatiger In-

terventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dar-

gestellt sind Mittelwerte ±SEM der mRNA-Expression von n=6-8 männlichen Mäusen normiert auf die mRNA-

Expression der Gruppe Jung (100 %) ermittelt durch qPCR. 
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Abb. 4.35: mRNA-Expression von AMPK, SIRT1 und SIRT3 im Hirnhomogenat der NMRI-Mäuse nach 

6-monatiger Interventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in 

Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte ±SEM der mRNA-Expression von n=6-8 männlichen Mäusen normiert auf 

die mRNA-Expression der Gruppe Jung (100 %) ermittelt durch qPCR; *p<0,05, 1-way ANOVA mit Tukey's 

Multiple Comparison Test. 

 

Eine altersbedingte Verminderung der Genexpression im Gehirn konnte weiterhin für AMPK 

nachgewiesen werden (p<0,05) und mit leichter Tendenz für die Sirtuine SIRT1 mit 88,4 % 
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und SIRT3 mit 88,5 % (Abb. 4.35). Die RO-Intervention konnte die SIRT3-Genexpression nu-

merisch auf 104,8 % erhöhen. Die verminderte AMPK-Expression der alten Kontrollgruppe 

konnte durch die ROEn-Intervention numerisch auf 96,8 % erhöht werden. Auch die SIRT3-

Expression stieg in der ROEn-Gruppe auf 98,8 % (Abb. 4.35). 

 

Zusammenfassend zeigte sich somit hinsichtlich der Genexpression ein ausgeprägter 

Alterseffekt für viele Gene, die mit der mitochondrialen Funktion und Hormesis assoziiert sind. 

Die Intervention mit RO, und in stärkerem Ausmaß mit ROEn, konnte die erniedrigten Werte 

der alten Mäuse zum großen Teil vermindern bzw. sogar aufheben.  

 

4.3.2.3 Mitochondriale Funktion im Gehirn 

Inwieweit die beobachteten Effekte des Alters und der Intervention mit RO und ROEn auch auf 

Ebene der mitochondrialen Funktion widergespiegelt werden, sollte über die Messung des 

MMPs und der ATP-Spiegel in dissoziierten Hirnzellen der Tiere geklärt werden sowie mittels 

Respirometrie an isolierten Hirnmitochondrien (Abb. 4.36).  

Eine numerisch deutliche Verminderung des MMPs konnte für die Kontrollgruppe Alt gegen-

über der Gruppe Jung beobachtet werden. Die Intervention mit RO und in größerem Ausmaß 

die Intervention mit ROEn konnte diesen numerischen Rückgang tendenziell vermindern (Abb. 

4.36A). Analog zum MMP wies die Kontrollgruppe Alt mit 1,6 nmol ATP/mg Protein gegen-

über der Gruppe Jung mit 1,9 nmol ATP/mg Protein auch verminderte ATP-Konzentrationen 

in dissoziierten Hirnzellen auf (Abb. 4.36B). Die Gruppen Alt RO und Alt ROEn wiesen mit 

1,7 und 1,8 nmol/mg Protein tendenziell aufsteigende ATP-Level auf. Signifikante Unter-

schiede der vier Gruppen konnten jedoch auch hier nicht ermittelt werden. Im geschlechtsspe-

zifischen Vergleich zeigte sich, dass der tendenzielle Unterschied zwischen alten und jungen 

Tieren besonders auf die Männchen zurückzuführen ist, die in der Gruppe Jung mittlere ATP-

Spiegel von 2,0 nmol/mg Protein im Vergleich zu 1,4 nmol/mg Protein in der Gruppe Alt auf-

wiesen (Daten nicht gezeigt). Nach ex vivo Schädigung mit SNP zeigte sich eine Verminderung 

des MMPs und der ATP-Spiegel in allen Gruppen gegenüber dem Basalwert, der auf 100 % 

gesetzt wurde (Abb. 4.36). Für das MMP war diese Verminderung in der Gruppe Jung mit 

77,7 % des Basalwerts signifikant stärker als in den alten Gruppen mit 82-84 %. Die Interven-

tion hatte keinen Einfluss hinsichtlich der Reaktion auf die SNP-Schädigung. Die ATP-Spiegel 

nach SNP-Behandlung unterschieden sich in den vier Gruppen mit 77-83 % nicht signifikant 

voneinander. 
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Abb. 4.36: MMP und ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen der NMRI-Mäuse nach 6-monatiger 

Interventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; 

dargestellt sind Mittelwerte±SEM des MMPs (A) und der ATP-Konzentration (B) jeweils normiert auf mg Protein 

sowie Mittelwerte des MMPs nach 2 mM SNP-Schädigung (C) und der ATP-Konzentration nach 0,1 mM SNP-

Schädigung (C), normiert auf den jeweiligen basalen Wert (100 %), von n=13-16 Tieren; *p<0,05, ***p<0,001, 

1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test. 

 

Die detaillierte Untersuchung der Atmung in isolierten Hirnmitochondrien mittels Substraten, 

Entkopplern und Inhibitoren des Atmungssystems ließ eine signifikant verminderte proteinnor-

mierte Komplex IV-Atmung in der Kontrollgruppe Alt gegenüber der Gruppe Jung erkennen 

(p<0,001, Abb. 4.37A). Dieser Effekt deckt sich mit der beobachteten signifikant geringeren 

Komplex IV-Genexpression. Ein Entgegenwirken dieses Alterseffekts durch die Intervention 

mit RO und ROEn, wie es für die Genexpression beschrieben wurde, konnte auf funktionaler 

Ebene nicht bestätigt werden. Alle 18 Monate alten Gruppen wiesen eine Komplex IV-Aktivi-

tät auf dem gleichen Niveau auf. Hinsichtlich der RCR, berechnet über den Quozienten (ETS-

Atmung/Leak-Atmung nach Oligomycin-Zugabe), konnten keine Unterschiede zwischen alten 

und jungen Mäusen oder den Interventionen festgestellt werden (Abb. 4.37B). Auch die CS, als 

Marker für die mitochondriale Masse, wies in isolierten Hirnmitochondrien der vier Gruppen 

normiert auf den Proteingehalt keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich auf, mit 

Ausnahme der Gruppe Alt ROEn, die eine CS signifikant unterhalb der Gruppe Jung aufwies 

(p<0,05, Abb. 4.37C).  
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Abb. 4.37: Protein-normierte mitochondriale Atmung und CS isolierter Hirnmitochondrien der NMRI-

Mäuse nach 6-monatiger Interventionsperiode mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiende-

signs erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte der mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k nach Zugabe 

von Substraten, Inhibitoren und Entkopplern (gekennzeichnet mit +) normiert auf mg Protein (A), der Respiratory 

Control Ratio (RCR) berechnet aus Atmung von Komplex I+II/Leak nach Oligomycin-Zugabe (B) und Citratsyn-

thase-Aktivität (CS) in International Units (IU) normiert auf mg Protein (C), n=14; *p<0,05, 1-way ANOVA mit 

Tukey's Multiple Comparison Test; ***p<0,001, 2-way ANOVA mit Bonferroni post Tests. 

 

Generell lag eine höhere CS für die Gruppe Jung mit 1,03 IU/mg Protein gegenüber 0,92- 

0,95 IU/mg Protein in den 18 Monate alten Gruppen vor. Normiert auf die CS konnten keine 

Unterschiede in der mitochondrialen Atmung der vier Gruppen festgestellt werden (Daten nicht 

gezeigt). 

 

Insgesamt lässt sich sagen, dass die NMRI-Mäuse eine altersassoziierte mitochondriale Dys-

funktion hinsichtlich der mitochondrialen Komplex IV-Aktivität zeigten, die sich in einer deut-

lichen Tendenz hin zu niedrigeren ATP-Spiegeln und MMP-Werten in dissoziierten Hirnzellen 

der Mäuse widerspiegelt. Der beobachte Alterseffekt war für den männlichen Teil der beiden 

gemischten Gruppen ausgeprägter vorhanden und zeigte eine deutliche altersbedingte Vermin-

derung der Expression mitochondrialer Gene. Die Interventionen mit RO und ROEn konnten 

entgegen der günstigen Beeinflussung auf Ebene der Genexpression keinen signifikanten Effekt 

auf die mitochondriale Funktion erzielen. Es wurde lediglich eine Tendenz hin zu höheren ba-

salen ATP-Spiegeln und MMP-Werten gegenüber alten Kontrolltieren ermittelt. 
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4.3.2.4 Gedächtnisleistung und Motorik 

In einem weiteren Schritt sollte untersucht werden, inwieweit alters- und interventionsbedingte 

Einflüsse in Verhaltenstests zur Gedächtnisleitung (1-Trial und 2-Trial-Y-Maze und Passive 

Avoidance) und Motorik (1-Trial-Y-Maze und Rotarod) erfasst werden können. Mit Ausnahme 

des Passive Avoidance Tests, der alleinig nach der Interventionsphase stattfand, wurde die Leis-

tung vor und nach der Interventionsphase untersucht. Die basale Leistung sollte neben einem 

basal-post Vergleich u.a. zur möglichst gleichen Leistungsverteilung in die Gruppen vor Inter-

ventionsbeginn dienen. 

 

Die motorische Leistung der Mäuse wurde über die Anzahl der Eintritte im 1-Trial Y-Maze und 

die Leistung auf dem Rotarod erfasst (Abb. 4.38). Die Gesamteintritte in die Arme während der 

5-minütigen Testphase im 1-Trial-Y-Maze können als Parameter für die lokomotorische Akti-

vität der Mäuse herangezogen werden. Hier zeigte sich vor Studienbeginn für die Auswertung 

aller Tiere (Basal gesamt) eine signifikant verminderte Aktivität der drei 12 Monate alten Grup-

pen gegenüber der Gruppe Jung mit einem Alter von 1 Monat sowie keine Unterschiede inner-

halb der Gruppen (Abb. 4.38A). Bei alleiniger Betrachtung der Leistung der Mäuse, die bis 

zum Studienende überlebten und in die Endauswertung eingegangen sind (Basal), ist der signi-

fikante Unterschied ebenso vorhanden, wobei sich hier eine leichte Tendenz zur höheren Akti-

vität in der RO- und ROEn-Gruppe ergibt.  Nach der 6-monatigen Interventionsperiode ist wei-

terhin eine signifikant geringere lokomotorische Aktivität der nun 18 Monate alten Kontroll-

gruppe Alt gegenüber der 3 Monate alten Gruppe Jung festzustellen. Für die Gruppen Alt RO 

und ROEn lag hier kein signifikanter Unterschied vor.  

Hinsichtlich der motorischen Leistung auf dem Rotarod konnte im Alter von 1 Monat für die 

jungen Mäuse eine signifikant höhere Leistung gegenüber derer der 12 Monate alten Mäuse 

insgesamt, nach Einteilung in ihre Gruppen sowie bei alleiniger Auswertung der überlebenden 

Mäuse festgestellt werden (p<0,001) (Abb. 4.38B). Im Alter von 18 Monaten lag die Leistung 

der Kontrollgruppe Alt und Gruppe Alt RO weiterhin signifikant unterhalb der Leistung der 

Gruppe Jung. Alleinig die Gruppe Alt ROEn wies eine motorische Leistung auf, die sich nicht 

mehr signifikant von derer der 3 Monate alten Mäuse unterschied. Im basal-post Vergleich wird 

deutlich, dass die Alt ROEn-Gruppe mit 18 Monaten eine signifikant höhere Leistung zeigte 

als im Alter von 12 Monaten (p<0,001). Dies traf auch für die Kontrollgruppe Alt zu, jedoch in 

geringerem Umfang (p<0,05). 
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Abb. 4.38: Motorische Leistung von NMRI-Mäusen über die 6-monatige Interventionsperiode mit RO und 

ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte der Ge-

samteintritte im 1-Trial Y-Maze (A) und der Latency to fall  auf dem Rotarod±SEM (B) von n=18-28 weiblichen 

und männlichen Mäusen vor Beginn der Studie (Basal),***p<0,001, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Com-

parison Test; #***p<0,001, ungepaarter t-Test gegenüber der Gruppe Jung; von n=14-20 in die Auswertung ein-

geschlossenen Tiere vor der Intervention (Basal) und nach der Intervention (Post), *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test, ap<0,05, aaap<0,001, gepaarter t-Test Basal 

vs. Post; RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherten Futterpellets, ROEn: RO in Kombination mit 

Enrichment, Alt gesamt: alle Tiere im Alter von 12 Monaten vor der Einteilung in die Interventionsgruppen.  
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Das räumliche Gedächtnis wurde im 1-Trial und 2-Trial-Y-Maze untersucht (Abb. 4.39). Im 1-

Trial-Y-Maze zeigten die 12 Monate alten Mäuse vor Studienbeginn (Basal gesamt) insgesamt 

mit einer spontanen Alternationsrate von 59,1 % gegenüber der Gruppe Jung im Alter von 

1 Monat mit 65,2 % eine leicht, aber signifikant verminderte räumliche Gedächtnisleistung 

(Abb. 4.39A, p<0,05). Dieser Unterschied war bei Einteilung der alten Gruppe in die Interven-

tionsgruppen nicht mehr vorhanden. Bei Betrachtung der basalen Daten der Mäuse, die über 

die Interventionsphase überlebt haben (Basal) und somit auch in die Endauswertung miteinge-

gangen sind, ergeben sich basal leichte, aber nicht signifikante Schwankungen in den alten 

Gruppen mit Alternationsraten von 56-63 % und der höchsten Leistung in der Gruppe Alt RO. 

Nach der Interventionsphase und somit im Alter von 18 Monaten (alte Gruppen) bzw. 3 Mona-

ten (junge Gruppe) zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Vergleicht man weiterhin die 

basale und post Leistung der einzelnen Gruppen miteinander, so sind keine signifikanten Ver-

änderungen zu erkennen. 

 Im 2-Trial-Y-Maze zeigte die Gruppe Jung mit 58,4 % eine Diskriminierungsleistung die sig-

nifikant über dem Zufallslevel von 50 % lag (p<0,05, one-sample t-Test) und somit als einzige 

Gruppe eine Erinnerungsleistung (Abb. 4.39B). Die Gruppe der 12 Monate alten Tiere insge-

samt vor Studienbeginn lag mit 51,2 % nahe dem Zufallslevel. Ein signifikanter alt-jung Un-

terschied konnte nicht festgestellt werden. Nach Einteilung in die Interventionsgruppen 

schwankten die Diskriminierungsraten nicht signifikant. Eine leicht ungleiche Leistungsvertei-

lung in den alten Gruppen mit einer tendenziell höheren Leistung der Kontrollgruppe Alt ergab 

sich in der Endauswertung der basalen Leistung nach Ausschluss der innerhalb der Interventi-

onsphase gestorbenen Tiere (Basal). Nach der Interventionsphase zeigten die nun 3 Monate 

alten Mäuse der Gruppe Jung mit 58,3 % erneut eine signifikant erhöhte Leistung gegenüber 

dem Zufallslevel. Die alten Interventionsgruppen erreichten eine geringere Leistung, was be-

sonders die Gruppe Alt ROEn mit 40,9 % betraf, dessen Leistung sich aber nicht signifikant 

vom Zufallslevel unterschied. Signifikante Unterschiede im Vergleich der post Leistungen der 

vier Gruppen oder im basal-post Vergleich und somit eine Beeinflussung durch die Intervention 

ergaben sich nicht. 
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Abb. 4.39: Gedächtnisleistung im Y-Maze mit NMRI-Mäusen über die 6-monatige Interventionsperiode mit 

RO und ROEn.Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt sind Mittelwerte der 

Alternationsraten±SEM im 1-Trial-Y-Maze (A) und Diskrimierungsraten im 2-Trial-Y-Maze (B) von n= 19-28 

weiblichen und männlichen Mäusen vor Beginn der Studie (Basal), n=12-20 in die Auswertung eingeschlossenen 

Tiere vor der Intervention (Basal) und nach der Intervention (Post), *p<0,05 ungepaarter t-Test, #*p<0,05 one-

sample t-Test vs. 50 % Zufallslevel; Alternation: Eintritt in alle drei Arme des Y-Mazes ohne wiederholten Besuch 

eines anderen Armes, Alternationsrate:[Anzahl Alternationen/(Gesamteintritte-2)]*100; Diskriminierungsrate: 

[Aufenthaltszeit neuer Arm/Aufenthaltszeit alter Arm+neuer Arm]*100; RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol 

angereicherten Futterpellets, ROEn: RO in Kombination mit Enrichment, Alt gesamt: alle Tiere im Alter von 

18 Monaten vor der Einteilung in die Interventionsgruppen. 
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Das Langzeitgedächtnis wurde mit Hilfe des Passive Avoidance Tests am Ende der Interventi-

onsperiode untersucht. Der Test wurde aufgrund des vergleichbar hohen Stresslevels am Ende 

der Verhaltenstestphase durchgeführt. Wie in Abb. 4.40 zu sehen ist, waren die mittleren Über-

trittszeiten (Step-through latency) in die abgedunkelte Box vor dem Schock (prä) niedrig. Die 

Gruppe Alt wies gegenüber der Gruppe Jung eine signifikant höhere Step-through latency auf. 

Vierundzwanzig Stunden nach der Vermittlung des Schocks in Reaktion auf den Übertritt in 

die abgedunkelte Kammer, zeigten alle Gruppen eine signifikant längere Übertrittszeit gegen-

über dem prä-Wert, jedoch in unterschiedlicher Ausprägung. Die Gruppe Jung zeigte zusam-

men mit der Gruppe Alt RO eine im Vergleich mit der Gruppen Alt und Alt ROEn kürzere 

Step-through latency. Es zeigte sich somit keine bessere Erinnerungsleisung der Gruppe Jung. 

Zudem wies die Gruppe Alt RO gegenüber der Kontrollgruppe Alt eine signifikant kürzere 

Step-through latency auf. 
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Abb. 4.40: Step-through latency im Passive Avoidance Test mit NMRI-Mäusen nach 6-monatiger Interven-

tionsperiode mit RO und ROEn.Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.30; dargestellt 

ist der Mittelwert der Step-through latency im Passive Avoidance Test ± 95 % Konfidenzintervall von n=15-19 

Männchen und Weibchen. Prä: vor dem Schock, 24 h post: 24 h nach dem Schock (0,5 mA); Step-through laten-

cies von 300 s im post Test führen zum Abbruch und dem Maximalwert im Testergebnis; *p<0,05, ***p<0,001 

vs. prä Wert, Wilcoxon matched-pairs signed rank Test; #*p<0,05, Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Multiple Com-

parison Test; RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherten Futterpellets, ROEn: RO in Kombination mit 

Enrichment.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Alterungseffekte in den Verhaltenstests in unterschied-

licher Ausprägung gefunden wurden. Eine deutlich verminderte Leistung konnte bei den moto-

rischen Parametern (Rotaord und Eintritte im 1-Trial-Y-Maze) nachgewiesen werden. Hinsicht-

lich der Gedächtnisleistung zeigten sich in beiden Y-Maze Tests geringere Unterschiede sowie 

im Passive Avoidance Test eine umgekehrte Tendenz. Die Interventionen mit RO und ROEn 

hatten insgesamt keinen signifikanten Einfluss. Im Passive Avoidance Test zeige sich ein ver-

schlechtertes Abschneiden nach RO-Intervention. Hinsichtlich des Ausmaßes des Effektes der 
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Alterung und der Interventionen lässt sich somit generell eine absteigende Tendenz in folgender 

Reihenfolge der untersuchten Parameter feststellen: Genexpression > mitochondriale Funktion 

> kognitive Funktion. Die motorische Leistung in der ein deutlicher Alterseffekt und ein leich-

ter Effekt der Interventionen auftrat grenzt sich davon ab. 

 

4.4 ExGrape Traubenextrakt und Olivenpolyphenole zur AD-Prävention  

4.4.1 ExGrape Res, Hytolive und Enrichment im Thy-1-APP-Modell  

Neben der Untersuchung des Effekts auf die Alterung wurde die Kombination aus Res, Ol und 

Environmental Enrichment in dem murinen AD-Modell Thy-1-APP751SL untersucht. In die-

sem, auf dem C57BL/6 Mausstamm basierenden Modell, kommt es ab einem Alter von 3 Mo-

naten zu erhöhten Aß-Leveln und mitochondrialer Dysfunktion. Es sollte untersucht werden 

inwiefern eine 8-wöchige Intervention, bestehend aus Res+Ol angereicherten Futterpellets und 

Enrichment, Einfluss auf die mitochondriale Funktion und verschiedene Verhaltensparameter 

hat. Thy-1-APP transgene Mäuse (je 8-11 Männchen und Weibchen) erhielten entweder eine 

alleinige Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol in Futterpellets (APP RO) oder RO in Kombination 

mit verschiedenen Enrichment-Maßnahmen inklusive eines Laufrads als Aktivitätskomponente 

(APP ROEn). Als Kontrollgruppen dienten je 8-11 weibliche und männliche Thy-1-APP-trans-

gene (APP) sowie Wildtyp- (Wt) Mäuse, die während der Interventionsphase Kontrollfutter 

ohne Enrichment-Maßnahmen erhielten. 

4.4.1.1 Überlebensrate und Gewichtsverlauf 

Innerhalb der 8-wöchigen Interventionsphase, die von Ende des 2. bis 4. Lebensmonats durch-

geführt wurde, konnten unterschiedliche Überlebensraten festgestellt werden (Abb. 4.41A). 

Während in der Wt-Gruppe nach der Interventionsphase 100 % der Mäuse am Leben waren, 

wurde eine signifikant verminderte Überlebensrate von 73,7 % in der APP-Kontrollgruppe ver-

zeichnet (p<0,05). Die niedrigste Überlebensrate wurde jedoch für die Gruppe APP ROEn be-

obachtet, mit einer Überlebensrate von 60,0 %. Dieses ist vor allem auf den männlichen Teil 

der Studiengruppe zurückzuführen, in dem 37,5 % der Mäuse überlebten, verglichen mit 

85,7 % der Weibchen (Abb. 4.41B). Die Überlebensrate der APP-Kontrollgruppe hingegen war 

bei den Männchen und Weibchen mit 81,8 % und 62,5 % Überlebenden ausgeglichener (Abb. 

4.41B). Für Thy-1-APP-transgene Männchen wird im Allgemeinen ein höheres Aggressivitäts-

potenzial beobachtet, welches in der Gruppe APP ROEn während der Interventionsphase auf-

fallend verstärkt auftrat. Eine hohe Sterberate der APP ROEn-Männchen durch vermehrte 
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Rangkämpfe und einen erhöhten Stresslevel in Folge der Enrichment-Maßnahmen kann somit 

nicht ausgeschlossen werden. Im Vergleich zu der APP ROEn-Gruppe zeigte die APP RO-

Gruppe ohne Enrichment eine signifikant höhere Überlebensrate (Abb. 4.41A), die mit 94,1 % 

numerisch deutlich über der Überlebensrate der APP-Kontrollgruppe lag. Signifikante Unter-

schiede wurden weder gegenüber der APP-Kontrollgruppe noch gegenüber der Wt-Gruppe er-

reicht.  
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Abb. 4.41: Überlebensraten der Thy-1-APP-Mäuse über die 8-wöchige Interventionsperiode mit RO und 

ROEn.Thy-1-APP-transgene Mäuse erhielten zwischen Ende des 2. und 4. Lebensmonat mit 1,6 g Res/1,6 g Ol 

angereicherte Futterpellets allein (APP RO) oder in Kombination mit Enrichment (APP ROEn) und wurden mit 

APP transgenen Mäusen (APP) und Wildtyp Mäuse (Wt) verglichen, die Basisfutter und kein Enrichment erhiel-

ten; dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven von n=15-19 Mäusen bei Interventionsbeginn (A); Log-rank Test, 

*p<0,05, ***p<0,001; (B) Überlebensraten [%] der Männchen (M) und Weibchen (W) in Gruppe APP und 

APP ROEn im Vergleich; Daten wurden unter Mithilfe von Carmina Schäfer erhoben. 

 

Hinsichtlich des Gewichtsverlaufs zeigte sich in allen Gruppen eine Gewichtszunahme über die 

Interventionsperiode (Abb. 4.42). Beim Vergleich der Gruppen wird deutlich, dass die drei 

APP-transgenen Mausgruppen vor dem Beginn der Intervention ein signifikant niedrigeres 

Körpergewicht gegenüber der Wt-Gruppe aufwiesen. Dieser Unterschied verminderte sich im 

Zeitverlauf. Das niedrigste Gewicht innerhalb der Interventionsphase wurde in der APP ROEn-

Gruppe beobachtet, das sich 2-3 Wochen nach Interventionsbeginn als einziges weiterhin sig-

nifikant von der Wt-Gruppe unterschied. 
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Abb. 4.42: Gewichtsverlauf der Thy-1-APP-Mäuse über die 8-wöchige Interventionsperiode mit RO und 

ROEn.Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.41; dargestellt sind Mittelwerte des Körper-

gewichts ± SEM von n=15-19 Mäusen bei Interventionsbeginn; *p<0,05 vs. Wt-Gruppe des jeweiligen Untersu-

chungszeitpunkts, 1-way ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison Test; Wt: Thy-1-APP-Wildtyp, APP: Thy-

1-APP transgen, RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherte Futterpellets, ROEn: RO in Kombination 

mit Enrichment; die Daten wurden unter Mithilfe von Carmina Schäfer erhoben. 

 

4.4.1.2 Mitochondriale Funktion 

Die mitochondriale Funktion wurde nach der Interventionsphase über das MMP und die ATP-

Spiegel in dissoziierten Hirnzellen sowie über die Atmungsaktivitäten von isolierten Hirnmito-

chondrien im Oxygraphen-2k erfasst. Es sollte getestet werden, inwieweit die 8-wöchige RO- 

oder ROEn-Intervention mitochondriale Dysfunktionen in APP-transgenen Mäusen vermin-

dern können. Die Untersuchung des MMPs und der ATP-Spiegel in dissoziierten Hirnzellen 

konnte allerdings im Vergleich zum Wt nicht die erwartete mitochondriale Dysfunktion bei 

APP-transgenen Mäusen erbringen. Im Vergleich zu den Wt-Mäusen zeigten transgene APP-

Mäuse ein tendenziell höheres MMP sowie tendenziell höhere ATP-Level ohne jedoch das Sig-

nifikanzniveau zu erreichen (Abb. 4.43A und B). Die Intervention mit RO oder ROEn hatte 

keinen Einfluss auf das MMP oder die ATP-Spiegel. Die Schädigung der dissoziierten Hirn-

zellen mit dem Stressor SNP führte in allen Gruppen zu einem Abfall des MMP auf ca. 75 % 

und der ATP-Spiegel auf unter 40 % der basalen Werte (Abb. 4.43C und D). Unterschiede zwi-

schen den Interventionsgruppen lagen nicht vor.  
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Abb. 4.43: MMP und ATP-Konzentrationen in dissoziierten Hirnzellen der Thy-1-APP-Mäuse nach 8-wö-

chiger Intervention mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.41; dar-

gestellt sind Mittelwerte±SEM des basalen mitochondrialen Membranpotenzials (MMP) (A), der basalen ATP-

Konzentrationen (B), jeweils normiert auf mg Protein, sowie Mittelwerte±SEM des MMP nach 2 mM SNP-Schä-

digung (C) und der ATP-Konzentration nach 0,5 mM SNP-Schädigung (D), normiert auf den jeweiligen basalen 

Wert (100 %), von n=14-15 Tieren für Wt, APP, APP RO und n=9 für APP ROEn; Daten wurden unter Mithilfe 

von Carmina Schäfer erhoben. 

 

Auch die detaillierte Untersuchung der Atmung in der hochauflösenden Respirometrie konnte 

insgesamt keine Beeinträchtigungen der APP-transgenen Kontrollmäuse gegenüber dem Wt 

hervorbringen. Bei der Betrachtung des einzelnen Mitochondriums und somit Normierung der 

Atmungsaktivitäten auf die CS (Abb. 4.44A und B) wies die APP ROEn-Gruppe gegenüber 

den anderen Gruppen eine signifikant verminderte Komplex IV-Atmung auf (p<0,001). Grund 

dafür, dass dieser Effekt bei den proteinnormierten Daten (nicht dargestellt) ausblieb, ist ver-

mutlich eine leicht höhere mitochondriale Masse, die sich aus einer tendenziell erhöhten CS der 

APP ROEn-Gruppe ableiten lässt. Die RCR zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 

4.44C).  



Ergebnisse 

166 

Wt APP APP RO APP ROEn
0.0

0.5

1.0

1.5

C
it

ra
ts

y
n

th
a

s
e

-A
k

ti
v

it
ä

t

[I
U

/m
g

 P
ro

te
in

]

Le
ak

 (
P

/M
)

K
om

pl
ex

 I

K
I+

K
II

Le
ak

 (
O

m
y)

E
T

S
K

II K
IV

0

2000

4000

6000

8000

10000
Wt
APP
APP RO
APP ROEn

Pyruvat/Malat     +
ADP     +
Succinat     +
Oligomycin            +                 
Rotenon     +
TMPD/Ascorbat                                                                   +

***

M
it

o
c

h
o

n
d

ri
a

le
 A

tm
u

n
g

[p
m

o
l/
(s

*I
U

 C
S

)]

Wt APP APP RO APP ROEn
0.0

0.5

1.0

1.5

R
e

s
p

ir
a

to
ry

 C
o

n
tr

o
l 
R

a
ti

o

[K
I+

K
II
/L

e
a

k
 (
O

m
y
)]

A B

C

 

Abb. 4.44: CS und CS-normierte mitochondriale Atmung isolierter Hirnmitochondrien der Thy-1-APP-

Mäuse nach 8-wöchiger Intervention mit RO und ROEn. Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt 

in Abb. 4.41; dargestellt sind Mittelwerte der Citratsynthase-Aktivität (CS) in International Units (IU) (A), der 

mitochondrialen Atmung im Oxygraph-2k nach Zugabe von Substraten, Inhibitoren und Entkopplern (gekenn-

zeichnet mit +) normiert auf International Units (IU) CS (B) und der Respiratory Control Ratio (RCR) berechnet 

aus Atmung von Komplex I+II/ Leak nach Oligomycin-Zugabe (C), von n=14 Tieren für Wt, APP, APP RO und 

n=9 Tieren für APP ROEn, ***p<0,001, 2-way ANOVA mit Bonferroni post Tests; Daten wurden unter Mithilfe 

von Carmina Schäfer erhoben. 

 

4.4.1.3 Verhaltensparameter 

Mit den im Weiteren beschriebenen Ausnahmen wurden vor Beginn sowie zum Ende der In-

tervention Verhaltenstests an den Thy-1-APP-Mäusen durchgeführt.  Zu den bereits beschrie-

benen Tests (1- und 2-Trial-Y-Maze, Passive Avoidance) wurden mit dem Nesting und dem 

Burrowing zwei weitere Tests eingeführt, die im transgenen Modell Aufschluss über die Be-

einträchtigung von Alltagsaktivitäten geben sollten. Das Rotarod wurde aufgrund des hyperak-

tiven, stressanfälligen Charakters des transgenen Mausmodells als ungeeignet eingeschätzt. 

Ähnlich zu den Ergebnissen auf mitochondrialer Ebene konnte weder eine einheitliche Leis-

tungsbeeinträchtigung hinsichtlich der untersuchten Verhaltensparameter im APP-Modell ge-

genüber dem Wt nachgewiesen werden noch ein Effekt der RO- oder ROEn-Intervention. Die 

Ergebnisse der Tests sind in Tab. 4.11 dargestellt. Die Leistungen sind analog zur Studie mit 

NMRI-Mäusen eingeteilt in die Leistung aller Tiere vor dem Beginn der Studie (Basal gesamt) 
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sowie die Leistung der in die Auswertung eingeschlossenen Tiere vor der Intervention (Basal) 

und nach der Intervention (Post). 

 

Im Nesting-Test wurde über ein Punktesystem von 1-5 beurteilt, wie stark ein Nestlet aus 

Baumwolle, welches 1 h vor der Dunkelphase in den Käfig gelegt wurde, bis zum nächsten 

Morgen zum Nestbau genutzt wurde. Aufgrund der Aggressivität der Thy-1-APP-Männchen 

gegenüber Männchen eines anderen Käfigs, wurde der basale Test nur mit den Weibchen durch-

geführt. Eine Zusammensetzung von Männchen nach der Einzelhaltung über Nacht hätte zu 

Rangkämpfen mit Todesfolge führen können. Ein Nesting-Score von 1 bedeutet, dass > 90 % 

des Nestlets noch intakt und somit ungenutzt sind; ein Nesting-Score von 5 wird bei einem 

deutlichen Nestbau mit > 90 % Verwendung des Nestlets vergeben. Eine Beeinträchtigung der 

Leistung im Nesting Test konnte nur vor Studienbeginn für die Gesamtgruppe der Thy-1-APP-

transgenen Mäuse (Score 3,1) gegenüber dem Wt (Score 4,4) festgestellt werden (Tab. 4.11, 

p<0,05). Nach Einteilung in die Gruppen und Studienbeginn konnten keine Unterschiede zwi-

schen den APP-transgenen Tieren und Wt Tieren ermittelt werden. Weiterhin konnte kein Ef-

fekt für die RO- und ROEn-Intervention beobachtet werden. Dies bezog sich für die Post-Aus-

wertung sowohl auf die Weibchen als auch auf die gemischte Gruppe inklusive den Männchen, 

die nach der Interventionsphase in den Test aufgenommen wurden.  

Mit dem Burrowing-Test sollte untersucht werden, in welchem Ausmaß die definierte Menge 

von 200 g zerkleinerter Futterpellets über Nacht aus einer im Käfig platzierten Röhre geräumt 

wird. Die Mäuse wurden dafür 3 h vor der Dunkelphase einzeln in einen Käfig mit der bestück-

ten Röhre gesetzt. Am nächsten Morgen wurde die Futtermenge ausgewogen, die über Nacht 

aus der Röhre entnommen wurde. Der Test wurde basal analog zum Nesting aufgrund der er-

forderlichen Einzelsetzung der Mäuse nur mit den Weibchen durchgeführt. Im Burrowing Test 

konnte vor sowie nach der Intervention keine Beeinträchtigung der APP-transgenen Tiere ge-

genüber dem Wt festgestellt werden. Dies bezog sich für die Post-Auswertung sowohl auf die 

Weibchen als auch auf die gemischte Gruppe inklusive der Männchen, die nach der Interventi-

onsphase in den Test aufgenommen wurden. Auch die RO- und ROEn-Interventionen blieben 

ohne signifikanten Effekt. 

Im Y-Maze zeigten Thy-1-APP-transgene Tiere insgesamt tendenziell mehr Eintritte und somit 

eine höhere lokomotorische als Wt-Tiere. Diese Beobachtung deckt sich mit der generell ner-

vösen Natur der APP-Mäuse.  
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Tab. 4.11: Ergebnisse der Verhaltenstests mit Thy-1-APP-Mäusen bei RO und ROEn-Intervention. Die nä-

here Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.41, dargestellt sind Mittelwerte±SEM der Leistungen aller 

Tiere vor dem Beginn der Studie (Basal gesamt) sowie in die Auswertung eingeschlossenen Tiere vor der Inter-

vention (Basal) und nach der Intervention (Post).

Nestingb MW (95 % KI) des Nesting-Scores (Nesting Score 1: > 90 % intaktes Nestlet, 5: > 90 % 

in ein Nest umgebautes Nestlet) 

 Wt APP gesamt APP APP RO APP ROEn 

Basal gesamt ♀ 4,4 (3,9-4,9) 

(n=8) 

3,1 (2,6-3,6)* 

(n=24) 

3,0 (2,0-4,1) 

(n=8) 

3,1 (2,2-4,0) 

(n=8) 

3,2 (1,9-4,4) 

(n=8) 

Basal ♀ 4,4 (3,9-4,9) 

(n=8) 

 3,2 (1,6-4,7) 

(n=5) 

2,9 (1,9-3,8) 

(n=7) 

3,3 (1,6-5,1) 

(n=6) 

Post ♀ 3,6 (2,9-4,2)a 

(n=8) 

 4,2 (3,1-5,3) 

(n=5) 

2,9 (1,9-4,0) 

(n=7) 

2,8 (1,5-4,2) 

(n=6) 

Post ♀+♂ 3,6 (3,2-4,0) 

(n=17) 

 3,4 (2,6-4,1) 

(n=14) 

2,8 (2,1-3,6) 

(n=16) 

3,4 (2,1-4,6) 

(n=8) 

Burrowingb MW (95 % KI) der entnommenen Futtermenge 

 Wt APP gesamt APP APP RO APP ROEn 

Basal gesamt ♀ 24,9 (15,4-

34,4) (n=9) 

29,4 (22,9-35,9) 

(n=23) 

28,3 (15,2-41,3) 

(n=8) 

31,3 (19,7-42,9) 

(n=7) 

28,9 (13,5-44,2) 

(n=8) 

Basal ♀ 24,9 (15,4-34,4) 

(n=9) 

 26,6 (10,4-42,8) 

(n=5) 

33,5 (20,8-46,3) 

(n=6) 

34,0 (14,5-53,5) 

(n=6) 

Post ♀ 37,1 (10,9-63,5) 

(n=6) 

 27,6 (10,8-44,4) 

(n=5) 

20,7 (13,9-27,5) 

(n=7) 

18,0 (9,6-26,4) 

(n=6) 

Post ♀+♂ 39,5 (18,7-60-3) 

(n=18) 

 21,1 (13,8-28,4) 

(n=14) 

23,3 (17,4-29,2) 

(n=16) 

17,8 (11,7-23,8) 

(n=8) 

Lokomotorikb MW±SEM der Eintritte im 1-Trial-Y-Maze 

 Wt APP gesamt APP APP RO APP ROEn 

Basal gesamt 16,7±1,5 

(n=18) 

18,8±1,0 

(n=48) 

20,3±1,4 

(n=19) 

20,3±1,4 

(n=19) 

17,5±2,2 

(n=14) 

Basal 16,7±1,5 

(n=18) 

 20,1±1,3 

(n=15) 

18,4±1,9 

(n=14) 

17,8±3,1 

(n=10) 

Post 10,6±1,0aaa 

(n=18) 

 14,0±1,7aa 

(n=15) 

12,5±1,9a 

(n=14) 

12,3±2,1 

(n=10) 

1-Trial-Y-Mazeb MW±SEM der spontanen Alternationsrate  

 Wt APP gesamt APP APP RO APP ROEn 

Basal gesamt 62,1±4,0 

(n=18) 

59,9±2,1 

(n=46) 

62,7±2,9 

(n=18) 

54,1±4,4 

(n=15) 

62,8±3,4 

(n=13) 

Basal 61,2±4,1 

(n=17) 

 62,5±3,1 

(n=14) 

53,2±4,3 

(n=13) 

63,7±4,5 

(n=9) 

Post 74,1±3,5 a 

(n=17) 

 64,4±5,5 

(n=14) 

68,3±3,8a 

(n=13) 

62,5±3,8 

(n=9) 

2-Trial-Y-Mazeb MW±SEM der Diskriminierungsrate  

 Wt APP gesamt APP APP RO APP ROEn 

Basal gesamt 47,5±6,8 

(n=17) 

48,3±4,3 

(n=43) 

48,6±7,1 

(n=17) 

48,4±7,7 

(n=14) 

47,6±8,4 

(n=12) 

Basal 51,7±7,4 

(n=14) 

 53,1±8,3 

(n=13) 

48,4±7,7 

(n=14) 

46,4±11,0 

(n=6) 

Post 36,6±7,1 

(n=14) 

 60,3±9,4 

(n=13) 

45,7±8,2 

(n=14) 

32,5±14,2 

(n=16) 



Ergebnisse 

169 

Passive Avoidance MW (95 % KI) der Step-trough latency 

 Wt  APP APP RO APP ROEn 

Prä 28,4 (15,7-41,2) 

(n=16) 

 23,1 (13,9-32,3) 

(n=14) 

33,0 (19,9-46,2) 

(n=16) 

14,7 (9,1-20,3) 

(n=10) 

Post 166,2 (102,8-

229,6) 

(n=16) #*** 

 92,3 (26,5-

158,1)#*** 

(n=14)  

78,2 (25,7-

130,7) 

(n=16) 

104,3 (23,8-

184,9)#** 

(n=10)  

Wt: Thy-1-APP Wildtyp, APP: Thy-1-APP transgen, RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherten Fut-

terpellets, ROEn: RO in Kombination mit Enrichment; *p<0,01 vs. Wt, Mann Whitney Test, ap<0,05, aap<0,01, 
aaap<0,001 post vs. basal, gepaarter t-Test (Wilcoxon matched-pairs signed rank Test beim Nesting Test), 
#**p<0,01,#***p<0,001 prä vs. post, Wilcoxon matched-pairs signed rank test, bDaten wurden unter Mithilfe von 

Carmina Schäfer erhoben. 

 

Über die Interventionsphase nahm die lokomotorische Aktivität in allen Gruppen signifikant 

ab, mit Ausnahme der APP ROEn-Gruppe mit einer lediglich numerischen Abnahme. Gemes-

sen anhand der Alternations- und Diskriminierungsraten im 1-Trial und 2-Trial-Y-Maze konn-

ten keine Unterschiede zwischen dem Wt und den APP-transgenen Mäusen hinsichtlich des 

räumlichen Gedächtnisses nachgewiesen werden. Auch die RO- und ROEn-Intervention blie-

ben ohne Effekt. Es zeigte sich lediglich eine signifikante Verbesserung der Alternationsrate 

der Wt- und RO-Gruppe über die Interventionsphase, die jedoch zu keiner signifikant besseren 

Leistung gegenüber den anderen Gruppen führte. 

Das Langzeitgedächtnis wurde mit Hilfe des Passive Avoidance Tests am Ende der Interventi-

onsperiode untersucht. Hinsichtlich der Übertrittszeit in die dunkle Box (Step-through latency) 

vor der Vermittlung des Schocks (prä) wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Studiengruppen ermittelt (Abb. 4.45). Vierundzwanzig Stunden nach dem Schock (24 h post) 

zeigte sich in allen Gruppen, außer der RO-Gruppe, eine signifikant längere Step-through la-

tency, die auf eine Erinnerung an den Schock hinweist. Ein deutlicher Trend für eine höhere 

Step-through latency und somit für ein stärkeres Erinnerungsvermögen wurde für die Wt-

Gruppe gegenüber den transgenen APP-Gruppen beobachtet. Signifikante Unterschiede wur-

den innerhalb der Interventionsgruppen auch 24 h post nicht gefunden.  

 

Insgesamt lässt sich festhalten, dass das untersuchte AD-Modell Thy-1-APP751SL in der vor-

liegenden Arbeit keine mitochondriale oder eindeutige kognitive Dysfunktion und somit keinen 

Nutzen für die zu untersuchenden Fragestellungen zeigen konnte. Ungeachtet der fehlenden 

Dysfunktionen hatte die Intervention mit RO und ROEn keinen eindeutigen Einfluss auf die 

untersuchten Parameter.   
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Abb. 4.45: Step-through latency im Passive Avoidance Test mit Thy-1-APP-Mäusen nach 8-wöchiger Inter-

ventionsperiode mit RO und ROEn.Die nähere Beschreibung des Studiendesigns erfolgt in Abb. 4.41; darge-

stellt ist der Mittelwert der Step-through latency im Passive Avoidance Test ± 95 % Konfidenzintervall von n=10-

16 Männchen und Weibchen. Prä: vor dem Schock, 24 h post: 24 h nach dem Schock (0,5 mA); Step-through 

latencies von 300 s im post Test führen zum Abbruch und dem Maximalwert im Testergebnis; **p<0,01, 

***p<0,001 vs. prä Wert, Wilcoxon matched-pairs signed rank Test; Wt: Thy-1-APP Wildtyp, APP: Thy-1-

APP transgen, RO: Intervention mit 1,6 g Res/1,6 g Ol angereicherte Futterpellets, ROEn: RO in Kombination mit 

Enrichment; Daten wurden unter Mithilfe von Carmina Schäfer erhoben.  

.
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5 Diskussion 

5.1 Mitochondriale Dysfunktion im Zellmodell PC12 

Die Untersuchung der Effekte von TOP erfolgte in der vorliegenden Arbeit zunächst in PC12-

Zellen, die einem adrenalen Phäochromozytom der Ratte entstammen (Greene und Tischler 

1976). Die kontinuierliche PC12-Zelllinie ist ein gut charakterisiertes neuronenähnliches Mo-

dell, welches seit langem Einsatz in Forschungsfeldern wie der neuronalen Differenzierung und 

Neurosekretion sowie pharmakologischen Therapie der Neurodegeneration findet (Eaton and 

Duplan 2004; Westerink and Ewing 2008). PC12-Zellen wurden weiterhin in einer Reihe von 

Studien im Zusammenhang mit der mitochondrialen Dysfunktion untersucht (Schaffer et al. 

2010; Hagl et al. 2014; Hagl et al. 2015c; Keil et al. 2004b, 2004b). Mit den PC12sw-Zellen 

existiert darüber hinaus ein abgeleitetes AD-Modell, welches über eine schwedische Doppel-

mutation des APP-Gens verfügt. PC12sw-Zellen weisen mit einer Produktion relativ geringer 

Mengen von Aß ein Modell der frühen AD dar. Weiterhin sind PC12sw-Zellen durch einen ge-

störten Energiemetabolismus mit erniedrigten ATP-Konzentrationen und einer geringeren en-

dogenen mitochondrialen Atmung gekennzeichnet. Ein Kompensationsmechanismus dieser 

Beeinträchtigungen über eine erhöhte mitochondriale Biogenese wird vorgeschlagen, der un-

abhängig von dem Masterregulator PGC1α zu sein scheint (Hagl et al. 2015c). Neben der MD 

weisen PC12sw-Zellen eine erhöhte NO-Produktion auf, in die vermutlich die erhöhten Aß-Le-

vel involviert sind (Keil et al. 2004a). 

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den PC12sw-Zellen als AD-Modell, PC12neo-Zellen 

eingesetzt. Diese Zellen enthalten, wie das AD-Modell, eine Neomycin-Resistenz, jedoch nicht 

die schwedische Doppelmutation. In PC12neo-Zellen sollten die Effekte von TOP auf gesteiger-

ten oxidativen und nitrosativen Stress untersucht werden, der bei der Alterung des Gehirns auf-

tritt. Dazu wurden die Zellen mit SNP behandelt. SNP ist ein oft eingesetzter NO-Donor, der 

entweder direkt durch die Freisetzung von NO oder über die Bildung von ONOO- zellschädi-

gende Effekte induzieren kann (Eckert et al. 2010; Schaffer et al. 2007). NO ist ein wichtiger 

physiologischer Regulator, der jedoch in hohen Mengen über zahlreiche Mechanismen zytoto-

xisch wirken kann. So wird für NO eine Verminderung der mitochondrialen Atmung, insbe-

sondere der Aktivität von Komplex IV beschrieben. NO kann weiterhin mit O2
•-  zu dem starken 

Oxidanz ONOO- reagieren (Kapitel 1.2.1.3) und so zu oxidativen Schädigungen und weiteren 

Beeinträchtigungen der mitochondrialen Funktion führen (Brown 1999). Es ist jedoch unklar, 

ob die Funktion als NO-Donor der einzige Mechanismus ist, durch welchen SNP seine zell-

schädigenden Effekte vermittelt. SNP ist ein Komplex mit der Summenformel 
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Na2(Fe(CN)5NO) 2 H2O, der zu weiteren toxischen Produkten zerfallen kann. Zu diesen Pro-

dukten gehört Cyanid, das ebenfalls einen Inhibitor des mitochondrialen Komplex IV darstellt. 

Weiterhin kann das enthaltene Fe2+ durch die Bildung von ROS zu oxidativem Stress führen 

(Huitema et al. 2006; Terwel et al. 2000; Schaffer et al. 2010). 

 

In den hier durchgeführten Untersuchungen wurde durch die SNP-Behandlung sowohl in 

PC12neo-Zellen als auch in PC12sw-Zellen eine ausgeprägte mitochondriale Dysfunktion mit 

einem verminderten MMP und reduzierten ATP-Konzentrationen erreicht. Diese Beobachtung 

deckt sich mit früheren Untersuchungen in PC12-Zellen (Keil et al. 2004b; Hagl et al. 2015c; 

Hagl et al. 2015a) und anderen Zelllinien (Pohland et al. 2016). Weiterhin führte die im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit durchgeführte SNP-Behandlung in PC12neo-Zellen zu einer Steigerung 

der Konzentration an Proteincarbonylen. Carbonylgruppen entstehen an Proteinseitenketten, 

wenn diese oxidiert werden. Proteincarbonyle sind somit ein Biomarker für oxidativen Stress 

(Dalle-Donne et al. 2003). Eine Akkumulation von Proteincarbonylen wurde im Gehirn geal-

terter Menschen genauso wie bei AD-Patienten beobachtet (Smith et al. 1991). Die SNP-Be-

handlung (150 µM) steigerte die Proteincarbonylkonzentration der PC12neo-Zellen auf fast 

200 % der unbehandelten Kontrolle. Diese Daten stimmen mit weiteren Studien in PC12-Zellen 

überein, in denen SNP eine Verminderung des MMPs sowie ein erhöhtes Ausmaß an Oxidati-

onen induzierte (Zheng et al. 2016) sowie die intrazellulären ROS-Level bei vergleichbaren 

Konzentrationen verdoppelte (Romero et al. 2010). 

PC12-Zellen können somit als geeignetes Modell für erste Untersuchungen zu den Effekten 

von Polyphenolen auf die Gehirnalterung und AD angesehen werden. Vor dem Hintergrund, 

dass es sich bei dem PC12-Zellmodell um murine Phäochromozytom-Zellen handelt, wäre wei-

terhin der Einsatz einer humanen neuronalen Zelllinie von Interesse. Auf Grundlage der SH-

SY5Y-Zelllinie wurde beispielsweise ein geeignetes Modell der frühen Phase einer LOAD 

etabliert, das von MD geprägt ist (Stockburger et al. 2014). Weiterhin ist darauf hinzuweisen, 

dass es sich bei diesen immortalisierten Zelllinien um Tumorzelllinien handelt, die sich folglich 

in ihrem Verhalten von normalen Zellen unterscheiden können. In weiterführenden Experimen-

ten könnten beispielsweise Untersuchungen an primären Neuronen weiteren Aufschluss liefern. 

Da Zellen jedoch nie den gesamten Organismus  – einschließlich der Stoffwechselprozesse von 

TOP – darstellen können, ist der Einsatz eines Tiermodells ein nächster logischer Schritt. 
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5.2 Mitochondriale Dysfunktion im Mausmodell  

Im Mausmodell sollte vorrangig untersucht werden, welchen Einfluss die Aufnahme von TOP 

bei der Gehirnalterung und der AD auf die mitochondriale Dysfunktion nehmen kann. Die Iden-

tifizierung altersbedingter Veränderungen erfolgte anhand des Vergleichs von 18-22 Monate 

alten Mäusen mit 3 Monate alten Mäusen. Die Untersuchungen fanden zunächst mit dem In-

zuchtstamm C57BL/6J statt. Zu einem späteren Zeitpunkt wurde weiterhin der Auszuchtstamm 

NMRI herangezogen. Für die Erfassung der mitochondrialen Dysfunktion bei der AD wurde 

eine Studie an dem AD-Mausmodell Thy-1-APP durchgeführt.  

5.2.1 C57BL/6J-Mäuse 

Das C57BL/6-Modell ist das Mausmodell, das am besten charakterisiert ist und sich am häu-

figsten in der Literatur wiederfindet (Mitchell et al. 2015; Jackson Laboratory 2017b). Neben 

dieser Tatsache wurde der C57BL/6-Mausstamm ausgesucht, da dieser den genetischen Hin-

tergrund des eingesetzten AD-Modells bildete und als langlebiger Stamm auch für die Lebens-

zeitstudie geeignet war. Auf diese Weise sollte eine Vergleichbarkeit der Studien geschaffen 

werden. Männliche Tieren unterliegen zudem geringeren hormonbedingten Schwankungen als 

weibliche Tiere (Fester and Rune 2015; Weixelbaumer et al. 2014; Yagi et al. 2017).  

Eine deutliche Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion wurde von Navarro et al. in ver-

schiedenen Studien an Nagetieren detektiert. Im frontalen Kortex und Hippocampus von 

12 Monate alten Ratten wurde eine verminderte Aktivität der mitochondrialen Komplexe I und 

IV beobachtet, die von erhöhten ROS-Konzentrationen und Oxidationsprodukten, einschließ-

lich Proteincarbonylen, begleitet wurden (Navarro et al. 2011). Auch im Gehirn von Mäusen 

wurden im Alter zwischen 13 und 20 Monaten deutliche Aktivitätsabnahmen der Komplexe I 

und IV und Zunahmen an oxidativen Schädigungen detektiert (Boveris and Navarro 2008; Na-

varro et al. 2002). Darüber hinaus konnte für den Auszuchtstamm NMRI in vorangegangenen 

Studien der Arbeitsgruppe eine ausgeprägte Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion im 

Gehirn gealterter Tiere gezeigt werden (Hagl et al. 2016b; Hagl et al. 2015b; Afshordel et al. 

2015). Von dem in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Inzuchtstamm C57BL/6 wurde in Be-

zug auf die Messwerte eine höhere Homogenität gegenüber dem Auszuchtstamm NMRI erwar-

tet (Mitchell et al. 2015). Auch im Gehirn von C57BL/6-Mäusen wurden mitochondriale Dys-

funktionen und oxidative Schädigungen, einschließlich erhöhter Mengen an Proteincarbonylen, 

beschrieben (Moreno-Ulloa et al. 2015). 

Die 19-22 Monate alten C57BL/6J-Männchen wiesen in der vorliegenden Arbeit ausgeprägte 

Energiedefizite in dissoziierten Hirnzellen auf, die in Tab. 5.1 zusammengefasst sind.  
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Tab. 5.1: Zusammenfassung der altersbedingten mitochondrialen Dysfunktion in C57BL/6J-Mäusen. 

 

Kurzzeitstudie Langzeitstudie 1 Langzeitstudie 2 

19-22 Monate Alt  

(vs. Jung, 3 Monate) 

19 Monate Alt 

(vs. Jung, 3 Monate) 

20 Monate Alt 

(vs. Jung, 3 Monate) 

MMP basal () ()  

MMP nach SNP  ()  

ATP basal    

ATP nach SNP   () 

Mitochondriale Atmung 

KI () 

KI+KII () 

KIV  

  

CS [IU]    

/ signifikante Erhöhung/Erniedrigung vs. Jung, (/): tendenzieller Effekt, : kein Effekt, die mitochond-

riale Atmung stellt CS-normierte Werte dar; CS: Citratsynthase-Aktivität; IU: International Units; MMP: Mito-

chondriales Membranpotenzial, SNP: Natriumnitroprussid, K: mitochondrialer Komplex 

 

Die mitochondriale Dysfunktion in dissoziierten Hirnzellen äußerte sich durch signifikant er-

niedrigte ATP-Spiegel der 19-22 Monate alten Mäuse gegenüber den 3 Monate alten Mäusen. 

Um Zustände mit zusätzlich erhöhtem oxidativen und nitrosativen Stress zu imitieren, wurden 

die dissoziierten Hirnzellen weiterhin ex vivo mit dem NO-Donor SNP behandelt (siehe Kapitel 

5.1). Die SNP-Schädigung führte in den dissoziierten Hirnzellen zu einem Abfall der ATP-

Spiegel bei beiden Altersgruppen. Signifikant erhöhte ATP-Spiegel nach SNP-Stress in alten 

Mäusen gegenüber jungen Mäusen weisen auf eine verminderte Empfindlichkeit von dissozi-

ierten Hirnzellen alter Mäuse gegen den induzierten Stress hin.  

Die beschriebenen Veränderungen traten in allen drei Studien, in denen die mitochondriale 

Funktion im Gehirn gealterter C57BL/6J-Mäuse erfasst wurde, auf. Die Studien umfassten je-

weils Gruppen alter Tiere, welche die Testsubstanzen erhielten und eine alte und eine junge 

Gruppe, welche Kontrollfutter erhielt. In einer Kurzzeitstudie sollte der Effekt einer täglichen 

Verabreichung des Traubenextrakts Acy über die Knopfkanüle für eine Periode von 3 Wochen 

in gealterten Mäusen untersucht werden. Die Tiere hatten neben der Bolusgabe der Testsub-

stanz in dieser Studie Zugang zu einer Standardpelletdiät (mit 15.000 IU/kg Vitamin A; 

110 mg/kg Vitamin E; 36 mg/kg Vitamin C; 0,265 mg/kg Selen). In den anderen beiden Stu-

dien mit gealterten C57BL/6J-Mäusen erfolgte die Verabreichung der Testsubstanzen demge-

genüber über die Futterpellets als Langzeitfütterung. Die Basisfutterpellets, in welche die 

Testsubstanzen verpresst wurden und die somit ohne Zusatz auch als Futter für die alten und 

jungen Kontrolltiere eingesetzt wurden, bestanden aus einer antioxidanzienarmen Spezialdiät 

(C1000 mod. mit 2.500 IU/kg Vitamin A; 20 mg/kg Vitamin E; 0 mg/kg Vitamin C; 

0,150 mg/kg Selen).  
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Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen mitochondrialen Dysfunktionen in dissoziierten 

Hirnzellen, die in allen drei Studien konstant vorlagen, wurden für die Atmungsaktivitäten in 

den respiratorischen Messungen an isolierten Hirnmitochondrien Diskrepanzen festgestellt. In 

der Kurzzeitstudie mit Einsatz der Standardpelletdiät wurde eine altersbedingte Verminderung 

der respiratorischen Aktivität des einzelnen Mitochondriums hinsichtlich des Komplex IV und 

tendenziell hinsichtlich Komplex I und KI+KII ermittelt. Eine verminderte Atmungsaktivität 

der Mitochondrien resultiert in einer verminderten ATP-Produktion, welche vermutlich zu den 

beobachteten geringeren ATP-Spiegeln in dissoziierten Hirnzellen alter Tiere der Kurzzeitstu-

die führte. Demgegenüber zeigten die Atmungsaktivitäten der Hirnmitochondrien von alten und 

jungen Mäusen in beiden Langzeitstudien mit antioxidanzienarmer Pelletdiät keine Unter-

schiede.  

Eine mögliche Erklärung für diese uneinheitlichen Ergebnisse setzt bei den unterschiedlichen 

Messmethoden an, die für die Bestimmung der ATP-Konzentration und der mitochondrialen 

Atmung im Gehirn zum Einsatz kamen. Die Atmungsaktivitäten der Hirnmitochondrien wur-

den mittels hochauflösender Respirometrie am Oroboros Oxygraph-2k erfasst. Bei der hoch-

auflösenden Respirometrie werden die Atmungsraten über die Zugabe von künstlichen Subs-

traten, Inhibitoren und Entkopplern erfasst. Das Messprotokoll führt zu Atmungsraten, die über 

das physiologische Level hinausgehen. Dies steht im Gegensatz zu der Messung der ATP-Spie-

gel in dissoziierten Hirnzellen, welche die physiologische Situation besser widerspiegelt. Den-

noch wurden in der Kurzzeitstudie Beeinträchtigungen sowohl in der ATP-Produktion als auch 

in der hochauflösenden Respirometrie festgestellt.  

Die unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich der altersassoziierten Abnahme der mitochon-

drialen Atmungsaktivitäten im Oxygraph könnten in einer Reaktion auf die verschiedenen ein-

gesetzten Futterpellets begründet liegen. Die antioxidanzienarmen Futterpellets, welche als 

Kontrollfutter für die alten und jungen Mäuse in der Langzeitstudie verwendet wurden, enthiel-

ten nur ein Minimum an Antioxidanzien, die für Labormäuse generell als ausreichend angese-

hen werden. Die umfangreichen Genanalysen der verschiedenen Unterstämme des C57BL/6-

Modells in den letzten Jahren brachten hervor, dass der originäre Stamm des Jackson Labora-

tory C57BL/6J, der in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde, eine spontane Genmutation 

der Nikotinamid-Nukleotid-Transdehydrogenase (NNT) besitzt (Ronchi et al. 2013; Freeman 

et al. 2006). NNT ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und katalysiert die Re-

duktion von NADP+ bei gleichzeitiger NAD+ Oxidation und einem Wiedereintritt von H+ in die 

mitochondriale Matrix aus dem Intermembranraum. Folglich wird NNT als eine wichtige 

Quelle für mitochondriales NAPH angesehen (Yin et al. 2014) (siehe Kapitel 1.2.1.3). 
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C57BL/6J-Mäuse könnten somit eine geringere Fähigkeit besitzen, NADP+ und Glutathion in 

ihrem reduzierten Zustand zu erhalten. Letzteres ist jedoch für die Neutralisation von freien 

Radikalen in den Mitochondrien von essentieller Bedeutung. Ein Vergleich der Atmung iso-

lierter Muskelfasern von C57BL/6N-Mäusen, welche ein intaktes NNT-Gen besitzen, mit de-

nen von C57BL/6J-Mäusen brachte eine erhöhte Produktion von H2O2 im Gewebe der 

C57BL/6J-Mäuse hervor (Fisher-Wellman et al. 2015).  

Laut dem Jackson Laboratory verfügen C57BL/6J Mäuse unter Standardbedingungen über eine 

normale Lebenspanne ohne allgemeine Gesundheitseinschränkungen (Jackson Laboratory 

2017b). Eine erhöhte mitochondriale Anfälligkeit gegenüber oxidativem Stress könnte jedoch 

unter der Bedingung einer geringeren Aufnahme von Antioxidanzien gegeben sein und bei un-

physiologisch hohen Atmungsraten, wie beispielsweise während der hochauflösenden Respi-

rometrie, erkennbar werden. Es ist nicht ausgeschlossen, dass diese Gegebenheiten den Alte-

rungseffekt der Mitochondrien in den Langzeitstudien mit antioxidanzienarmer Diät maskiert 

haben. Die frühe Einführung einer antioxidanzienarmen Diät, wie beispielsweise ab einem Al-

ter von 1 Monat in den jungen Kontrollgruppen der Langzeitstudien, könnte einen ausgepräg-

teren Effekt auf die mitochondriale Funktion haben als die Einführung in einer späteren Le-

bensphase. C57BL/6J-Mäuse der alten Gruppe und somit im Alter von 13-20 Monaten sind 

möglicherweise weniger anfällig für zusätzliche Stressfaktoren. Diese Annahme wird von der 

Beobachtung gestützt, dass dissoziierte Hirnzellen alter Mäuse weniger empfindlich auf den 

induzierten SNP-Stress reagierten.  

 

Eine altersbedingte Abnahme der mitochondrialen Biogenese wurde in der vorliegenden Arbeit 

bei 19-22 Monate gegenüber 3 Monate alten Tieren nicht beobachtet. Moreno-Ulloa et al. 

(2015) detektierten dahingegen im Gehirn von 26 Monate alten C57BL/6-Männchen gegenüber 

6 Monate alten Tieren verminderte Konzentrationen der mitochondrialen Komplexe I und V, 

von mit der mitochondrialen Biogenese assoziierten Proteinen sowie eine reduzierte CS als 

Marker der mitochondrialen Masse. Darüber hinaus wurden vermehrt oxidative Schädigungen 

in Form von Proteincarbonylen identifiziert sowie eine verminderte Aktivität von antioxidati-

ven Enzymen (Moreno-Ulloa et al. 2015). Die Auswahl der zu vergleichenden Altersgruppen 

könnte für die abweichende Ausprägung der Alterseffekte von Bedeutung sein.  

Interessante Anhaltspunkte zu dem zeitlichen Verlauf der mitochondrialen Dysfunktion lieferte 

eine umfangreiche Proteomanalyse von Mitochondrien aus dem Gehirn von C57BL/6-Männ-

chen im Alter von 5, 12 und 24 Monaten (Stauch et al. 2015). In der Analyse wurde eine Erhö-

hung der Proteinexpression der mitochondrialen Komplexe zwischen dem Alter von 5 und 
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12 Monaten festgestellt, auf die eine Verminderung zwischen dem Alter von 12 und 24 Mona-

ten folgte. Weiterhin zeigten Enzyme des Citratzyklus den gleichen zeitlichen Expressionsver-

lauf, mit einer Expressionszunahme bis zum Alter von 12 Monaten und einer Expressionsab-

nahme zwischen dem Alter von 12 und 24 Monaten. Die daraus resultierenden reduzierten 

NADH-Konzentrationen könnten somit zur mitochondrialen Dysfunktion im Alter beitragen. 

Die mitochondrialen Atmungsaktivitäten inklusive der RCR, die über eine Seahorse-Messung 

erfasst wurden, zeigten jedoch keine Veränderungen. Basierend auf der Beobachtung, dass ver-

schiedene Mitochondrienpopulationen sehr unterschiedliche altersbedingte Veränderungen zei-

gen können, wird in der Publikation darauf hingewiesen, dass Veränderungen der Atmungsak-

tivitäten in spezifischen Regionen des Gehirns oder der Zellen (z. B. präsynaptische Mitochond-

rien) möglicherweise vorliegen, jedoch in dem heterogenen Mitochondrienisolat nicht erfasst 

wurden. Passend zu den Daten zur Proteinexpression der mitochondrialen Komplexe zeigten 

PGC1α und Tfam als Hauptregulatoren der Biogenese und Energiehomöostase eine ausge-

prägte Verschiebung von einer starken Aktivierung zwischen dem Alter von 5 und 12 Monaten 

hin zu einer geringen Aktivierung zwischen dem Alter von 12 und 24 Monaten (ermittelt über 

eine Ingenuity Pathway Analysis, IPA) (Stauch et al. 2015). In Hinblick auf die Expression 

mitochondrialer Gene konnten Manczak et al. (2005) eine verminderte Genexpression der mi-

tochondrialen Komplexe I und III ab einem Alter von 12 Monaten sowie der mitochondrialen 

Komplexe IV und V ab einem Alter von 18 Monaten nachweisen. Zwischen 2 und 12 Monaten 

hingegen wurde eine temporäre Erhöhung der Expression mitochondrialer Komplexe festge-

stellt. Die geringsten Expressionsraten wiesen Hirne der ältesten Tieren im Alter von 24 Mo-

naten auf (Manczak et al. 2005). 

Eine Erklärung für den beschriebenen zeitlichen Verlauf der Expression mitochondrialer Gene 

bzw. Proteine, einschließlich einer Hochregulierung bis zum mittleren Alter, könnte die Exis-

tenz eines Kompensationsmechanismus für den Verlust an mitochondrialer Funktion und oxi-

dativen Schäden des ETS darstellen. Wenn dieser Kompensationsmechanismus mit fortschrei-

tendem Alter nicht mehr aufrecht erhalten werden kann, könnte daraus eine Runterregulierung 

der Genexpression resultieren (Manczak et al. 2005). Diese Daten stimmen somit mit den im 

Kapitel 1.2.2 vorgestellten neuen Theorien zur mitochondrialen Dysfunktion als Schlüsselfak-

tor bei der Alterung und AD überein (Grimm et al. 2016; Demetrius and Simon 2012).  

 

Aussagen zum zeitlichen Verlauf der mitochondrialen Funktion können mit den Daten der vor-

liegenden Arbeit nicht getroffen werden, da nur 3 Monate alte Mäuse mit 19-22 Monate alten 

Mäusen verglichen wurden. Daten zur Expression mitochondrialer Gene liegen für C57BL/6J-



Diskussion 

178 

Männchen einer Langzeitstudie vor. Entgegen der fehlenden Beeinträchtigung der Atmungsak-

tivitäten der 19 Monate alten Tiere in der hochauflösenden Respirometrie zeigte sich im Gehirn 

der 19 Monate alten Tiere gegenüber den 3 Monate alten Tiere eine signifikant verminderte 

Genexpression des mitochondrialen Komplex I. Keine Unterschiede konnten jedoch in der 

Genexpression von Komplex IV ermittelt werden. Dieser war zwar auch in der respiratorischen 

Messung an isolierten Hirnmitochondrien der zugehörigen Langzeitstudie unverändert, zeigte 

jedoch im Gehirn der 19-22 Monate alten Tiere der Kurzzeitstudie mit Standardfutterpellets als 

einziger eine signifikant geringere respiratorische Aktivität. Hinsichtlich der Expression von 

Genen, die mit der mitochondrialen Biogenese assoziiert sind, einschließlich PGC1α und Tfam, 

konnten keine altersbedingten Abnahmen erfasst werden. Eine Ausnahme bildete Nrf1, dessen 

Expression im Gehirn alter Tiere signifikant vermindert war. Nrf1 kann durch PGC1α co-akti-

viert werden und wiederum die Expression mitochondrialer Zielgene wie Tfam als Schlüssel-

faktor für die Einleitung der Transkription und Replikation der mtDNA aktivieren. Der geringe 

Alterseffekt auf biogeneseassoziierte Gene deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden 

Arbeit zur CS als Marker der mitochondrialen Masse (Larsen et al. 2012), welcher in allen 

Studien keine Unterschiede zwischen den Altersgruppen zeigte. Neben der verminderten Ex-

pression von Nrf1 und Komplex I waren die Auswirkungen des Alters auf die untersuchten 

Gene gering.  

Auf Grundlage der beschriebenen Hochregulierung mitochondrialer Gene bzw. Proteine bis zu 

einem Alter von ca. 12 Monaten ist anzunehmen, dass ein Vergleich der 19 Monate alten Tiere 

mit einer Gruppe von 6-12 Monate alten Tieren zu einem größeren Unterschied in der Expres-

sion mitochondrialer Gene geführt hätte. Auch der Vergleich mit einer noch stärker gealterten 

Gruppe, wie zum Beispiel einer 24 Monate alten Gruppe, könnte möglicherweise eine ausge-

prägtere altersbedingte mitochondriale Dysfunktion hervorbringen.  

 

5.2.2 NMRI-Mäuse 

Auf Grundlage der beschriebenen mangelnden Konsistenz hinsichtlich der Erfassung einer mi-

tochondrialen Dysfunktion in gealterten C57BL/6J-Mäusen mittels hochauflösender Respiro-

metrie sowie hinsichtlich der Erfassung von Dysfunktionen in kognitiven Verhaltenstests (siehe 

Kapitel 5.3), sollte für weitere Untersuchungen auf einen anderen Mausstamm zurückgegriffen 

werden. Die NMRI-Maus wurde gewählt, da diese in vorherigen Versuchen der Arbeitsgruppe 

konstante altersabhängige mitochondriale Dysfunktionen in dissoziierten Hirnzellen und in der 

hochauflösenden Respirometrie gezeigt hatte.  
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In einem Alter von 18 Monaten wiesen NMRI-Mäuse verglichen mit 3 Monate alten Tieren in 

der hochauflösenden Respirometrie eine signifikant verminderte Aktivität des mitochondrialen 

Komplex IV auf. Dies wurde begleitet von numerisch deutlichen, aber nicht signifikanten Ab-

nahmen des MMPs und der ATP-Spiegel in dissoziierten Hirnzellen. Auch Hagl et al. (2015c) 

fanden in 18 Monate alten NMRI-Mäusen numerische, aber nicht signifikante Verminderungen 

der ATP-Konzentrationen vor. Die mitochondriale Atmung war hinsichtlich einer verringerten 

Aktivität des Komplex I betroffen (Hagl et al. 2015b). Signifikante Verminderungen von Kom-

plex I oder Komplex IV, begleitet von signifikant geringeren ATP-Konzentrationen in Gehir-

nen alter NMRI-Mäuse traten in mehreren Studien auf (Afshordel et al. 2015; Hagl et al. 2016a; 

Hagl et al. 2015a; Hagl et al. 2016b). Neben einer verminderten Komplex I-Aktivität wurde 

zudem ein Abfall in der Proteinkonzentration von Komplex I sowie Genexpression von Kom-

plex I und IV beobachtet (Hagl et al. 2016b; Hagl et al. 2016a). Die Daten decken sich mit der 

vorliegenden Studie, in der die Genexpression sowohl von Komplex I als auch Komplex IV 

signifikant vermindert vorlag. Weiterhin wurde eine signifikante Verminderung der Genexpres-

sion des Masterregulators der mitochondrialen Biogenese, PGC1α, detektiert, die sich jedoch 

lediglich in einer numerisch erniedrigten CS als Marker der mitochondrialen Masse widerspie-

gelte. Keine altersbedingte Abnahme wurde hinsichtlich Nrf1 und Tfam detektiert. Demgegen-

über fanden Hagl et al. (2016a) im Gehirn 18 Monate alter NMRI-Mäuse eine signifikant ver-

minderte CS sowie verminderte Genexpressionsraten von PGC1α, Nrf1 und Tfam sowie eine 

erhöhte PGC1α-Proteinexpression. PGC1α kann durch SIRT1 und AMPK aktiviert werden, 

was in Kapitel 5.4.2 näher beleuchtet wird. Verminderte Genexpressionsraten lagen bei (Hagl 

et al. 2016a) für AMPK und SIRT1 vor sowie für AMPK in der vorliegenden Arbeit. In beiden 

Arbeiten konnte zudem eine verminderte Genexpression von CREB detektiert werden, welches 

die Genexpression von PGC1α induzieren kann (siehe Kapitel 5.4.2). 

Insgesamt liefern die Daten Hinweise, dass es im Gehirn gealterter NMRI-Mäuse zu vermin-

derten Komplex I- und Komplex IV-Aktivitäten kommt, die in Folge eine verminderte ATP-

Produktion bedingen. An der altersbedingten mitochondrialen Dysfunktion könnte eine ver-

minderte Biogenese der Mitochondrien beteiligt sein, die sich in variablem Ausmaß zeigt und 

über verminderte Expressionsraten verschiedener Gene einschließlich CREB, SIRT 1, AMPK, 

PGC1α vermittelt werden könnte. (Hagl et al. 2016a) finden weiterhin Veränderungen in der 

Gen- und Proteinexpression von Faktoren, die wichtig für die mitochondriale Dynamik sind 

und schlagen die Veränderungen als Teil eines Kompensationsmechanismus zur Verbesserung 

der mitochondrialen Atmung vor (Hagl et al. 2016a). 
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5.2.3 AD-Modell Thy-1-APP 

Zur Untersuchung der Effekte von TOP bei der AD wurde das Mausmodell Thy-1-APP751SL 

eingesetzt. Das transgene Mausmodell mit dem genetischen Hintergrund der C57BL/6-Maus 

verfügt über ein humanes APP751-Gen mit der humanen London- (V717L) und schwedischen 

(KM670/671NL) Doppelmutation unter Kontrolle des murinen Thy-1-Promotors (Blanchard et 

al. 2003). Erhöhte Aß-Konzentrationen konnten in Thy-1-APP-transgenen Mäusen intrazellulär 

schon in einem Alter von 3 Monaten beobachtet werden (Blanchard et al. 2003). Darüber hinaus 

wurde zu diesem frühen Zeitpunkt ein Abfall des MMPs sowie verminderte ATP-Konzentrati-

onen detektiert (Hauptmann et al. 2009, Eckert et al. 2008). Auch Keil et al. detektieren in 

3 Monate alten Tieren des gleichen Modells einen signifikanten Abfall des MMPs sowie eine 

signifikant verminderte ATP-Konzentration und Komplex IV-Aktivität (Keil et al. 2004a).  

Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Thy-1-APP-trans-

gene Mäuse wiesen gegenüber dem Wildtyp numerisch erhöhte ATP-Spiegel und einen nume-

rischen Anstieg des MMPs auf. Kein Effekt wurde hinsichtlich der mitochondrialen Atmung 

oder CS festgestellt. Eine Ursache könnte sein, dass Thy-1-APP transgene Mäuse mit erhöhten 

Aß-Konzentrationen und somit besonders ausgeprägtem Stress Kompensationsmechanismen 

mit zunächst hochregulierten mitochondrialen Aktivitäten entwickeln, wie sie auch für den Al-

terungsprozess vorgeschlagen werden (vergleiche Kapitel 1.2.2 und 5.2.1). Eine Überschrei-

tung der Grenze der möglichen Kompensation und somit ein Zusammenbruch des Energiestoff-

wechsels wären in der vorliegenden Studie möglicherweise zu einem späteren Zeitpunkt auf-

getreten. Der Zeitverlauf von hoher zu verminderter mitochondrialer Funktion könnte eine Va-

riabilität aufweisen, der durch andere Umwelteinflüsse beeinflusst werden kann. Auch die Thy-

1-APP-Mäuse erhielten in der vorliegenden Studie antioxidanzienarmes Futter, dessen mögli-

cher Einfluss in Kapitel 5.2.1 schon ausführlich diskutiert wurde. Unveröffentlichte Daten aus 

Studien der eigenen Arbeitsgruppe zeigten jedoch unabhängig vom Futter zum Teil eine ähnli-

che Tendenz der mitochondrialen Funktion wie in der vorliegenden Arbeit; andererseits wurde 

teilweise bei Standardfutter im gleichen Alter auch eine ausgeprägte mitochondriale Dysfunk-

tion bei Thy-1-APP-transgenen Tieren beobachtet.  

Eine Möglichkeit zur Erzielung besserer Ergebnisse in Hinblick auf die mitochondriale Dys-

funktion könnte sein, die Tiere zu einem späteren Zeitpunkt zu untersuchen. Von deutlichen 

kognitiven Defiziten wird ab einem Alter von 7-8 Monaten berichtet (Blanchard et al. 2009). 

Hagl et al. konnten jedoch auch im Alter von 7 Monaten keine signifikant verminderten ATP-

Spiegel, einen Abfall des MMPs oder der mitochondrialen Atmung detektieren (Hagl 2014). 

Die Aussagekraft der Untersuchung eines noch späteren Zeitpunkts ist fraglich, da Thy-1-APP-
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transgene Mäuse schon im jungen Alter eine hohe Sterberate aufweisen und folglich eine Se-

lektion von Mäusen mit hoher mitochondrialer Funktion bzw. starken Adaptationsmechanis-

men stattfinden könnte. Generell ist der Einfluss einer solchen Selektion auch schon bei den 

vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen. Thy-1-APP-transgene Mäuse zeigten während der 

Studienphase eine Überlebensrate von ca. 74 % und somit eine signifikant unterschiedliche 

Überlebenskurve gegenüber dem Wildtyp mit 100 % Überlebenden.  

Aus den vorliegenden Daten lässt sich schließen, dass das Thy-1-APP751SL-Modell eine sehr 

variable mitochondriale Funktion zeigt, die möglicherweise stark anfällig für externe Einflüsse 

ist. Die Aussagekraft von Effekten durch die Fütterung mit Polyphenolen oder anderen Inter-

ventionen ist somit sehr begrenzt und wird daher in der vorliegenden Arbeit nicht ausführlich 

diskutiert. 

 

Es liegen einige andere AD-Mausmodelle vor, in denen die mitochondriale Funktion untersucht 

wurde (Grimm et al. 2016). Mäuse, die neben der hier untersuchten Doppelmutation zusätzlich 

eine Mutation des PS1 aufweisen, zeigten im Alter von 3 Monaten neben dem Auftreten von 

Aß-Plaques im Gehirn ausgeprägtere Verminderungen des MMPs und der ATP-Konzentration 

(Eckert et al. 2008). Gehirne von Mäusen mit APP/PS2 Mutation sowie von Mäusen mit drei-

facher Mutation und somit Kombination der Aß- und Tau-Pathologie wiesen interessanterweise 

erst im Alter von 12 Monaten und nicht im Alter von 8 Monaten einen Abfall der ATP-Kon-

zentration auf. Die Komplex IV-Aktivität lag zu beiden Alterszeitpunkten signifkant vermin-

dert vor. Weiterhin zeigten Mäuse mit dreifacher Mutation im Alter von 12 Monaten eine Be-

einträchtigung der Komplex I-Aktivität, die bei alleiniger Tau-Mutation auch schon im Alter 

von 8 Monaten auftrat. Es ist somit zu vermuten, dass Komplex I durch die Tau-Pathologie und 

Komplex IV durch die Aß-Pathologie beeinträchtigt wird (Rhein et al. 2009).  

Bei den beschriebenen Modellen bleibt stets zu beachten, dass es sich um Modelle der familiä-

ren Form der AD handelt und nicht der sporadischen AD, die meist spät im Alter auftritt 

(LOAD) und vermutlich einer multifaktoriellen Pathogenese unterliegt. Ein Modell, das für die 

Untersuchung der Effekte der LOAD gut geeignet sein könnte, ist das Senescence-accelerated 

mouse prone 8 (SAMP 8) Mausmodell. Dieses Modell wurde durch Phänotyp-Selektion aus 

dem AKR/J-Stamm geschaffen und ist charakterisiert durch einen fortschreitenden Verlust von 

kognitiven Funktionen und neurodegenerativen Veränderungen mit Aß-Plaques und hyperpho-

sphoryliertem Tau. Begleitet werden diese Effekte von ausgeprägten Alterserscheinungen u.a. 

erhöhtem oxidativem Stress und mitochondrialer Dysfunktion (Cheng et al. 2014).   
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5.3 Kognitive Dysfunktion im Mausmodell 

5.3.1 Studien zur kognitiven Alterung 

Lernprozesse, die über Angst vermittelt werden, gehören zu den stärksten und langanhaltenden 

Erinnerungen. Der Passive Avoidance Test ist die am meisten durchgeführte Form der 

instrumentellen Angstkonditionierung. Bei dem Step-through Ansatz des Tests lernt die Maus 

den Übertritt in ein abgedunkeltes Kompartiment zu vermeiden, in dem sie einen milden 

elektrischen Schlag erfahren hat. Das angstbasierte Lernen und die Gedächtnisbildung 

involviert die Entwicklung eines LTPs in Hippocampus und Amygdala (Izquierdo et al. 2016; 

McGaugh 2004). Vermutlich kommt es dabei über die Aktivierung von Glutamatrezeptoren zur 

Öffnung von Calciumkanälen, und nachfolgender Aktivierung von Kinasen, welche zahlreiche 

Proteine wie den Transkriptionsfaktor CREB als Schlüsselfaktor für die Konsolidierung des 

LTPs und der Langzeiterinnerung aktivieren (Izquierdo et al. 2016; Birbaumer and Schmidt 

2011b) (näher erläutert in Kapitel 1.1.1.1). In der vorliegenden Arbeit wurden die Mäuse in das 

erleuchtete Kompartiment eines 2-Kammersystems gesetzt, das durch eine automatisch 

verschließbare Tür von dem abgedunkelten Kompartiment getrennt war. Am ersten Tag wurde 

die Zeit bis zum Übertritt (Step-through latency) der Maus in die abgedunkelte Kammer erfasst, 

in der sie sogleich einen leichten elektrischen Schlag über das Bodengitter erhielt. Nach 24 h 

wurde untersucht, inwieweit die Maus gelernt hat, bei einem erneuten Platzieren in das 

erleuchtete Kompartiment die dunkle Kammer zu vermeiden. Der Test wurde bei gealterten 

C57BL/6J- und NMRI-Mäusen (18-20 Monate alt) und den zugehörigen jungen Kontrolltieren 

(3 Monate alt) durchgeführt. Der Test erbrachte für alle Studien ein unerwartetes Ergebnis. 

Zwar zeigten alle getesteten Mäuse eine signifikant höhere 24 h post Step-through latency und 

somit eine Langzeiterinnerungsleistung gegenüber dem ersten Tag, jedoch war die Step-

through latency bei jungen Mäusen gegenüber alten Mäusen geringer ausgeprägt.  

Studien anderer Forschungsgruppen beobachteten eine signifikant verschlechtere Leistung von 

gealterten Mäusen im Passive Avoidance Test (Jiang et al. 2015; Yu et al. 2013; Matzel et al. 

2011; Papandreou et al. 2011). Gealterte NMRI-Mäuse wiesen in den vorliegenden Untersu-

chungen gegenüber jungen Mäusen eine signifikant höhere prä Step-through latency auf. Es 

wäre hier somit denkbar, dass alte Tiere durch eine geringere Aktivität auch am zweiten Tag 

länger in dem hellen Kompartiment verweilen. Dementgegen wurde eine höhere prä Step-

through latency alter NMRI-Mäuse auch von (Hagl et al. 2016a) beobachtet, die jedoch eine 

altersbedingte verminderte 24 h Step-through latency ermitteln konnten. Zudem zeigten 
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C57BL/6J-Mäuse keine Unterschiede in der prä Step-through latency, jedoch die gleichen Un-

terschiede in der 24 h post Step-through latency. Eine weitere Erklärung für diese kontroverse 

Beobachtung könnte ein höherer Stresslevel kurz nach der Konditionierung bei jungen Mäusen 

sein. Junge Mäuse ließen sich oftmals schlechter aus der Passive Avoidance Box nehmen, was 

vermutlich mit einem erhöhten Stress verbunden war. Es konnte gezeigt werden, dass Stresssi-

tuationen direkt nach der Konditionierung zu einer verminderten Gedächtnisbildung führen 

können (Mondadori et al. 1977; Sardari et al. 2015). Ratten, die vor oder nach der Konditionie-

rung im Passive Avoidance Test Stress (Verweilen auf einer erhöhten Plattform für 30 min) 

ausgesetzt wurden, zeigten starke Abnahmen der 24 h post Step-through latency. Diese Reak-

tion war mit einer verminderten CREB-Aktivierung und erniedrigten PGC1α-Leveln im Hip-

pocampus verbunden (Sardari et al. 2015). Zudem zeigten in der vorliegenden Studie Mäuse, 

die 30 s nach dem elektrischen Schlag erneut in die helle Kammer gesetzt wurden, sowohl so-

fort als auch nach 24 h eine schlechte Erinnerungsleistung. Auch hier kann der erneute Stress-

faktor eine Rolle gespielt haben. Diese Beobachtung könnte jedoch auch darauf zurückzuführen 

sein, dass das Gedächtnis nach 30 s noch nicht ausgebildet war und der Übertritt in die dunkle 

Kammer ohne erneuten Schock zu einer Extinktion des Erlernten und somit niedrigen 24 h post 

Step-through latency geführt hat. Die Extinktion beschreibt die zunehmend nachlassende er-

lernte Reaktion, wenn der negative Reiz nicht mehr auftritt (Izquierdo et al. 2016).  

 

Die Form, die am meisten zur Untersuchung des Arbeitsgedächtnisses bei Mäusen eingesetzt 

wird, ist die Aufgabenbewältigung im Labyrinth, die das räumliche Gedächtnis involviert. Die 

spontane Alternation im Y-Maze gehört zu den einfachsten Formen dieser Tests und beruht auf 

dem natürlichen Erkundungsverhalten von Mäusen. In dem aus drei Armen bestehenden Laby-

rinth hat die Maus somit die Tendenz, einen Arm, den sie zuvor nicht besucht hat, zu erkunden. 

Erfolgt der Test in nur einer Phase, kann die spontane Alternation, d. h. der Besuch aller drei 

Arme, ohne vorher zum wiederholten Male einen der zwei anderen Arme besucht zu haben, 

ermittelt werden (Webster et al. 2014; Hughes 2004). Verminderte spontane Alternationsraten 

wurden für C57BL/6J-Mäuse (Lee and Oh 2015) und NMRI-Mäuse (Lamberty and Gower 

1992) beobachtet. Hagl et al. (2016a) detektieren bei gealterten NMRI-Mäusen eine vermin-

derte Zahl an Eintritten und Alternationen im Y-Maze, jedoch keine verminderte Alternations-

rate. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden konstant verminderte Eintritte, jedoch maximal 

numerisch verminderte Alternationen alter Mäuse gegenüber jungen Mäuse beobachtet. Einzig 

der Vergleich von Mäusen im Alter von 1 Monat gegenüber einer großen Gruppe von Mäusen 

im Alter von 12 Monaten vor Einteilung in die Interventionsgruppen in der NMRI-Studie 
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konnte eine signifkant verschlechterte Leistung alter Mäuse hervorbringen. Alte Mäuse hatten 

somit ein vermindertes exploratives Verhalten, jedoch kein eindeutig vermindertes Arbeitsge-

dächtnis in der spontanen Alternation. 

Eine weitere einfache Untersuchungsform im Y-Maze ist der 2-Trial-Ansatz, bei dem die Maus 

in einer 2. Phase neben dem Startarm nur einen weiteren Arm des Y-Maze erkunden kann; der 

3. Arm ist verschlossen. In der 2. Phase sind alle drei Arme geöffnet und es wird erfasst, inwie-

weit die Maus den nicht zuvor erkundeten Arm bevorzugt. Durch die Variation des Zeitinter-

valls zwischen den beiden Phasen kann die Stärke des räumlichen Arbeitsgedächtnisses erfasst 

werden (Lalonde 2002; Crusio et al. 2013; Chen et al. 2010). Diese Form des Y-Maze wurde in 

der vorliegenden Arbeit an NMRI-Mäusen eingesetzt. Der Test brachte bei jungen Mäusen, 

aber nicht bei gealterten (12-18 Monate alten) Mäusen einen signifikant höheren Anteil der 

Erkundungszeit des neuen Arms gegenüber dem zuvor erkundeten Arm (Diskriminierungsrate 

> 50 %) hervor. Neben diesen einfachen Tests, die eine milde altersbedingte Abnahme des 

räumlichen Gedächtnisses zeigten, wäre die Untersuchung der Leistung in komplexeren Ge-

dächtnistests interessant. Zu diesen Tests gehören beispielsweise das Radial Arm Maze (RAM) 

mit 6-8 Armen und nahrungsbasierter Belohnung sowie das am meisten angewandte Morris 

Water Maze (MWM), in dem die Maus in ein rundes Wasserbecken gesetzt wird und eine ver-

steckte Plattform finden muss (Webster et al. 2014). 

 

Als weiterer Gedächtnistest wurde der Social Recognition Test durchgeführt, der das soziale 

Gedächtnis untersucht. Das originär von Crawley und Kollegen entwickelte 3-Kammersystem 

basiert auf der freiwilligen Kontaktaufnahme der Testmaus mit einer Stimulusmaus (1. Phase) 

oder zwei Stimulusmäusen (2. Phase), die unter einem Gitterkäfig positioniert werden (Moy et 

al. 2004). Das soziale Gedächtnis kann in der 2. Phase untersucht werden, in der sich die in der 

1. Phase kennengelernte Maus unter einem Gitterkäfig befindet sowie eine unbekannte Maus 

unter dem zweiten Gitterkäfig. Die Gedächtnisleistung umfasst dabei die Präferenz der Kon-

taktaufnahme mit der unbekannten Maus gegenüber der schon bekannten Maus (Moy et al. 

2004; Kaidanovich-Beilin et al. 2011). C57BL/6J-Mäuse im Alter von 5-6 Wochen bzw. 3 Mo-

naten haben in Untersuchungen der Forschergruppe um Crawley zuvor im Social Recognition 

Test eine Präferenz für die unbekannte Maus gezeigt (Moy et al. 2004). Zudem wurde beispiels-

weise im AD-Mausmodell Tg2576 eine Beeinträchtigung des sozialen Gedächtnisses beobach-

tet (Deacon et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde der Social Recognition Test mit 

C57BL/6J-Mäusen im Alter von 1, 3, 12, 15, 18 und 21 Monaten durchgeführt. Nur in einer 
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von zwei Studien, die Tiere im Alter von 1 Monat untersuchten, konnte eine signifikante Prä-

ferenz für die unbekannte Maus erfasst werden. Alle weiteren Untersuchungszeitpunkte zeigten 

keinen Effekt. Einzig nach Fütterung mit Acy konnte für den Alterszeitpunkt 12 Monate eine 

signifikante Präferenz für die unbekannte Maus beobachtet werden. 

Der olfaktorische Stimulus spielt beim Social Recognition Test eine Schlüsselrolle. Altersbe-

dingte Abnahmen der olfaktorischen Leistung, die hier nicht erfasst wurden, können somit den 

Test beeinflussen (Kogan et al. 2000). Auch eine altersbedingte geringere lokomotorische Ak-

tivität, wie sie im Y-Maze Test beobachtet wurde, kann eine Rolle bei der geringen Leistung 

im Social Recognition Test einnehmen. Eine Erklärung für die insgesamt auch schlechte Leis-

tung der jungen Mäuse liefern diese Störfaktoren jedoch nicht. Einen bedeutenden Beitrag zu 

der schlechten Leistung im Social Recognition Test kann das Alter der Stimulusmäuse geleistet 

haben. Um aggressives Verhalten zu vermeiden, wird üblicherweise das soziale Gedächtnis 

durch das Zusammenführen der Testmäuse mit jungen Stimulus-Mäusen durchgeführt 

(Macbeth et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden auch ältere Stimulus-Mäuse verwen-

det. Auch wenn die Mäuse während des Tests durch einen Gitterkäfig getrennt waren, sodass 

kein direkter Kontakt oder Kampf möglich war, kann diese Abweichung einen Einfluss auf das 

Testergebnis gehabt haben.  

Ein Test mit ähnlicher Vorgehensweise des Social Recognition Tests, ist der Novel Object 

Recognition Test. Dieser beruht auf der Wiedererkennung von Objekten und kann zur Erfas-

sung kognitiver Alterungsprozesse im Zusammenhang mit dem Wiedererkennungsgedächtnis 

eingesetzt werden (Burke et al. 2012). 

Insgesamt konnte mit den durchgeführten Tests für keines der untersuchten Mausmodelle eine 

eindeutige kognitive Dysfunktion gezeigt werden. Eine Gedächtnisleistung von jungen, aber 

nicht gealterten NMRI-Mäusen, konnte für den 2-Trial-Ansatz des Y-Maze detektiert werden. 

Das 1-Trial-Y-Maze lieferte in den Mausmodellen nur eindeutige Ergebnisse hinsichtlich einer 

altersbedingten Abnahme der lokomotorischen Aktivität. Der Social Recognition Test konnte 

insgesamt auch für junge Mäuse keine konstante Gedächtnisleistung hervorbringen. Der Pas-

sive Avoidance Test lieferte kontroverse Ergebnisse, welche die Beurteilung von Interventions-

effekten stark einschränken.  

5.3.2 Studien im AD-Modell Thy-1-APP 

Im Thy-1-APP-Modell wurde der Y-Maze und der Passive Avoidance Test sowie zwei Unter-

suchungen zur Beeinträchtigung von Alltagsaktivitäten durchgeführt. Für andere AD-Mausmo-

delle werden sowohl für Y-Maze Tests als auch für den Passive Avoidance Test teils Beein-

trächtigungen detektiert, teils nicht (Webster et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit zeigten 
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sowohl Thy-1-APP-transgene Mäuse als auch Wildtyp-Mäuse im Alter von 3-4 Monaten im 

Passive Avoidance Test eine signifikante Gedächtnisleitung. Die 24 h post Step-through latency 

der APP-transgenen Tiere war gegenüber dem Wildtyp nicht signifikant vermindert, wies je-

doch einen Wert auf, der fast auf die Hälfte des Wertes der Wildtyp-Mäuse vermindert war. 

Weiterhin wiesen Wildtyp-Mäuse mit 3-4 Monaten eine tendenziell höhere spontane Alterna-

tionsrate als APP-transgene Mäuse auf. Dies deutet auf eine tendenzielle Beeinträchtigung des 

Arbeits- und Langzeitgedächtnisses der APP-transgenen Mäuse hin.  

Zusätzlich sollte das Thy-1-APP-Mausmodell mit Hilfe des Burrowing Tests und des Nesting 

Tests auf Beeinträchtigungen in speziestypischen Verhaltensweisen untersucht werden, die 

gleichwertig zu Beeinträchtigungen von Alltagsaktivitäten bei der AD sind (Deacon 2012). Im 

Burrowing Test wurde untersucht, welche Menge an zerkleinerten Futterpellets von einer Test-

maus über Nacht aus einem Behälter ausgeräumt wird. Weder die APP-transgenen Thy-1-APP-

Mäuse noch die Wildtyp-Mäuse räumten mehr als 40 g der insgesamt 200 g Futterpellets aus 

der Röhre. Dies steht im Gegensatz zu C57BL/6-Mäusen, die typischerweise ca. 200 g Futter-

pellets über Nacht ausräumen (Deacon 2012). Signifikante Unterschiede zwischen APP- und 

Wildtyp-Mäusen traten weder im Alter von 1-2 Monaten noch 3-4 Monaten auf. Im AD-Maus-

modell Tg2576 wurde beispielsweise 2 h nach Platzierung der Röhre eine signifikant vermin-

derte Burrowing Aktivität beobachtet und nur ein tendenzieller Effekt bis zum nächsten Morgen 

(Deacon et al. 2009). In APP/PS1-transgenen Mäusen wurden nach 2 h keine Unterschiede zu 

den Kontrollen detektiert; über Nacht wurde fast die gesamte Menge an Futterpellets ausge-

räumt (Janus et al. 2015). Diese hohe Burrowing-Aktivität steht im Gegensatz zu der geringen 

Menge an Futterpellets, die auch von den Wildtyp-Mäusen in der vorliegenden Studie über 

Nacht ausgeräumt wurde. Auch wenn Mäuse eine spontane Burrowing-Aktivität zeigen, könnte 

ihre Leistung weiterhin, wie in der Studie von Janus et al. (2015) durchgeführt, über einen 

Übungsversuch verbessert werden, um sich an die neue Umgebung zu gewöhnen.  

Blachard et al. führen umfassende Untersuchungen zu den kognitiven Funktionen im Thy-1-

APP-Modell durch und kommen zu dem Schluss, dass deutliche kognitive Defizite ab einem 

Alter von 7-8 Monaten eintreten (Blanchard et al. 2008; Blanchard et al. 2009; Blanchard et al. 

2011). Das in der vorliegenden Studie gewählte Alter von 3-4 Monaten basierte auf der in frühe-

ren Studien zu diesem Zeitpunkt auftretenden mitochondrialen Dysfunktion, die jedoch in die-

ser und auch anderen Studien nicht reproduziert werden konnte (vergleiche Kapitel 5.2.3).  

Die insgesamt fehlende mitochondriale Dysfunktion und nicht eindeutige kognitive Dysfunk-

tion schränken die Aussagekraft von Interventionen in diesem Modell stark ein, sodass die Ef-

fekte der Interventionen in der vorliegenden Arbeit nicht schwerpunktmäßig diskutiert werden. 
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5.4 Effekte der ExGrape Traubenextrakte auf die Alterung 

Auf Grundlage einer zunehmenden Anzahl an Veröffentlichungen innerhalb der letzten 

15 Jahre wird polyphenolreichen Früchten ein hohes neuroprotektives Potenzial, insbesondere 

hinsichtlich altersbedingter kognitiver und motorischer Beeinträchtigungen sowie der AD, zu-

gesprochen (Poulose et al. 2017; Carey et al. 2017; Shih et al. 2010; Rojanathammanee et al. 

2013; Hartman et al. 2006; Joseph et al. 2003). Besonders stark konzentrierten sich die Unter-

suchungen auf eine 2 %-blaubeerangereicherte Nahrung, die bei gealterten Ratten sowie Tier-

modellen mit induziertem oxidativen Stress oder Entzündung kognitive und motorische Leis-

tungen verbessern konnte (Carey et al. 2014; Casadesus et al. 2004; Duffy et al. 2008; Goyarzu 

et al. 2004; Shukitt-Hale et al. 2007). In den letzten Jahren werden zudem zunehmend günstige 

Effekte von Traubenprodukten veröffentlicht, die in Tiermodellen mit induziertem oxidativen 

Stress (Allam et al. 2013; Cardozo et al. 2013, 2013) oder an gealterten Tieren (Patki et al. 

2015; Pervin et al. 2014) durchgeführt wurden. Gestärkt werden diese Hinweise von ersten 

Pilotstudien am Menschen, die eine Verminderung von altersbedingten kognitiven Defiziten 

(Krikorian et al. 2012; Krikorian et al. 2010) zeigen konnten sowie eine Verminderung von 

oxidativem Stress (Ghanim et al. 2011). Basierend auf den geringen Konzentrationen, die be-

sonders im Gehirn nach polyphenolreicher Nahrung detektiert werden, wird davon ausgegan-

gen, dass keine direkten antioxidativen Effekte für die protektiven Eigenschaften im Gehirn 

verantwortlich sind. Vielmehr könnten Polyphenole Effekte beispielsweise durch Veränderun-

gen in der Signalgebung vermitteln. Nach der Hormesis-Theorie induzieren Polyphenole mil-

den Stress im Organismus, einschließlich dem Gehirn, wodurch es zur Anregung u.a. neurotro-

phischer Faktoren, mitochondrialer Biogenese und antioxidativer Enzyme kommt. Somit könn-

ten Polyphenole dem Nervensystem eine bessere Stressabwehr, bessere Funktionsfähigkeit und 

erhöhte Lebensfähigkeit verleihen (Murugaiyah and Mattson 2015; Lee et al. 2014). Die 

Hormesis-Theorie wird auch für die lebensverlängernden Effekte einer Kalorienreduktion vor-

geschlagen, bei der vermutlich die NAD-abhängige Deacetylase SIRT1 eine wichtige Rolle 

spielt (Nakagawa and Guarente 2011).  

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit der Traubenextrakt Acy über Mecha-

nismen der Hormesis vor mitochondrialer Dysfunktion schützen kann und so Alterungsprozes-

sen und Funktionsverlusten im Gehirn entgegenwirken kann. Der polyphenolreiche Extrakt ent-

hielt 4,5 % Catechin/Epicatechin, 3,3 % Proanthocyanidin-Dimere, 4,6 % Proanthocyanidin-

Tri-/Tetra-/Petamere, 27,1 % Proanthocyanidin-Polymere und 17,2 % Anthocyane. Der Res-

veratrolgehalt lag bei 0,007 %. 
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In PC12neo-Zellen wurde zunächst der Effekt von Acy auf die mitochondriale Atmung und SNP-

induzierte mitochondriale Dysfunktion untersucht. Daraufhin erfolgten drei Fütterungsstudien 

an Mäusen, in denen Daten zur Expression mitochondrien- und hormesisrelevanter Gene, Le-

bensspanne, altersbedingten mitochondrialen Dysfunktion sowie zum Gedächtnis und der Mo-

torik erhoben wurden. Dazu erhielten C57BL/6J-Mäuse über einen Zeitraum von 3 Wochen 

(Kurzzeitstudie), 6 Monaten (Langzeitstudie) und über die gesamte Lebenszeit ab einem Alter 

von 6 Monaten (Lebenszeitstudie) Acy, umgerechnet in einer Dosis von 200 mg/kg KG pro 

Tag. In die Langzeitstudie wurde zudem zum Vergleich eine Gruppe von Mäusen eingeschlos-

sen, welche die gleiche Menge Heidelbeer-Extrakt (HBE) erhielten.  

 

5.4.1 Mitochondriale Dysfunktion im Zellmodell PC12 

Der Effekt von Acy auf die mitochondriale Atmung und SNP-induzierte mitochondriale Dys-

funktion wurde in PC12neo-Zellen untersucht und mit Res verglichen, einem Traubenextrakt mit 

abweichendem Polyphenolprofil. Res (5,0 % Anthocyane, 45,3 % Proanthocyanidine und 

0,41 % Resveratrol) weist im Gegensatz zur Variante Acy (17,2 % Anthocyane, 35,2 % Pro-

anthocyanidine und 0,007 % Resveratrol) einen geringeren Anteil an Anthocyanen und dafür 

höheren Anteil an Proanthocyanidinen und Resveratrol auf (vergleiche Tab. 3.1). Auf Grund-

lage der umfangreichen Metabolisierung von TOP sollte zudem die Phenolsäure Syringasäure 

als Abbauprodukt der enthaltenen Anthocyane untersucht werden sowie DOPAC als ein Ab-

bauprodukt von Proanthocyanidinen. Die wichtigsten Befunde der Zellkulturexperimente sind 

in Tab. 5.2 zusammenfassend dargestellt. 

 

Tab. 5.2: Zusammenfassung der Effekte von ExGrape Traubenextrakten, Syringasäure und DOPAC in 

PC12neo-Zellen 

 

ATP-Konzentra-

tion nach SNP-

Stress 

MMP nach SNP-

Stress 

Mitochondriale 

Atmung 
CS 

Proteincarbonyle 

nach SNP-Stress 

Acy  [25; 50 µg/ml]  [25 µg/ml]    

Res  [25; 50 µg/ml]     

Syringasäure      

DOPAC  [10; 25 µM]     

: signifikante Erhöhung, : kein Effekt; CS: Citratsynthase; MMP: Mitochondriales Membranpotenzial; SNP: 

Natriumnitroprussid  
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5.4.1.1 ExGrape Acy und Res 

Zur Nachahmung einer altersbedingten mitochondrialen Dysfunktion wurden PC12neo-Zellen 

mit SNP behandelt. Acy konnte die verminderten ATP-Spiegel sowie die Beeinträchtigung des 

MMPs abmildern. Res zeigte sich hinsichtlich der ATP-Spiegel noch potenter als Acy und stei-

gerte in der Konzentration 50 µg/ml die ATP-Konzentrationen SNP-gestresster Zellen auf das 

1,7-fache der gestressten Kontrollzellen, im Vergleich zu einer Erhöhung auf das 1,4-fache 

durch Acy. Basal, ohne die Induktion einer mitochondrialen Dysfunktion, zeigten Acy und Res 

keine günstigen Effekte auf den Energiemetabolismus der PC12neo-Zellen. Die hochauflösende 

Respirometrie brachte nach 24 h-Inkubation mit 50 µg/ml Acy keinen Effekt auf die mito-

chondriale Atmungsaktivität oder die CS als Marker der mitochondrialen Masse hervor. Eine 

7 h- und 24 h-Inkubation mit Acy oder Res konnte zudem die basalen ATP-Konzentrationen 

nicht erhöhen und hatte keinen Einfluss auf das MMP. Die höchste Konzentration, 50 µg/ml, 

erbrachte dementgegen einen signifikanten Rückgang der ATP-Spiegel, der auf einer begin-

nenden Toxizität oder auch Interaktion dieser hoch angesetzten Konzentration mit der Biolu-

mineszenz-basierten ATP-Messung (Weyermann et al. 2005) beruhen könnte. Die Inkubation 

mit Acy und Res in geringeren Konzentrationen (1-10 µg/ml) und somit in einem Bereich, der 

näher an den in vivo zu erreichenden Konzentrationen liegt, hatte keinen Einfluss auf die ATP-

Spiegel. Die Extrakte Acy und Res konnten folglich vor SNP-bedingter mitochondrialer Dys-

funktion schützen, hatten jedoch keinen günstigen Einfluss auf den basalen Energiestoffwech-

sel. 

 

Die Behandlung mit SNP ruft in Zellen nitrosativen und oxidativen Stress hervor und führt so 

zu einer Beeinträchtigung der mitochondrialen Funktion (vergleiche Kapitel 5.1.). Martín et al. 

(2013) beobachten in PC12-Zellen nach 24 h-Vorbehandlung mit Rotwein [7 – 14 µl/ml] einen 

Schutz vor oxidativem Stress, der durch H2O2 oder H2O2 + FeSO4 ausgelöst wurde. Zudem 

wirkten auch die enthaltenen einzelnen Polyphenole in Konzentrationen von 25-250 µM pro-

tektiv gegenüber H2O2 + FeSO4-Stress, konnten intrazelluläre ROS-Level senken [250 µM] und 

die Proteinexpression und Aktivität antioxidativer Enzyme erhöhen [100 und 250 µM] (Martín 

et al. 2013). Im Gegensatz zu diesen von Martín et al. erfassten antioxidativen Mechanismen 

und dem hier beobachteten Schutz hinsichtlich der SNP-vermittelten mitochondrialen Dysfunk-

tion, konnte Acy [50 µg/ml] in der vorliegenden Arbeit keinen Effekt auf SNP-induzierte oxi-

dative Schäden, erfasst als Proteincarbonyle, vermitteln. Für den Extrakt Acy liegen keine An-

gaben hinsichtlich des Gehalts einzelner Polyphenole zur Berechnung und zum Vergleich von 
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Stoffmengenkonzentrationen vor. Die beiden Hauptkomponenten im Extrakt waren Ant-

hocyane (17,2 %) sowie Proanthocyanidine mit unterschiedlichem Polymerisierungsgrad 

(35,2 %). Für Anthocyane würde sich daraus berechnet über das Molekulargewicht von Malvi-

din-3-Glucosid bei 50 µg/ml Acy eine Konzentration von 17 µM Anthocyanen ergeben. Die 

eingesetzten Konzentrationen sind somit geringer einzuschätzen als die Einzelkomponenten in 

der Studie von Martín et al. (2013). Weiterhin erfolgte die Vorbehandlung in der vorliegenden 

Arbeit nur für 1 h und nicht für 24 h. Eine mögliche höhere zellprotektive Eigenschaft nach 

längerer Vorinkubation wird in Kapitel 5.4.1 ausführlicher diskutiert. In Hinblick auf den 

Schutz vor dem SNP-induzierten Abfall der ATP-Spiegel zeigte sich Res mit weniger enthal-

tenen Anthocyanen und höherem Anteil an Proanthocyanidinen und Resveratrol potenter als 

die Acy-Variante. Diese Beobachtung weist daraufhin, dass die Effekte nicht ausschließlich 

von den enthaltenen Anthocyanen ausgehen. Eine Untersuchung der Einzelfraktionen des Ex-

trakts könnte in diesem Zusammenhang weiterführende Erkenntnisse liefern. Eine Betrachtung 

der Einzelfraktionen wäre auch dahingehend bedeutend, da Fruchtextrakte auch noch andere 

Komponenten als Polyphenole enthalten können, die sich auf ihr neuroprotektives Potenzial 

auswirken (Strathearn et al. 2014). 

Strathearn et al. (2014) führten eine umfassende Untersuchung zu den Effekten verschiedener 

Polyphenole aus Fruchtextrakten bei einer Behandlung mit dem mitochondrialen Komplex I-

Inhibitor Rotenon durch. Sie fanden beispielsweise, dass Traubenkernextrakt sowie Resveratrol 

in Primärkulturen des Mittelhirns protektiv gegenüber Rotenon wirken konnte, wohingegen 

Traubenschalenextrakt mit Resveratrol effektlos bliebt. Weiterhin zeigte die Untersuchung der 

Effekte verschiedener Extrakte mit gleichem Gesamtpolyphenolgehalt, dass Extrakte mit An-

thocyanen und/oder Proanthocyanidinen potenter vor Rotenon schützen als Extrakte mit ande-

ren Polyphenolen wie Stilbenen. In MES23.5-neuronalen Zellen konnte zudem der Trauben-

kernextrakt, aber nicht der Traubenschalenextrakt die mitochondriale Atmung unter Rotenon-

Einfluss verbessern (Strathearn et al. 2014). Diese Untersuchungen machen die Bedeutung des 

Polyphenolprofils in Hinblick auf die Effekte von Traubenextrakten deutlich. 

Acy ist ein Traubenextrakt mit sehr geringem Resveratrolgehalt (0,007 %). Res dagegen ist ein 

Extrakt aus Traubenschale und -kernen mit zusätzlicher Resveratrol-Anreicherung (0,41 %), 

der zudem auf einen höheren Gesamtpolyphenolgehalt standardisiert ist. In welchem Umfang 

Resveratrol zu den Effekten auf SNP-Stress in dieser Arbeit beigetragen hat, bleibt offen. Bei 

einer Inkubation mit 50 µg/ml beträgt die Konzentration von Resveratrol über Acy 15 nM und 

über Res 0,9 µM. In der Studie von Siddiqui et al. (2010) schützte die 24 h-Vorbehandlung von 

PC12-Zellen mit Resveratrol signifikant vor oxidativem Stress, der durch 4-Hydroxynonenal, 
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einem Nebenprodukt der Lipidperoxidation, ausgelöst wurde. In Konzentrationen von 5-25 µM 

konnte Resveratrol die Bildung von ROS vermindern, intrazelluläre GSH-Level erhöhen sowie 

Veränderungen der mitochondrienvermittelten Apoptose entgegenwirken (Siddiqui et al. 

2010). Neben den hier eingesetzten höheren Konzentrationen fand die Vorinkubation über 24 h 

gegenüber 1 h in der vorliegenden Arbeit statt. In einer weiteren Studie mit PC12-Zellen konnte 

die 24 h-Vorbehandlung mit Resveratrol vor den Effekten des Komplex I-Inhibitors Rotenon 

schützen. Resveratrol wirkte den verminderten ATP-Spiegeln, erhöhten ROS-Level und der 

verminderten mitochondrialen Biogenese entgegen. Die Autoren postulieren, dass für die be-

obachtete Expression von wichtigen neuroprotektiven Genen und Proteinen eine ausreichende 

Inkubationszeit notwendig ist. In SH-SY5Y-Zellen wirkte Resveratrol nach einer Vorbehand-

lung über 24 h, aber nicht 1 h protektiv (Peng et al. 2016b).  

Entscheidende Faktoren in Hinblick auf die antioxidativen und mitoprotektiven Effekte von 

Traubenextrakten könnten somit das Polyphenolprofil und die Zeitspanne der Vorbehandlung 

sein. 

5.4.1.2 ExGrape-Metabolite 

Traubenpolyphenole können im Organismus einem umfangreichen Metabolismus unterliegen. 

Es ist somit anzunehmen, dass im Gehirn vornehmlich Metabolite von Traubenpolyphenolen 

vorliegen (siehe Kapitel 1.3.5). In der vorliegenden Arbeit wurden daher als erster Schritt in 

Richtung der Untersuchung von möglichen in vivo Metaboliten die Effekte möglicher Abbau-

produkte von Anthocyanen und Proanthocyanidinen untersucht.  

Die Phenolsäure Syringasäure, die aus dem Hauptweinanthocyan Malvidin-3-Glucosid durch 

spontanen Zerfall bei neutralem pH-Wert oder durch Mikrobiota-Einwirkung entstehen kann 

(siehe Abb. 1.8), zeigte in Konzentrationen von 1-100 µM keine Effekte auf die ATP-Spiegel, 

das MMP oder SNP-bedingte oxidative Schäden. Auch der protektive Effekt der ExGrape Ex-

trakte auf die SNP-bedingte mitochondriale Dysfunktion konnte für Syringasäure nicht beo-

bachtet werden. Vergleichbare Untersuchungen wurden nicht für das Abbauprodukt von Mal-

vidin, aber für das Abbauprodukt von Cyanidin identifiziert. Tarozzi et al. untersuchten den 

Effekt einer 2 h-Vorbehandlung mit Cyanidin-3-Glucosid und seinen Abbauprodukten Cyani-

din und der korrespondierenden Phenolsäure Protocatechusäure in Konzentrationen von 25-

100 µM auf H2O2-induzierten oxidativen Stress in SH-SY5Y-Zellen. Während Cyanidin-3-

Glucosid vor ROS in der Membranfraktion schützen konnte, vermittelte Protocatechusäure sei-

nen antioxidativen Effekt in der Zytosolfraktion. Beide Metabolite, jedoch nicht Cyanidin-3-

Gucosid, konnten vor Apoptose und DNA-Fragmentierung schützen. Keine Effekte gingen von 

Konzentrationen < 25 µM aus (Tarozzi et al. 2007). In PC12-Zellen konnte Protocatechusäure 
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zudem vor mitochondrialer Dysfunktion und Apoptose schützen, die durch die Komplex I-In-

hibitoren Rotenon und 1-Methyl-4-Phenylpyridinium ausgelöst wurden (Guan et al. 2006; Liu 

et al. 2008).  

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin DOPAC als gemeinsames Abbauprodukt von Pro-

anthocyanidinen (siehe Abb. 1.9) und Hy (siehe Abb. 1.10) untersucht. DOPAC konnte dem 

SNP-bedingten Abfall der ATP-Spiegel in PC12neo-Zellen in einer Konzentration von 10 und 

25 µM vergleichbar mit ExGrape entgegenwirken. Kleinere Konzentrationen von 0,5-5 µM 

hatten keinen Effekt. Auch hinsichtlich der mitochondrialen Atmung in der hochauflösenden 

Respirometrie sowie oxidativer Schädigungen (Proteincarbonyle) nach SNP-Behandlung hatte 

DOPAC (10 µM) keine Effekte. Da DOPAC eng in Zusammenhang mit Hy steht, werden die 

Ergebnisse in Zusammenhang mit Hy im nächsten Kapitel nochmals aufgegriffen. 

 

Mit Syringasäure und DOPAC wurden die Effekte zweier möglicher Abbauprodukte von Trau-

benpolyphenolen isoliert betrachtet. Ein weiterer Ansatz, um die Effekte von in vivo Metaboli-

ten von Traubenpolyphenolen zu untersuchen, ist ein Co-Kultur-Modell, in dem die Testsub-

stanzen zunächst eine Barriere aus intestinalen Zellen überqueren müssen, bevor sie die Ziel-

zellen erreichen (Kuntz et al. 2015). Besonders monomere Flavanole wurden nach Aufnahme 

von Traubenpolyphenolen hauptsächlich als Konjugate wiedergefunden (siehe Tab. 1.2). Die 

Untersuchung konjugierter Verbindungen wäre somit ein nächster wichtiger Ansatzpunkt.  

Noch näher an der in vivo Situation wäre der Einsatz von Polyphenolen im Zellmodell, die aus 

dem Plasma von Probanden nach Aufnahme von Polyphenolen isoliert wurden (Kuntz et al. 

2017). Auch die Untersuchung von Polyphenolmetaboliten aus einer in vitro Digestion kann 

wertvolle Hinweise liefern. Physiologische Konzentrationen an Metaboliten, die aus der Diges-

tion von wilden Brombeeren erhalten wurden, konnten in H2O2-stimulierten humanen Neu-

roblastomzellen SK-N-MC ROS-Level vermindern, GSH-Konzentrationen regulieren, das 

MMP aufrechterhalten und die KAT aktivieren (Tavares et al. 2013).  

 

Zusammenfassend konnten die Traubenextrakte Acy und Res eine mitochondriale Dysfunktion, 

die in PC12neo-Zellen durch SNP ausgelöst wurde, signifikant vermindern. Hinsichtlich der 

ATP-Spiegel zeigte sich Res, mit geringerem Anthocyananteil sowie einem höheren Anteil an 

Proanthocyanidinen, Resveratrol und Gesamtpolyphenolgehalt, potenter als Acy. DOPAC als 

mögliches Proanthocyaninabbauprodukt zeigte gleichermaßen einen Schutz vor SNP, wohin-

gegen Syringasäure als Abbauprodukt von Anthocyanen keinen Schutz vor mitochondrialer 
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Dysfunktion bot. Die Untersuchung von in vivo Metaboliten sollte für weiterführende Untersu-

chungen in Hinblick auf die mitochondriale Funktion im Zellmodell intensiviert werden. 

 

Traubenpolyphenole können ihre protektiven Effekte vermutlich über die Beeinflussung ver-

schiedener zell- und mitoprotektiver Signalwege vermitteln, die im nächsten Abschnitt anhand 

der Genexpressionsanalysen im Leber- und Hirngewebe nach der Fütterung mit Acy beleuchtet 

werden. 

 

5.4.2 Genexpression im Mausmodell C57BL/6J 

Auf Grundlage der Annahme, dass Traubenpolyphenole über hormesisvermittelte Signalwege 

günstige Effekte auf die mitochondriale Funktion im alternden Gehirn haben können, wurde 

die Expression von Genen studiert, die mit dieser in Zusammenhang stehen. Herangezogen für 

diese Untersuchungen wurde Leber- und Gehirngewebe von 19 Monate alten C57BL/6J-Mäu-

sen der Langzeitstudie nach 6-monatiger Fütterung mit Acy (200 mg/kg KG). Abb. 5.1 liefert 

eine Zusammenfassung der Ergebnisse. Die Fütterung mit Acy führte sowohl im Gehirn als 

auch in der Leber zu einem signifikanten Anstieg der SIRT1-Genexpression, dessen Ausmaß 

über die Aufhebung des altersbedingten Rückgangs hinausging. SIRT1 ist ein intrazellulärer 

Energiesensor, der auf hohe NAD+-Konzentrationen reagiert und durch seine NAD+-abhängige 

Deacetylase-Aktivität u.a. PGC1α aktiviert (Murugaiyah and Mattson 2015). Eine Steigerung 

der SIRT1-Aktivität ist durch AMPK möglich, einem weiteren Energiesensor, der bei einem 

hohen Verhältnis von AMP+ADP zu ATP aktiviert wird. AMPK hebt die intrazelluläre NAD+-

Konzentration an und steigert so die SIRT1-Aktivität, welche wiederum die AMPK-Aktivie-

rung erhöhen kann (Brenmoehl and Hoeflich 2013). Auf Ebene der Genexpression wurde in 

der vorliegenden Studie im Gegensatz zu SIRT1 kein signifikanter Effekt auf AMPK festge-

stellt, weder hinsichtlich des Alters noch der Acy-Fütterung. Ein über den AMPK, SIRT1- 

PGC1α-Signalweg vermittelter Schutz vor mitochondrialer Dysfunktion konnte beispielsweise 

in vitro für das Traubenkernproanthocyanidin B2 (Bao et al. 2015; Cai et al. 2016) sowie bei 

Ratten für Traubenkernextrakt gezeigt werden (Bao et al. 2014). SIRT1 und AMPK können 

PGC1α aktivieren oder auch seine Genexpression in Gegenwart des PGC1α-Proteins hochre-

gulieren (Brenmoehl and Hoeflich 2013). Die Regulierung der PGC1α-vermittelten mitochond-

rialen Biogenese hat beispielsweise vermutlich eine Schlüsselrolle bei dem Effekt von SIRT1 

bei der Kalorienrestriktion (Murugaiyah and Mattson 2015).  
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Abb. 5.1: Zusammenfassung der Effekte von Acy auf die Genexpression in Gehirn und Leber der C57BL/6J-Mäuse. /: Erhöhung/Erniedrigung, *p<0,05, **p<0,01, Alt 

vs. Jung, #*p<0,05 Alt Acy vs. Alt, (/): tendenzieller Effek, Alt vs. Jung (schwarz), Alt Acy vs. Alt (blau), bei deutlichen numerischen Effekten mit Angabe der Veränderung 
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Generell wird die mitochondriale Biogenese induziert, um einen veränderten Energiebedarf zu 

decken, wie beispielsweise auch bei zellulärem Stress. Sie wird über Sensoren des Energie-

haushalts oder über Ca2+-abhängige Signalwege vermittelt (Brenmoehl and Hoeflich 2013; 

Ryan and Hoogenraad 2007). Ein Schlüsselfaktor bei dem Ca2+-abhängigen Signalweg ist der 

Transkriptionsfaktor CREB, der durch CaMKIV aktiviert wird. In Folge kommt es zur Expres-

sion zahlreicher Gene wie SIRT3, PGC1α und Tfam (vergleiche Kapitel 1.3.7). Die Genexpres-

sion von CREB lag in der Leber alter Mäuse gegenüber derer junger Mäuse um fast 40 % (ab-

solut) reduziert vor und konnte durch die Acy-Fütterung zu großen Teilen wieder aufgehoben 

werden. Aufgrund der starken Abweichungen innerhalb der Tiergruppen wurden jedoch mit 

Ausnahme des Effekts auf SIRT1 generell keine signifikanten Änderungen festgestellt. Im Ge-

hirn zeigte die Genexpression von CREB und PGC1α dagegen keine Unterschiede. Andere 

Studien liefern Hinweise, dass Traubenpolyphenole über die Aktivierung von CREB günstige 

Effekte auf das Gehirn ausüben können. In C57BL/6J-Mäusen konnte das kontextabhängige 

Gedächtnis durch die Gabe einer Traubenpolyphenolmischung teilweise über die Aktivierung 

von CREB verbessert werden (Zhao et al. 2015). Der im Gehirn von Ratten detektierte Epica-

techin-Metabolit 3’-O-Methylepicatechin-5-O-β-Glucuronid konnte weiterhin in Hippocam-

pus-Schnitten über den CREB-Signalweg die basale synaptische Übertragung sowie die LTP 

verbessern (Wang et al. 2012a). 

PGC1α, als Masterregulator der mitochondrialen Biogenese, erhöht die Genexpression von 

Nrf1, welches wiederum die Genexpression von Tfam hochreguliert. Über diesen Mechanismus 

wird die Transkription der Proteine der mitochondrialen Komplexe hochreguliert, die in der 

mtDNA kodiert sind (Brenmoehl and Hoeflich 2013; Ryan and Hoogenraad 2007). Im Gehirn 

alter Mäuse wurde in der vorliegenden Arbeit eine signifikant verminderte Genexpression von 

Nrf1 vorgefunden, die durch Acy tendenziell leicht verbessert wurde. Keine Änderung wurde 

für die Genexpression von Tfam beobachtet. In der Leber konnte bei alten Tieren eine tenden-

ziell leichte Verminderung von Nrf1 detektiert werden, die durch Acy aufgehoben wurde. In 

der Leber wurde auch ein Rückgang der Genexpression von Tfam um ca. 20 % (absolut) vor-

gefunden, der von Acy jedoch unbeeinflusst blieb. 

Neben mitochondrial-kodierten Genen ist PGC1α auch maßgeblich in die Regulation der Trans-

kription nukleär-kodierter mitochondrialer Gene involviert. Über die Expression von Nrf1 und 

Nrf2 wird die Expression einer Vielzahl von Proteinen einschließlich der nukleär-kodierten mi-

tochondrialen Komplexe reguliert (Yin et al. 2014; Ryan and Hoogenraad 2007). In der vorlie-

genden Studie wurde die Genexpression der im Zellkern kodierten Untereinheiten von Kom-

plex I (Ndufv1) und IV (Cox5A) untersucht. In beiden Gewebetypen zeigten sich gegenüber 
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jungen Tieren Verminderungen des Komplexes I um ca. 20 % (absolut) (signifikant nur im Ge-

hirn). Acy konnte die Verminderung nur in der Leber numerisch zur Hälfte aufheben und führte 

zudem im Gehirn zu einer Verminderung der Komplex IV-Aktivität um knapp 20 % (absolut).  

Insgesamt lässt sich somit festhalten, dass Acy Gene der mitochondrialen Biogenese nur sehr 

gering beeinflusst hat. 

 

Neben der mitochondrialen Biogenese ist PGC1α ein wichtiger Regulator der antioxidativen 

Abwehr (Clark and Simon 2009; St-Pierre et al. 2006). Er kann beispielsweise die Expression 

von SIRT3 hochregulieren und so die Bildung von ROS beeinflussen (Kong et al. 2010). Es 

konnte gezeigt werden, dass SIRT3 die Genexpression der SOD2 und KAT induziert (Sunda-

resan et al. 2009; Jacobs et al. 2008; Rangarajan et al. 2015). Die Veränderungen in der SIRT3-

Expression waren in der vorliegenden Studie gering. Demgegenüber konnten für die antioxida-

tiven Enzyme SOD2, KAT und GPx1 altersabhängige Verminderungen festgestellt werden, die 

zumindest in der Leber zum Teil durch Acy aufgehoben wurden. Trotz oftmals deutlichen Ver-

änderungen waren diese Werte jedoch nicht signifikant. Die Verminderungen im Gehirn waren 

mit 10-15 % (absolut) gegenüber jungen Tieren relativ gering und konnten auch von Acy nicht 

beeinflusst werden. In der Leber hingegen zeigten SOD2 (24 % absolut) sowie deutlicher KAT 

und GPx1 (53-64 % absolut) starke Verminderungen in ihrer Genexpression. Die Fütterung mit 

Acy führte zu einer leichten Erhöhung der Genexpression der SOD2 und KAT und zu einer 

deutlichen, wenngleich nicht signifikanten Anhebung der GPx1 (39 % absolut).  

Neben SIRT3 ist auch SIRT1 in der Lage antioxidative Enzyme über die Aktivierung anderer 

Mechanismen wie p53 und FOXO 3a zu vermitteln. Die Interaktion von SIRT1 mit p53 kann 

beispielsweise bei geringeren ROS-Konzentrationen eine antioxidative Antwort auslösen (Sab-

lina et al. 2005; Webster et al. 2012). FOXO 3a ist Transkriptionsfaktor der SOD2 und kann 

die KAT induzieren (Webster et al. 2012; Chung et al. 2010). Ein weiterer Signalweg der anti-

oxidativen Abwehr wird über den Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroid-2-related fac-

tor 2 (NFE2L2) in Folge von oxidativem Stress oder dem Einfluss von Polyphenolen induziert 

(Denzer et al. 2016; Dinkova-Kostova and Abramov 2015; Lee et al. 2014). Der Transkripti-

onsfaktor trägt oftmals auch die Abkürzung Nrf2 und sollte daher nicht mit dem in der vorlie-

genden Arbeit verwendeten Transkriptionsfaktor Nrf2 (Nuclear respiratory factor 2) verwech-

selt werden (Baldelli et al. 2013). NFE2L2 bindet nach seiner Ablösung von dem Kelch-like 

ECH associated protein 1 (Keap1) an das im Zellkern befindliche Antioxidant responsive ele-

ment (ARE), wodurch die Expression einer Reihe antioxidativer Enzyme einschließlich GPx, 

KAT und SOD induziert wird (Denzer et al. 2016; Dinkova-Kostova and Abramov 2015; Lee 
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et al. 2014). Diese Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, könnten aber 

über die Hochregulierung der Genexpression von SIRT1 in die antioxidative Antwort im Le-

bergewebe involviert gewesen sein. 

 

Die stärker ausgeprägten Effekte der Acy-Fütterung auf die Genexpression in der Leber im 

Vergleich zum Gehirn könnte Folge einer unterschiedlichen Verfügbarkeit von Polyphenolen 

bzw. deren Metaboliten in den unterschiedlichen Geweben sein. Es konnte gezeigt werden, dass 

Polyphenole aus Traubenkernextrakt hauptsächlich in der Leber und der Niere und somit den 

primären Organen des Polyphenolmetabolismus präsent sind (Margalef et al. 2015b). Auf 

Grundlage der Annahme, dass nicht alle Polyphenol-Metabolite in gleichem Ausmaß die BBB 

passieren können (vergleiche Kapitel 1.3.6) ist zudem eine unterschiedliche Verteilung von 

Metaboliten wahrscheinlich (Margalef et al. 2015b; Arola-Arnal et al. 2013). Weiterhin können 

die vermittelten Signalwege in den verschiedenen Geweben variabel sein. So finden Nemoto et 

al. in PC12-Zellen eine Reduzierung der transkriptionellen Aktivität von PGC1α nach SIRT1-

Aktivierung sowie einen verminderten oxidativen Metabolismus (Nemoto et al. 2005). Die Ak-

tivierung von PGC1α und die daraus folgende verbesserte mitochondriale Funktion durch die 

Aktivierung von SIRT1 in Reveratrol-gefütterten Mäusen konnte in Muskeln und braunem Fett-

gewebe, jedoch nicht im Herzen gefunden werden (Lagouge et al. 2006). In der Leber konnte 

die Fütterung von Mäusen mit Resveratrol eine Verminderung von oxidativem Stress ein-

schließlich einer Enzymerhöhung von GPx und SOD vermitteln, die mit der Induktion von 

SIRT1 und AMPK verbunden war (Zhu et al. 2014). 

 

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Studie über die 6-monatige Fütterung mit Acy 

im Gehirn von gealterten C57BL/6J-Mäusen lediglich eine signifikante Erhöhung der Genex-

pression von SIRT1 erreicht. Nachfolgende Parameter in der Signalkette der mitochondrialen 

Biogenese waren größtenteils nicht beeinflusst, die jedoch auch mit Ausnahme von Nrf1 von 

der Alterung unbeeinträchtigt blieben. Genauso wenig zeigten sich Effekte hinsichtlich CREB 

oder antioxidativer Enzyme.  

In der Leber waren die Effekte im Allgemeinen deutlicher, jedoch durch eine große Streuung 

innerhalb der Gruppen mit Ausnahme der auch hier beobachteten Hochregulierung der SIRT1-

Genexpression nicht signifikant. Hervorzuheben sind die, wenn auch nur numerischen Steige-

rungen der Genexpression von PGC1α und CREB sowie der GPx, die den deutlichen altersbe-

dingten Rückgang zu mindestens der Hälfte aufheben konnten.  
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Weiterführende Untersuchungen sind nötig, um zu klären, inwieweit sich die Veränderungen 

der Genexpression auch auf die Proteinkonzentrationen sowie Aktivitäten der Enzyme und 

Transkriptionsfaktoren auswirken. 

 

5.4.3 Mitochondriale Dysfunktion im Mausmodell C57BL/6J 

In der Kurzzeit- und Langzeitstudie wurden die Effekte der Verabreichung von Acy 

(200 mg/kg/KG) nach 3-wöchiger (Knopfkanüle) bzw. 6-monatiger Fütterung (Futterpellets) 

auf die mitochondriale Funktion gealterter C57BL/6J-Mäuse (19-22 Monate) untersucht. Tab. 

5.3 fasst die gewonnenen Ergebnisse zusammen. Wie in Kapitel 5.2 bereits diskutiert, wird an 

dieser Stelle nochmals deutlich, dass dissoziierte Hirnzellen alter Tiere eine konstante mito-

chondriale Dysfunktion mit signifikant erniedrigten ATP-Spiegeln und einer signifikant verän-

derten Reaktion der ATP- und MMP-Werte auf SNP aufwiesen. Dementgegen konnte nur in 

der Kurzzeitstudie mit einer Standardpelletdiät und Acy-Gabe über die Knopfkanüle eine al-

tersbedingte Verminderung der Komplex IV-Aktivität und tendenzielle Verminderung der 

Komplex I- und KI+KII-Atmung bezogen auf die CS ermittelt werden. In der Langzeitstudie 

mit antioxidanzienarmer Pelletdiät als Kontroll- und Basisfutter zur Anreicherung mit Acy 

konnten dementgegen keine Unterschiede in der mitochondrialen Atmung nachgewiesen wer-

den.  

Die Verabreichung von Acy führte zu einer signifikant höheren CS-normierten KI+KII-At-

mung und einer tendenziellen Erhöhung der Komplex I-Atmung nach Langzeitverabreichung, 

welche sich auch in der Kurzzeitstudie andeutete. Auch die basalen ATP-Konzentrationen zeig-

ten nach Langzeitfütterung eine Tendenz hin zu einer höheren Konzentration. In Folge der Füt-

terung mit HBE lagen im Gehirn tendenziell erhöhte ATP-Konzentrationen vor, aber kein Ef-

fekt auf die mitochondriale Atmung. Die beobachtete numerische Anhebung des MMPs durch 

die 6-monatigen Extraktfütterungen war jedoch nach Acy-Fütterung stärker ausgeprägt als nach 

HBE-Fütterung. Zudem zeigten Acy-gefütterte Mäuse eine tendenziell höhere RCR. Die CS 

blieb in den Studien unverändert.  
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Tab. 5.3: Zusammenfassung mitochondrialer Effekte in der Kurzzeit- und Langzeitstudie mit Acy in 

C57BL/6J-Mäusen. 

 

Kurzzeitstudie Langzeitstudie 

Alt  

(vs. Jung) 

Alt Acy 

(vs. Alt) 

Alt 

(vs. Jung) 

Alt Acy 

(vs. Alt) 

Alt HBE 

(vs. Alt) 

MMP basal ()  () () () 

MMP nach SNP   ()   

ATP basal    () () 

ATP nach SNP  ()   () 

Mitochondriale 

Atmung 

KI () 

KI+KII () 

KIV  

KI () 

KI+II () 
 

KI () 

KI+II  
 

CS      

/ signifikante Erhöhung/Erniedrigung, (/): Tendenzieller Effekt, : kein Effekt, mitochondriale Atmung 

stellt CS-normierte Werte dar; MMP: Mitochondriales Membranpotenzial, SNP: Natriumnitroprussid, K: mito-

chondrialer Komplex, Acy: nach Verabreichung von 200 mg/kg KG/Tag Acy 

 

Auch wenn zunehmend mehr Untersuchungen zu den neuroprotektiven Effekten von Trauben-

produkten unternommen werden, sind die Informationen hinsichtlich mitochondrialer Effekte 

im Gehirn sehr begrenzt. Einige Daten liegen zu den Effekten nach extern induzierter mito-

chondrialer Dysfunktion vor. Charradi et al. (2017) fanden nach 8-wöchiger Diät mit hohem 

Fettgehalt (40 %) im Rattengehirn eine gesteigerte Lipidperoxidation und Proteincarbonylie-

rung, eine verminderte Aktivität der GPx und SOD sowie eine reduzierte Aktivität des mito-

chondrialen Komplexes I. Die Anreicherung der Diät mit 5 % eines Pulvers aus Traubenschale 

und -kernen (0,05 % Polyphenole in der Diät) konnte vor der Beeinträchtigung der Komplex I-

Aktivität sowie oxidativen Schäden schützen (Charradi et al. 2017). In der vorliegenden Studie 

konnten zumindest auf Ebene der Genexpression keine Veränderungen der antioxidativen En-

zyme im Gehirn festgestellt werden. Die Untersuchung der Enzymaktivitäten im Gehirn oder 

die Bestimmung der Proteincarbonylgehalte als Marker für oxidative Schädigungen im Gehirn 

der Tiere könnten weiteren Aufschluss über den Einfluss von Acy hinsichtlich der antioxidati-

ven Aktivität liefern. Die Untersuchungen in PC12neo-Zellen erbrachten keinen Hinweis auf 

einen Schutz von Acy gegenüber oxidativen Schädigungen (siehe Kapitel 5.4.1). 

 

Bei Ratten, die durch Scopolamin-Behandlung eine zeitweilige Beeinträchtigung des Gedächt-

nisses erfuhren, konnten verminderte ATP-Konzentrationen im Hippocampus und zerebralen 

Kortex durch eine Behandlung mit 200 mg/kg KG (i. p.) Anthocyanen aus Traubenschale ver-
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hindert werden (Gutierres et al. 2012). Anthocyane, entstammend aus der violetten Süßkartof-

fel, konnten zudem die mitochondriale Dysfunktion im Hippocampus von Mäusen nach Be-

handlung mit dem Neurotoxin Domoinsäure vermindern. Die Gabe von 200 mg/kg KG über 

4 Wochen führte zu einer verbesserten kognitiven Leistung, die scheinbar zum Teil durch die 

Induktion von Signalwegen der mitochondrialen Biogenese vermittelt wurde. Die Behandlung 

führte weiterhin zu Verminderungen der ROS-Konzentrationen, der Proteincarbonyle und der 

Apoptose (Lu et al. 2012). Hinweise auf eine höhere Expression von biogenesevermittelnden 

Genen vergleichbar mit Lu et al. (2012) wurden nach Fütterung mit Acy nicht beobachtet. Ein 

Grund dafür könnte sein, dass die erfasste Genexpression alter Mäuse generell keine eindeutige 

Verminderung zeigte. Während Nrf1 eine signifikante Verminderung aufwies, blieben PGC1α 

und Tfam konstant. Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Traubenextrakt war mit 17,2 % 

besonders reich an Anthocyanen, sodass die milden Effekte auch hier zumindest zum Teil auf 

die Anthocyane zurückzuführen sein können. Der zum Vergleich eingesetzte HBE enthielt 

36,5 % Anthocyane, konnte jedoch nur tendenzielle Effekte auf die ATP-Spiegel und keinen 

Effekt auf die mitochondriale Atmungsaktivität in der respiratorischen Messung vermitteln. 

Diese Unterschiede zwischen den beiden Extrakten könnten zum einen auf ein unterschiedli-

ches Anthocyanprofil zurückzuführen sein – Mengenangaben zu einzelnen Anthocyanen liegen 

für die Extrakte nicht vor. Zum anderen können andere Polyphenole wie Flavanole einen Bei-

trag zum Effekt geleistet haben.  

Generell sollte bei dem Vergleich der Effekte aus dieser Arbeit mit den anderen Studien der 

Unterschied zwischen extern induziertem Stress und der physiologischen Alterung nicht außer 

Acht gelassen werden. 

Eine Erhöhung der mitochondrialen Atmung konnte in einigen Studien mit Beerenextrakten 

(Diamanti et al. 2014; Tang et al. 2015), Traubenkernproanthocyanidinen (Pajuelo et al. 2012) 

und Resveratrol (Yousuf et al. 2009, 2009) beobachtet werden. Die 8-wöchige Aufnahme von 

2 g/Tag eines weiteren Traubenextrakts des ExGrape-Herstellers (mit gleichem Polyphenolp-

rofil, aber geringerem Anthocyananteil) konnte zudem in einer Humanstudie einer fruktosein-

duzierten verminderten mitochondrialen Atmung im Muskel entgegenwirken (Hokayem et al. 

2013).  

In Übereinstimmung mit den tendenziellen Effekten von Acy auf die Komplex I-Atmung in der 

vorliegenden Arbeit ist der mitochondriale Komplex I vermutlich ein spezielles Target, dass 

von Polyphenolen beeinflusst werden kann. Charradi et al. (2017) finden nach der Verabrei-

chung von Traubenpolyphenolen im Gehirn von Ratten eine verminderte Beeinträchtigung von 
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Komplex I. Blaubeer- und Traubenkernextrakte reich an Proanthocyanidinen und/oder Ant-

hocyanen konnten vor mitochondrialer Dysfunktion schützen, die über den Komplex I-Inhibitor 

Rotenon vermittelt wurde (Strathearn et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro 

kein Effekt von Acy auf den Komplex I beobachtet, jedoch wurden die Effekte auch nicht bei 

mitochondrialer Dysfunktion untersucht. Mitochondrien aus dem Herzen der Ratte, die eine 

ischämische Schädigung erfuhren, wiesen nach Behandlung mit Anthocyanen eine erhöhte 

Komplex I-Aktivität, verbesserte Atmung und erhöhte ATP-Produktion auf (Skemiene et al. 

2015). Auch in HepG2-Zellen konnte Resveratrol die Komplex I-Aktivität erhöhen (Desquiret-

Dumas et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit schützte Acy in HepG2-Zellen vor SNP-indu-

zierter mitochondrialer Dysfunktion. Die Untersuchung der mitochondrialen Atmung wäre so-

mit weiterführend interessant.  

In weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Desquiret-Dumas et al. (2013) an Leberzel-

len der Maus konnte Resveratrol die NAD+-Konzentrationen erhöhen und SIRT3 aktivieren 

und in Folge die Enzyme des Citratzyklus stimulieren und die mitochondriale Atmung steigern. 

Die Aktivierung von SIRT3 erfolgte in ihren Studien nicht über AMPK oder die Induktion der 

mitochondrialen Biogenese (Desquiret-Dumas et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde 

auch keine erhöhte Genexpression von AMPK oder Hinweise auf eine mitochondriale Bioge-

nese erfasst. Die erhöhte KI-KII-Atmung war jedoch auch nicht mit einer erhöhten SIRT3-

Expression verbunden, sondern mit einer erhöhten SIRT1-Expression. Diese Beobachtungen 

machen deutlich, dass Polyphenole auf unterschiedliche Weise Einfluss auf die mitochondriale 

Funktion nehmen können.  

Zahlreiche Studien untersuchten im Mausmodell den Effekt von Resveratrol im Zusammen-

hang mit einer Aktivierung von SIRT1. In Mäusen mit APP/PS1 Doppelmutation, die mit Res-

veratrol gefüttert wurden, konnten Porquet und Kollegen (2014) ein besseres Kurzzeitgedächt-

nis bei dem Wiedererkennen von Objekten beobachten sowie eine Verminderung der Aß-

Plaques und eine erhöhte Proteinkonzentration von Synaptophysin als Marker der Synapsenan-

zahl. Weiterhin wurden erhöhte Proteinkonzentrationen von phosphoryliertem AMPK und dem 

mitochondrialen Komplex IV gefunden. Dementgegen waren die SIRT1-Level vermindert. Auf 

der Grundlage, dass auch andere Studien vorliegen, in denen keine Erhöhung von SIRT1 durch 

Resveratrol, jedoch vermehrt deacetyliertes PGC1α beobachtet wurde, postulieren die Autoren 

eine mögliche verminderte Synthese, jedoch erhöhte Aktivierung von SIRT1 bzw. dessen Re-

gulierung über AMPK (Porquet et al. 2014). In der vorliegenden Studie wurden umgekehrte 

Ergebnisse erzielt. Zwar konnte eine erhöhte SIRT1-Genexpression beobachtet werden, jedoch 

keine erhöhte AMPK- oder PGC1α-Genexpression. Daten zu Proteinkonzentrationen oder zur 
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Aktivierung von PGC1α oder SIRT1 liegen jedoch nicht vor. Studien an SIRT1-Knockout 

Mäusen weisen darauf hin, dass die Aktivierung von SIRT1 für die positiven Effekte von mo-

deraten Dosen von Resveratrol (0,04 % einer fettreichen Diät) auf die mitochondriale Bioge-

nese und Funktion (Atmung, MMP, ATP-Spiegel) im Muskel benötigt wird (Price et al. 2012). 

Hinsichtlich der Neurogenese im Hippocampus liegen jedoch kontroverse Daten zu der Ver-

mittlung der Effekte von Resveratrol über SIRT1 vor (Dias et al. 2016). Der Anteil an Res-

veratrol im Acy liegt lediglich bei 0,007 %, sodass nur sehr geringe Mengen an Resveratrol 

über den Extrakt aufgenommen wurden. Für Anthocyane und Proanthocyanidine konnte jedoch 

eine Aktivierung von SIRT1 gezeigt werden (Jin et al. 2014; Aragones et al. 2016; Cai et al. 

2016).  

 

 

Abb 5.2: Zusammenfassung der Effekte von Acy auf die mitochondriale Funktion im Gehirn von C57BL/6J-

Mäusen.  Effekte in grauen Kästen stellen die Effekte der Alterung dar (Alt vs. Jung), Effekte in blauen Kästen 

stellen Effekte von Acy auf die Alterung dar (Alt Acy vs. Alt); Pfeile in Klammern: numerische Effekte,  : kein 

Effekt. 

 

Zusammenfassend konnte die 6-monatige Verabreichung von Acy im Futter (200 mg/kg KG), 

aber nicht die 3-wöchige Verabreichung über die Knopfkanüle in gealterten Mäusen einen mil-

den Effekt auf die mitochondriale Atmung erbringen. Die Acy-Fütterung führte zu einer signi-

fikanten Erhöhung der mitochondrialen KI+KII-Atmung sowie zu einer tendenziellen Erhö-

hung der mitochondrialen Komplex I-Aktivität. Dieser Effekt war jedoch nur mit einer nume-

rischen Verbesserung der altersbedingten Beeinträchtigungen der ATP-Spiegel und des MMPs 

verbunden (Abb 5.2). Zusammen mit der identifizierten Literatur weisen die Daten darauf hin, 

dass der mitochondriale Komplex I ein spezifisches Ziel für Polyphenole sein könnte. Einen 

Effekt auf die mitochondriale Biogenese vermittelte Acy nicht. 

 

MMP ()

Acy

KI+KII-Atmung 

Acy

KI ()

Acy ()

Acy ()

Acy
Kein Effekt auf die 

mitochondriale Biogenese

Geringe Verbesserung des 

Energiemetabolismus

ATP 

CS 
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5.4.4 Gedächtnisleistung und Motorik während der Alterung im Mausmodell 

C57BL/6J 

5.4.4.1 Gedächtnisleistung 

Untersuchungen zur Gedächtnisleistung erfolgten in der Lebenszeitstudie sowie der Langzeit-

studie mit Acy (200 mg/kg KG) anhand dem Social Recognition Test, dem 1-Trial-Y-Maze und 

dem Passive Avoidance Test. 

In der Lebenszeitstudie mit Acy im Trinkwasser wurde die Gedächtnisleistung im Alter von 

12, 15, 18 und 21 Monaten im Social Recognition Test untersucht. Im Alter von 12 Monaten 

und somit nach 6-monatiger Acy-Verabreichung wurde anhand der Kontaktzeiten in der 

2. Testphase eine signifikante Präferenz für die unbekannte Maus und somit soziale Gedächt-

nisleitung beobachtet, die in der Kontrollgruppe nicht auftrat. Nach diesem Zeitpunkt konnte 

weder für die Kontrollgruppe noch für die Acy-Gruppe eine Gedächtnisleistung ermittelt wer-

den. Einen Vergleich mit jungen Mäusen lieferten die Langzeitstudien. In der Langzeitstudie 

mit Acy wurde der Social Recognition Test mit Mäusen im Alter von 1 Monat und 12 Monaten 

vor der Fütterung und 3 Monaten und 19 Monaten nach der Fütterung durchgeführt. Für keine 

Gruppe wurde eine Gedächtnisleistung beobachtet. Da dies, wie schon in Kapitel 5.3.1 disku-

tiert, auch die jungen Gruppen betraf, ist die Aussagekraft des Social Recognition Tests be-

grenzt.  

Der Passive Avoidance Test eignet sich nicht für eine longitudinale Untersuchung, sodass der 

Test in der Lebenszeitstudie in einem Alter von 18 Monaten durchgeführt wurde sowie nach 6-

monatiger Langzeitfütterung mit Acy und HBE im Alter von 19 Monaten. Signifikant höhere 

24 h post Step-through latencies und somit Langzeiterinnerungsleistungen wurden für alle jun-

gen und alten Gruppen beobachtet. Wie in Kapitel 5.3.1 bereits diskutiert, lag jedoch in beiden 

Studien eine numerisch höhere Step-through latency für die gealterten Mäuse gegenüber jungen 

Mäusen vor. Mäuse, die mit Polyphenolen behandelt wurden, zeigten eine tendenziell geringere 

Leistung. Für Acy trat dies besonders in der Lebenszeitstudie nach 12-monatiger Verabrei-

chung auf. Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt könnte eine verminderte Ängstlichkeit 

durch die Polyphenolbehandlungen sein. Dies könnte weiterführend beispielsweise in einem 

Test zum Angstverhalten wie dem Elevated Plus Maze oder im Open-field getestet werden. Für 

C57BL/6J-Mäuse wird mit dem Alter ein zunehmendes Angstverhalten beobachtet (Shoji et al. 

2016). Bei Ratten wurde beispielsweise im Alter ein erhöhtes Angstverhalten beobachtet, wel-

ches durch die 3-wöchige Gabe von Traubenextrakt im Trinkwasser vermindert werden konnte. 

Effekte auf das Gedächtnis im MWM wurden nicht beobachtet (Patki et al. 2015). Pitozzi et al. 
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(2010) finden bei gealterten Ratten einen angstlösenden Effekt nach 12-monatiger Fütterung 

mit polyphenolreichem Olivenöl. Hinweise auf derartige Effekte von Hy liegen aus der vorlie-

genden Studie nicht vor. Weiterhin konnte die Gabe von Resveratrol bei Ratten die negativen 

Auswirkungen von mildem chronischen Stress einschließlich einer geringeren lokomotorischen 

Aktivität entgegenwirken. Die Verbesserungen waren verbunden mit einer Erhöhung von 

BDNF und einer CREB-Aktivierung (Liu et al. 2014).  Koivisto et al. (2016) beschreiben 

ebenso kontroverse Ergebnisse im Passive Avoidance Test bei Mäusen nach der Gabe von Na-

triumpyruvat. Die Forschergruppe findet u.a. ein verbessertes räumliches Gedächtnis und eine 

höhere Konzentration an energetischen Verbindungen im Gehirn, aber ebenso eine deutliche 

Beeinträchtigung im Passive Avoidance Test. Zudem beobachten sie ein erhöhtes Erkundungs-

verhalten nach Natriumpyruvatverabreichung. Die Autoren führen die kontroversen Ergebnisse 

auf das erhöhte Erkundungsverhalten der Mäuse zurück (Koivisto et al. 2016). Nach 6-monati-

ger Gabe von Acy wurde eine erhöhte mitochondriale Atmung sowie tendenziell erhöhte ATP-

Spiegel im Gehirn beobachtet. Die verminderte Leistung im Passive Avoidance Test war in der 

Lebenszeitstudie nach 12-monatiger Acy-Verabreichung deutlich. Zudem wurde in der Lebens-

zeitstudie im Y-Maze nach 15-18-monatiger Behandlung im Vergleich zur Kontrolle ein erhöh-

tes Erkundungsverhalten, gemessen an den Eintritten in das Y-Maze, detektiert (näher erläutert 

in Kapitel 5.4.4.2). Acy könnte somit besonders nach langer Verabreichungsperiode wie der 

Lebenszeitstudie einen Effekt auf das explorative Verhalten der Mäuse haben. Ein verbesserter 

Energiemetabolismus nach dieser langen Fütterungsperiode ist möglich, konnte jedoch auf 

Grund des „Lebenszeit“-Charakters der Studie nicht erfasst werden. Generell können Verände-

rungen des Stresslevels während der Tests (beispielsweise durch Umweltfaktoren) genauso wie 

chronischer Stress (beispielsweise bedingt durch die Bewältigung von mehreren Verhaltens-

tests) die Leistung der Mäuse in den Verhaltenstests beeinflusst haben. Hat die Behandlung 

einen Einfluss auf den Stresslevel, erschwert dies die Bewertung der Ergebnisse des Tests. 

 

Signifikante Effekte von Acy auf das räumliche Gedächtnis im Y-Maze konnten nicht detektiert 

werden. Tendenziell höhere spontane Alternationsraten wiesen Tiere nach 6-monatiger Acy 

Verabreichung in der Langzeitstudie und 18-monatiger Acy-Verabreichung in der Lebenszeit-

studie auf. Die Unterschiede der spontanen Alternationsraten im Y-Maze waren insgesamt nicht 

sehr ausgeprägt und signifikante Unterschiede zwischen der Leistung junger und alter Tiere 

konnten nicht beobachtet werden. Der Einsatz komplexerer Tests wie beispielweise das MWM 

oder RAM könnte möglicherweise bessere Ergebnisse erzielen (siehe Kapitel 5.3.1). 
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In Tests zum räumlichen Gedächtnis von komplexerer Natur konnten sowohl Trauben- als auch 

Blaubeerpolyphenole günstige Effekte bei Ratten und Mäusen erzielen (Vauzour 2014). Die 

Fütterung von C57BL/6J-Mäusen über 8 Wochen mit einem Trauben- und Blaubeerpulverge-

misch (500 mg/kg KG) konnte altersbedingten Veränderungen in der Gedächtnisleistung, er-

fasst durch das MWM, im Alter von 18 Monaten entgegenwirken (Bensalem et al. 2016). Im 

Gegensatz zu Acy mit einem hohen Anteil an polymeren Proanthocyanidinen bestand das Ex-

traktgemisch speziell aus Polyphenolen mit geringem Molekulargewicht. Eine bessere Biover-

fügbarkeit der Polyphenole über das Extraktgemisch ist somit anzunehmen (vergleiche Kapitel 

1.3.5). Reines Epicatechin konnte in C57BL/6J-Mäusen zudem beispielsweise besonders zu-

sammen mit einem Laufrad das Gedächtnis im MWM verbessern (van Praag et al. 2007). Trau-

benkernproanthocyanidine konnten weiterhin bei Ratten die kognitiven Fähigkeiten verbessern 

(Asha Devi et al. 2011) und die 3-monatige Gabe von Traubenpulver verbesserte das Gedächt-

nis gealterter Ratten im MWM, die einer fructosereichen Diät ausgesetzt waren (Chou et al. 

2016). Reindeiro et al. (2013) zeigen sowohl für Blaubeeren als auch für deren äquivalente 

Mengen an Anthocyanen und Flavanolen nach 6-wöchiger Gabe günstige Effekte auf das räum-

liche Gedächtnis bei Ratten (Rendeiro et al. 2013). Ratten, die in einem Alter von 21 Monaten 

für 4 Wochen Resveratrol bekamen, zeigten im Alter von 24 Monaten ein besseres räumliches 

Gedächtnis im MWM und eine gesteigerte Neurogenese (Kodali et al. 2015). Ein Mix aus Trau-

benkernextrakt, Concord-Traubensaftextrakt und Resveratrol konnte bei C57BL/6J-Mäusen 

mit metabolischen Syndrom die synaptische Plastizität verbessern und in dem AD-Mausmodell 

J20 die kognitive Funktion im MWM erhöhen (Wang et al. 2014). 

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Fütterung mit dem Traubenextrakt Acy und 

dem Vergleichsextrakt HBE in den vorliegenden Tests keine eindeutige Verbesserung der Ge-

dächtnisleistung hervorbringen konnte. Die verminderte Step-through latency im Passive 

Avoidance Test und die erhöhte lokomotorische Aktivität im Y-Maze könnte auf ein vermin-

dertes Angstverhalten und erhöhtes Erkundungsverhalten gealterter Mäuse bei lebenslanger 

Fütterung mit Acy hinweisen. Die spontane Alternation im Y-Maze als einfacher Test des räum-

lichen Gedächtnisses konnte keine signifikanten Effekte zwischen alten und jungen Mäusen 

oder Behandlungsgruppen detektieren. Der Einsatz von komplexeren Tests könnte in diesem 

Zusammenhang weiteren Aufschluss liefern  
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5.4.4.2 Motorische Leistung 

Die kognitive Alterung geht üblicherweise auch mit einer verminderten Leistung bei motori-

schen Funktionen einher (Ren et al. 2013). Untersuchungen von Ratten, Mäusen und Menschen 

zeigen eine altersabhängige, zunehmende Verminderung der motorischen Leistung. Aufgaben, 

die Gleichgewicht und Koordination involvieren, sind vermutlich besonders betroffene Berei-

che (Joseph et al. 1983). Polyphenolreiche Früchte haben neben der kognitiven Leistung auch 

einen positiven Effekt auf die motorische Leistung gezeigt (Shukitt-Hale et al. 2015; Shukitt-

Hale et al. 2007; Shukitt-Hale et al. 2009). Neben der Lebensspanne und der Gedächtnisleistung 

sollte in der Lebenszeitstudie in einer longitudinalen Untersuchung der Effekt der lebenslangen 

Verabreichung von Acy (200 mg/kg KG/Tag) auf motorische Funktionen der C57BL/6J-Mäuse 

erfasst werden.  

Zur Beurteilung der Koordination und Balance wurde der Rotarod Test mit beschleunigter Ge-

schwindigkeit durchgeführt. Die Latency to fall gibt dabei an, wie lange die Maus sich auf der 

zunehmend schneller rotierenden Stange fortbewegen kann, bevor sie herunterfällt. Der Test 

wurde im Alter von 6 Monaten vor Fütterungsstart begonnen und im 3-Monatsintervall bis zu 

einem Alter von 21 Monaten durchgeführt. Aufgrund der zunehmenden Gebrechlichkeit der 

Mäuse wurde der Test nach diesem Zeitpunkt eingestellt. Unterschiede zwischen den Leistun-

gen der beiden Gruppen insgesamt wurden zu keinem Zeitpunkt detektiert. Innerhalb der Test-

periode zeigte zudem weder die Kontrollgruppe noch die Acy behandelte Gruppe einen Abfall 

der Leistung mit dem Alter. Acy-gefütterte Mäuse zeigten nach 3-monatiger Behandlung einen 

signifikanten Leistungsanstieg gegenüber dem Basalwert, der über die weitere Untersuchungs-

periode relativ konstant blieb. Da der Basalwert in der Acy-Gruppe tendenziell niedriger als der 

Basalwert der Kontrollgruppe lag, führte der Leistungsanstieg zu keiner Verbesserung gegen-

über der Kontrollgruppe. Die Betrachtung der Leistung der Mäuse, eingeteilt in eine Gruppe 

mit schwacher basaler Leistung und starker basaler Leistung, machte deutlich, dass der Leis-

tungsanstieg in der Acy-Gruppe auf die schwache Untergruppe zurückzuführen war. Diese 

Leistungsverbesserung könnte zum einen auf die Acy-Verabreichung zurückzuführen sein; zum 

anderen könnte sie auch durch die generell schlechtere Ausgangsleistung der Mäuse begünstigt 

worden sein.  

In der longitudinalen Studie wurde keine junge Gruppe zum Vergleich mitgeführt. In einer um-

fassenden Studie zu den Veränderungen in C57BL/6J- Mäusen in den Altersmonaten 2-3, 3-4, 

6-7, 8-10 zeigte sich eine signifikante Verminderung der Leistung auf dem Rotarod mit zuneh-

mendem Alter (Shoji et al. 2016). Eigene Daten zum Leistungsvergleich gealterter und junger 

Mäuse liegen für NMRI-Mäuse aus der Studie mit RO- und ROEn-Intervention vor. Für NMRI-
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Mäuse wurde im Alter von 12 Monaten mit 17 s eine Latency to fall beobachtet, die vergleich-

bar mit derer der C57BL/6J-Kontrollgruppe in der longitudinalen Studie zwischen dem Alter 

von 6-18 Monaten war (16-18 s). Die Leistung der 12 Monate alten NMRI-Mäuse war gegen-

über jungen Mäusen (1 Monat alt) signifikant niedriger. Auch 6 Monate später und somit im 

Alter von 3 Monaten und 18 Monaten unterschied sich die Leistung der beiden NMRI-Gruppen 

signifikant. Die 18 Monate alte Gruppe zeigte zudem einen signifikanten Anstieg gegenüber 

ihrer basalen Leistung im Alter von 12 Monaten. Diese Beobachtungen sprechen zum einen für 

eine bessere Leistung von jungen Mäusen im Alter von 1-3 Monaten gegenüber älteren Artge-

nossen und zum anderen weisen sie auf eine mögliche Leistungsverbesserung von Gruppen mit 

schwacher basaler Leistung hin. Das Training auf dem Rotarod im 3-Monatsintervall in der 

longitudinalen Studie könnte somit die Leistung der C57BL/6J- Mäusen bis zum Alter von 

21 Monaten aufrechterhalten haben. Möglich ist, dass ein Effekt der Acy-Behandlung erst bei 

einer verschlechterten Leistung aufgetreten wäre.  

 

Ratten, die im fortgeschrittenen Alter mit 50 % Concord-Traubensaft im Trinkwasser behandelt 

wurden, zeigten beispielsweise eine verbesserte Leistung in motorischen Tests zur Balance, 

Koordination und Kraft (Shukitt-Hale et al. 2006). In einem Huntington-Mausmodell konnte 

die Verabreichung von 100 mg/kg KG Traubenkernextrakt die Motorkoordination auf dem 

Rotarod verbessern (Wang et al. 2010). Die Fütterung mit einer 2 %-blaubeerangereicherten 

Nahrung über 8 Wochen verbesserte zudem die Leistung von gealterten Ratten auf dem Rotarod 

(Shukitt-Hale et al. 2015). Die Autoren schreiben diese Effekte den enthaltenen Anthocyanen 

zu, die auch eine Hauptkomponente des hier eingesetzten Traubenextrakts waren. Abweichende 

Effekte einer 2 %-erdbeerangereicherten Nahrung mit anderem Anthocyanprofil in der gleichen 

Studie deuten jedoch auf einen unterschiedlichen Effekt einzelner Anthocyane hin (Shukitt-

Hale et al. 2015).  

Weiterhin wurde in der Studie von Shukitt-Hale et al. (2006), im Gegensatz zu der 50 %-An-

reicherung, bei Ratten die 10 % Concord Traubensaft erhielten, eine Verbesserung der kogni-

tiven und nicht der motorischen Leitung beobachtet. Neben dem Einfluss verschiedener einzel-

ner Polyphenole könnte somit auch die Dosierung einen hohen Einfluss auf die motorische 

Leistung haben.  

Zudem involvieren die Effekte auf die motorische Leistung vermutlich noch andere periphere 

Faktoren wie Veränderungen im Skelettmuskel und den Gefäßen (Shukitt-Hale et al. 2006). 

Eine mitochondriale Dysfunktion zeigt sich beispielsweise auch im alternden Skelettmuskel 
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und körperliches Training sowie Polyphenole können diese Veränderungen günstig beeinflus-

sen (Rodriguez-Bies et al. 2016; Kang et al. 2013). Polyphenolen werden zudem Effekte auf 

das Gefäßsystem zugeschrieben (Vauzour 2014).  

Auch die lokomotorische Aktivität nimmt bei C57BL/6J-Mäusen mit zunehmendem Alter ab 

(Shoji et al. 2016). Gemessen als Anzahl der Eintritte in die Arme des Y-Mazes zeigten 

C57BL/6J-Mäuse der longitudinalen Studie schon mit Einführung des Tests im Alter von 

21 Monaten eine deutlich geringere lokomotorische Aktivität, wenn man diese mit jungen 

C57BL/6J-Mäusen der Langzeitfütterungsstudien vergleicht. Die lokomotorischen Aktivitäten 

von Mäusen im Alter von 18-20 Monaten zeigten sowohl für den C57BL/6J -Stamm als auch 

für den NMRI-Stamm konstant signifikant geringere lokomotorische Aktivitäten im Alter. Die 

lebenslange Fütterung mit Acy konnte die lokomotorische Aktivität im Alter von 21 Monaten 

numerisch und im Alter von 24 Monaten signifikant verbessern. Dies könnte auf eine verbes-

serte Mobilität und somit verbessertes Erkundungsverhalten durch Acy hinweisen. 

 

Abb. 5.3 fasst die Überlegungen zu den Effekten von Acy auf das Gedächtnis und die motori-

sche Leistung zusammen. 

 

 

Abb. 5.3: Überlegungen zu den Effekten von Acy auf die Gedächtnisleistung und Motorik bei C57BL/6J-

Mäusen. Effekte in grauen Kästen stellen die Effekte der Alterung dar (Alt vs. Jung), Effekte in blauen Kästen 

stellen Effekte von Acy auf die Alterung dar (Alt Acy vs. Alt); Pfeile in Klammern: numerische Effekte,  : kein 

Effekt. 

 

5.4.5 Lebensspanne im Mausmodell C57BL/6J 

Auf Grundlage der Annahme, dass Polyphenole über Mechanismen der Hormesis einen güns-

tigen Effekt auf die Lebenspanne haben können, wurde eine Lebenszeitstudie mit dem Extrakt 

Acy an C57BL/6J-Männchen durchgeführt. Acy (200 mg/kg KG/Tag) wurde ab einem Alter 

von 6 Monaten bis zum Lebensende verabreicht und die Lebenszeiten der Mäuse dokumentiert. 

Der C57BL/6J-Mausstamm gehört zu den langlebigen Mausmodellen, dessen Lebensspanne 

vom Jackson Laboratory untersucht wurde. In zwei historischen Zusammenfassungen wurden 

Acy

Spontane Alternation im Y-Maze/()

Lokomotorische Leistung /

Rotarod (nach Training) 

Passive Avoidance Test ()

Alt

Spontane Alternation im Y-Maze ()

Lokomotorische Leistung 

Rotarod (nach Training) 

Passive Avoidance Test ()

Geringe Verbesserung des räumlichen Gedächtnisses?

Einfluss auf Erkundungsverhalten?

Verminderung von Angst?
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für 169 bzw. 57 Männchen mediane Lebenspannen von 851 bzw. 819 Tagen und somit 121 

bzw. 117 Wochen festgehalten sowie eine mittlere Lebenspanne der letzten 10 % Überlebenden 

von 1074 Tagen (152 Wochen) (Jackson Laboratory 2015; Yuan et al. 2015). In der Mouse 

Phenome Datenbank des Jackson Laboratory wird weiterhin für 32 Männchen des C57BL/6J-

Stamms eine mediane Lebensspanne von 894 Tagen (127 Wochen) und eine maximale Lebens-

spanne von 1140 Tagen (162 Wochen) angegeben. Letztere war die höchste beobachtete maxi-

male Lebensspanne unter den Männchen der 31 untersuchten Inzucht-Stämme (Yuan et al. 

2015).  

In der hier durchgeführten Studie erhielten je 50 Männchen Acy im Trinkwasser oder die un-

angereicherte Kontrolle und es wurden Überlebenskurven (Kaplan-Meier) erstellt. Mit einer 

medianen Lebensspanne von 116 Wochen in der Kontrollgruppe wurde die vom Jackson La-

boratory berichtete Lebenszeit in der vorliegenden Studie knapp unterschritten. Die mediane 

Lebensspanne der Acy-gefütterten Mäuse lag bei 122,5 Wochen und somit im Vergleich zur 

Kontrollgruppe um 5,6 % höher. Die Verabreichung von Acy führte zwischen dem Alter von 

80 und 120 Wochen (18-27 Monate) zu einer Verschiebung der Überlebenskurve in Richtung 

einer längeren Lebenszeit. Dies ist ein Alterszeitpunkt, der für C57BL/6J-Mäuse laut dem 

Jackson Laboratory in die Lebensphase „gealtert“ eingeordnet werden kann. Das Alter von 18-

24 Monaten wird mit einem Alter von 56-69 Jahren beim Menschen gleichgesetzt (Jackson La-

boratory 2017a). Auch wenn sich die maximale Lebensspanne zwischen Spezies unterscheidet, 

zeigt die Lebenskurve verschiedener Spezies, wie Mensch und Maus, doch einen sehr ähnlichen 

Verlauf (Mitchell et al. 2015). Für die Lebensmonate 24 und 25 wich die Überlebenskurve der 

Acy-Gruppe signifikant von der Kontrollgruppe ab. Nach diesem Zeitpunkt glichen sich die 

Überlebenskurven der beiden Gruppen an. Mit knapp unter 140 Lebenswochen wiesen beide 

Gruppen fast identische mittlere Lebenspannen der letzten 10 % Überlebenden auf und unter-

schieden sich in den endgültigen Überlebenskurven nach dem Tod aller Mäuse nicht signifi-

kant.  

 

Resveratrol ist die bekannteste Verbindung unter den Polyphenolen, der ein lebensverlängern-

der Effekt, vermutlich über die Aktivierung von SIRT1, zugesprochen wird (Nikolai et al. 2015; 

Howitz et al. 2003). Eine Metaanalyse zu den Effekten von Resveratrol über die Spezies hinweg 

kam jedoch zu dem Schluss, dass der lebensverlängernde Effekt von Resveratrol nur in wenigen 

Spezies bisher eindeutig gezeigt werden konnte. Lebensverlängernde Effekte waren am stärks-

ten in Hefen und Nematoden ausgeprägt und weniger aussagekräftig in höheren Spezies wie 

der Maus (Hector et al. 2012). Daten zu einer höheren Lebenszeit durch Resveratrol liegen 
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bisher für Mäuse vor, die Nahrung mit hohem Fettgehalt erhielten (Bonkowski and Sinclair 

2016). Zudem konnte die Fütterung mit Resveratrol (1/kg Futter) ab einem Alter von 2 Monaten 

in einer kürzlichen Studie das Leben in SAMP8 Mäusen erhöhen sowie AD-Symptome lindern 

(Porquet et al. 2013).  

 

Obwohl die Traubenschale eine gute Quelle für Resveratrol darstellt, ist der Resveratrolgehalt 

in dem hier untersuchten Traubenextrakt Acy relativ gering (0,14 mg/kg Futter). Abgesehen 

von Resveratrol könnten jedoch Polyphenole generell einen lebensverlängernden Effekt ver-

mitteln und eine Kombination verschiedener Polyphenole, hier Anthocyane sowie monomere 

Flavanole und Proanthocyanidine, könnte einen stärkeren Effekt ausüben als eine Komponente 

allein. Über eine Aktivierung von SIRT1 sind Polyphenole potenziell in der Lage, eine Kalori-

enrestriktion nachzubilden  und so den Alterungsprozess zu verlangsamen (Chung et al. 2010; 

Murugaiyah and Mattson 2015). Auch in den vorliegenden Untersuchungen wurde nach 6-mo-

natiger Verabreichung von Acy über das Futter, sowohl in der Leber als auch im Gehirn geal-

terter Mäuse, eine signifikante Erhöhung der SIRT1-Genexpression beobachtet. Eine milde In-

duktion von Signalwegen, die zu der zeitweiligen Lebensverlängerung geführt haben, ist somit 

anzunehmen (Kapitel 5.4.2). Mit Ausnahme von Resveratrol liegen derzeit nur wenig Daten zu 

den Effekten von anderen Polyphenolen auf die Lebensspanne vor. Long et al. berichten über 

eine verlängerte mittlere Lebensspanne in einem Parkinson-Modell der Fruchtfliege und 

Huntington-Modell der Maus nach Gabe eines anthocyan- und resveratrolreichen Extrakts aus 

Traube und Polygonum cuspidatum (Long et al. 2009). Hinsichtlich der Untersuchung anderer 

Fruchtextrakte als Traubenextrakt zeigten Proanthocyanidine lebensverlängernde Effekte in 

SAMP8-Mäusen (Yokozawa et al. 2014; Yokozawa et al. 2009) sowie Blaubeerextrakt in 

Fruchtfliegen (Wilson et al. 2006; Long et al. 2009; Peng et al. 2012). Dabei konnte interessan-

terweise der Effekt von Blaubeerextrakt durch die Proanthocyanfraktion und nicht durch die 

Anthocyanfraktion vermittelt werden (Wilson et al. 2006). Eine Reihe anderer Studien zeigt 

demgegenüber lebensverlängernde Effekte von Anthocyanen aus schwarzem Reis (Zuo et al. 

2012), Cranberry-Extrakt (Wang et al. 2015a) und Açaí (Laslo et al. 2013) in Untersuchungen 

an Fruchtfliegen sowie für anthocyanreichen Weizenextrakt in Caenorhabditis elegans (Chen 

et al. 2013). 

 

Es liegen also bisher wenig Daten zu den Effekten von Polyphenolen auf die Lebensspanne 

höherer Spezies wie Maus und Ratte vor. Die Effekte auf die Lebensspanne sind jedoch schein-

bar stark abhängig vom Genotyp (Mitchell et al. 2015). Eine Metaanalyse zu den Effekten der 
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Kalorienrestriktion auf die Lebensspanne in Abhängigkeit des Genotyps fand eine Verlänge-

rung der Lebensspanne von 14-45 % bei Ratten und nur 4-27 % bei Mäusen. Darüber hinaus 

wurde für den C57BL/6-Mausstamm, der am häufigsten für derartige Untersuchungen verwen-

det wurde, eine große Variabilität beschrieben. Die Effekte wiesen eine Variation zwischen 

einer Verkürzung der medianen Lebenspanne um bis zu 34 % und einer Verlängerung der me-

dianen Lebenspanne um bis zu 27 % auf (Swindell 2012). Weitere wichtige Einflussgrößen auf 

die Lebensspanne sind das Geschlecht und das Futter (Mitchell et al. 2015). In der vorliegenden 

Studie wurden ausschließlich C57BL/6J-Männchen verwendet. In einer Studie mit LACA-

Mäusen konnte beispielsweise nur für die letzten 15 überlebenden Weibchen ein lebensverlän-

gernder Effekt von schwarzem Johannisbeersaft beobachtet werden, jedoch nicht für die Männ-

chen. Nach Fütterung mit Quercetin wurde in der gleichen Studie sogar eine verkürzte mittlere 

Lebensspanne beider Geschlechter zusammen beschrieben (Jones and Hughes 1982). Die Ef-

fekte auf die Lebensspanne werden somit durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst und es 

sind noch eine Reihe weiterer Studien notwendig, um zu klären, ob Polyphenole wie der hier 

untersuchte Traubenextrakt eine Lebensverlängerung erwirken können.  

 

Bei Ratten konnte beispielsweise keine Verlängerung der mittleren und maximalen Lebens-

spanne durch die Anreicherung des Trinkwassers mit 20-25 % Rotwein oder der Nahrung mit 

Resveratrol ab einem Alter von 12 Monaten erbracht werden. Dennoch konnten in der Studie 

vaskuläre Funktionen mit dem Alter besser erhalten werden (da Luz et al. 2012). Eine lange 

Lebenszeit ist nur dann sinnvoll, wenn diese auch mit einem relativ guten Gesundheitsstatus 

verlebt werden kann. Die Untersuchung des Effekts von Polyphenolen auf die Healthy life ex-

pectancy ist somit ein weiterer bedeutender Faktor, der beispielsweise durch die begleitende 

longitudinale Untersuchung des Gedächtnisses und der Motorik erfolgen kann, wie sie bereits 

in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurde (Mitchell et al. 2015).  

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Fütterung mit Acy zwar die Lebenskurve ins-

gesamt nicht signifikant verändern konnte, jedoch einen moderaten lebensverlängernden Effekt 

in einem Altersbereich der Mäuse zeigte, der beim Menschen ungefähr einem Alter von 70 Jah-

ren entsprechen könnte. Auf Grundlage der Genexpressionsanalysen aus der Acy-Langzeitstu-

die könnte dieser milde lebensverlängernde Effekt über die Hochregulierung von SIRT1 und 

daraus folgende protektive Signalwege einschließlich einer verbesserten antioxidativen Ab-

wehr vermittelt worden sein (Abb. 5.4). Einflussgrößen auf die Lebensspanne wie Spezies und 

Geschlecht sowie die scheinbar hohe Variationsbreite in der Antwort auf die Induktion einer 
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Lebensverlängerung (wie durch die Kalorienreduktion) lassen jedoch nur sehr begrenzt Rück-

schlüsse auf günstige Effekte beim Menschen zu.  

 

 

 

Abb. 5.4: Überlegungen zu den Effekten von Acy auf die Lebenspanne von C57BL/6J-Mäusen. Effekte in 

blauen Kästen stellen Effekte von Acy auf die Alterung dar (Alt Acy vs. Alt); Pfeile in Klammern: numerische 

Effekte,  : kein Effekt. 

 

5.4.6 Übertragung auf den Menschen 

In den hier durchgeführten Studien an Mäusen lag die tägliche Menge von Acy geschätzt bei 

200 mg/kg KG. Unter Einbezug der unterschiedlichen Körperoberflächen (Nair and Jacob 

2016) ergibt sich daraus umgerechnet auf den Menschen bei einem Körpergewicht von 60-

70 kg eine Aufnahmemenge von ca. 1 g Extrakt am Tag. Der Extrakt Acy ist auf eine Gesamt-

polyphenolkonzentration (OD 280 nm, Catechin-Äquivalent) von ≥ 70 % standardisiert,  sodass 

sich daraus äquivalente Mengen zu früheren Studien mit 0,7 -1 g Polyphenolaufnahme über 

Concord-Traubensaft ergeben, die erste Effekte auf die kognitive Leistung beim Menschen ge-

zeigt haben (Lamport et al. 2016; Krikorian et al. 2012).  

Nach der Aufnahme von Concord-Traubensaft über eine Periode von 12 Wochen zeigten 12 äl-

tere Patienten mit MCI verbesserte Leistungen hinsichtlich des verbalen Lernens (California 

Verbal Learning Test) und tendenzielle Verbesserungen hinsichtlich eines späteren verbalen 

Recalls und räumlichen Gedächtnisses (Krikorian et al. 2010). Mittels fMRT wurde weiterhin 

bei MCI-Patienten, die über 16 Wochen Concord-Traubensaft tranken, neben einer verminder-

ten semantischen Interaktion in Gedächtnistests eine relativ stärkere Aktivierung in den anteri-

oren und posterioren Bereichen der rechten Hirnhemisphäre detektiert (Krikorian et al. 2012).  

Eine kürzlich veröffentlichte randomisiert-kontrollierte Pilotstudie von Lee und et al. (2017) an 

10 Probanden mit MCI (im Alter von 66-82 Jahren), die zweimal täglich über 6 Monate ein 

Traubenpulver erhielten, welches äquivalent zur Aufnahme von 3 Portionen frischen Trauben 

war, wurde der Hirnmetabolismus mittels PET und die kognitive Funktion untersucht. Eine 

Hochregulierung der adaptiven 

Stressabwehr nach lebenslanger 

Acy-Verabreichung?
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Verminderung des Metabolismus in Hirnbereichen, die in frühen AD-Stadien betroffen sind, 

wurde in der Placebo-Gruppe, aber nicht der Trauben-Gruppe gefunden. Weiterhin korrelierte 

der Metabolismus in den Hirnbereichen mit einer Verbesserung der Aufmerksamkeit und des 

Arbeitsgedächtnisses (Lee et al. 2017). Eine randomisiert-kontrollierte Humanstudie mit AD-

Patienten konnte nach einjähriger Gabe von Resveratrol (0,5 g-1 g, eskalierend) nicht nur Res-

veratrol in der CSF detektieren, sondern lieferte auch Hinweise auf eine Verbesserung der kog-

nitiven Leistung (Mini-Mental Score Examination) und Ausübung von Alltagsaktivitäten sowie 

auf eine Induktion der adaptiven Immunantwort (Turner et al. 2015; Moussa et al. 2017). In 

einer Interventionsstudie mit 50-75-jährigen übergewichtigen Frauen konnte zudem nach 26-

wöchiger Intervention mit Resveratrol (200 mg/Tag) eine bessere Gedächtnisleistung hinsicht-

lich der Abspeicherung einer Wortliste über 30 min (deutsche Version des Auditory Verbal 

Learning Test) festgestellt werden sowie eine erhöhte funktionale Konnektivität zwischen dem 

linken posterioren Hippocampus und dem medialen frontalen Kortex im MRT (Witte et al. 

2014). 

 

Genaue Inhaltsmengen hinsichtlich des Extrakts Acy liegen für die Hauptkomponenten Ant-

hocyane, Catechine und Proanthocyanidine vor sowie für Resveratrol. Ausgehend von einer 

Aufnahme von 1 g Extrakt würden sich umgerechnet für Acy Aufnahmen von ca. 172 mg An-

thocyanen und ca. 350 mg Proanthocyanidinen ergeben. Die Menge an Resveratrol ist sehr ge-

ring. Auch wenn in der vorliegenden Studie der Proanthocyanidin-Gehalt sehr hoch war, ist der 

Einfluss, der von dieser Komponente ausgehen kann, ungewiss. Bei der Bewertung des Effekts 

der enthaltenen Proanthocyanidine ist die vermutlich schlechte Bioverfügbarkeit von Proantho-

cyanidinen zu beachten (Kapitel 1.3.5). Die Absorption des B1-Dimers lag in Humanstudien 

mit proanthocyanidinreichem Traubenkernextrakt (Sano et al. 2003) und purem Proanthocya-

nidin B1 (Wiese et al. 2015) 100-fach geringer gegenüber monomeren Flavanolen. Darüber 

hinaus zeigten nur 2 von 7 Probanden nach Aufnahme von polymeren Procyanidinen eine er-

höhte Konzentrationen des charakteristischen mikrobiellen Metabolits 5-(3‘,4‘-Dihydroxyphe-

nyl)-γ-valerolacton in Plasma und Urin (Wiese et al. 2015). Im Gehirn von Ratten wurden 1 h 

nach der letzten Gabe einer 10-tägigen Fütterung mit der Oligomer-/Polymerfraktion von Trau-

benextrakt (28 mg/kg KG) Epicatechin und Catechinmetabolite in einer Konzentration von 

19,2 mol/g Gewebe detektiert. Im Vergleich dazu wurden nach 17 mg/kg KG der monomeren 

Fraktion 360 pmol/g Gewebe detektiert (Wang et al. 2012a) (vergleiche Kapitel 1.3.6). In den 

ExGrape Extrakten lag der größte Teil als polymere Verbindungen vor. Die Konzentrationen 

an dimeren und trimeren Proanthocyanidinen lagen bei ca. 5 %, äquivalent zu einer geschätzten 
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umgerechneten Aufnahme von 50 mg. Zusammen mit dem Gehalt an Epicatechin und Catechin 

ergibt sich ein Gehalt von 10 % für Acy und somit eine äquivalente Aufnahmemenge von 

mono-/di- und trimeren Flavanolen von 100 mg beim Menschen. 

 

Die Effekte von Traubenextrakt sind somit vermutlich stark abhängig von dem enthaltenen Po-

lyphenolprofil und der Bioverfügbarkeit der enthaltenen Komponenten und erfordern weiter 

Klärung. Eine Mischung aus Traubenkernpolyphenolen, Resveratrol und Concord Traubensaft 

wird beispielsweise derzeit in einer Phase I Studie an Probanden mit MCI und erhöhten Blut-

glucosekonzentrationen untersucht (ClinicalTrials.gov: NCT02502253).  

 

5.5 Effekte von Olivenpolyphenolen auf die Gehirnalterung 

5.5.1 Mitochondriale Funktionen im Zellmodell PC12 

Die Effekte von Hy auf die mitochondriale Funktion in PC12neo-Zellen wurden anhand der 

Reinsubstanz Hy sowie anhand des Hy-reichen OMWW-Extrakts Ol untersucht.  

Ol zeigte in PC12neo-Zellen in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 0,25 – 50 µMHyÄq 

keine günstigen Effekte auf das MMP oder die ATP-Spiegel. Nach 24 h-Inkubation wurde 

dementgegen eine Verschlechterung ab der Konzentration 25 µMHyÄq beobachtet. Von Schaffer 

et al. (2010) wurde zuvor in PC12-Zellen nach 30-minütiger Behandlung ein tendenzieller 

Rückgang der ATP-Spiegel ab einer Hy-Konzentration von 60 µM (über Ol) und eine signifi-

kante Abnahme nach 250 µM beobachtet. Die ATP-Spiegel wurden hier jedoch erst 18 h nach 

der sehr viel kürzeren Behandlungszeit von 30 min gemessen. Eine basale Erhöhung der ATP-

Spiegel konnte durch Ol nach 30-minütiger Behandlung auch nicht erreicht werden (Schaffer 

et al. 2010). Vor 18 h SNP-induziertem Stress konnte Hy in Form von Ol in der Studie von 

Schaffer et al. (2010) in Konzentrationen von 25-60 µM (ATP-Spiegel) und 60-120 µM (MMP) 

schützen. Korrelationsanalysen wiesen zudem darauf hin, dass die Effekte von dem im Extrakt 

enthaltenen Hy ausgehen (Schaffer et al. 2010). Auch in dissoziierten Hirnzellen verminderte 

Hy in Form von Ol ab einer umgerechneten Konzentration von ca. 25 µM die Abnahme der 

ATP-Spiegel durch SNP und Fe2+ (Schaffer et al. 2007). Die protektiven Effekte von Ol konn-

ten in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. 

 

Im Gegensatz zu Ol wurden in Studien von Schaffer et al. (2010) weniger starke Effekte nach 

der Behandlung von PC12-Zellen mit Hy als Reinsubstanz detektiert. Hy konnte hier ab einer 
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Konzentration von 25 µM nur die ATP-Spiegel vor 18 h SNP-Stress schützen und erhöhte basal 

das MMP bei 50 µM (Schaffer et al. 2010). 

In der vorliegenden Untersuchung zeigte die synthetische Reinsubstanz Hy Effekte auf die mi-

tochondriale Atmung und einen Schutz vor SNP-Stress. Die Untersuchung der Atmungsaktivi-

täten in der hochauflösenden Respirometrie mit PC12neo-Zellen ergab in Folge einer 24 h-Inku-

bation mit 25 µM Hy eine signifikante Erhöhung der maximalen Atmungsrate nach Entkopp-

lung mit FCCP (ETS) sowie eine tendenzielle Erhöhung der Komplex IV-Atmungsaktivität. 

Auf die RCR, berechnet als ETS/Leak(Omy) und somit der Kopplung des ETS, wurde kein 

Effekt festgestellt. Die mitochondriale Atmung vor der Entkopplung und die CS als Marker der 

mitochondrialen Masse blieben genauso unverändert wie die basalen ATP-Spiegel der Zellen 

nach 24 h-Inkubation mit 25 µM Hy. Die positiven Effekte auf das ETS in den respiratorischen 

Messungen blieben somit ohne Effekt auf die basale Energieproduktion der Zellen. Generell 

konnte in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 0,25 – 50 µM nach 7 und 24 h nur eine 

marginale Erhöhung der ATP-Spiegel um maximal 4 % der Medium-behandelten Kontrolle 

erreicht werden. Die 24 h-Inkubation mit 50 µM führte zu einer signifikanten Abnahme um 

15 % der Medium-behandelten Kontrolle.  

Von größerer Bedeutung als der basale Zustand könnte der Effekt von Hy auf die mitochondri-

ale Atmung in Stresssituationen sein. Hy konnte in PC12neo-Zellen dem SNP-bedingten Abfall 

der ATP-Spiegel ab einer Konzentration von 2,5 µM entgegenwirken (Erhöhung um 7-10 % 

der mediumbehandelten Kontrolle). Im Vergleich dazu, konnte in SH-SY5Y-Zellen, die hohem 

Glucosestress ausgesetzt waren, die Vorbehandlung mit 10 µM Hy für 24 h die basale und ma-

ximale Atmung nach Entkopplung mit FCCP signifikant erhöhen. Weiterhin führte die Hy-

Behandlung zu einer erhöhten Komplex IV-Proteinexpression und Aktivierung von AMPK 

(Zheng et al. 2015). Da in der vorliegenden Arbeit nach 24 h-Inkubation mit Hy Aktivitätsstei-

gerungen des ETS und auch tendenziell des Komplex IV beobachtet wurden sowie ein Schutz 

vor der SNP-bedingten Abnahme der ATP-Spiegel, könnte die Erfassung des Einflusses von 

Hy auf die mitochondrialen Atmungsaktivitäten der PC12neo-Zellen nach SNP-Stress weiterhin 

interessant sein. Wie in Kapitel 5.1 bereits beschrieben wurde, kann SNP über eine Reihe von 

Mechanismen zu oxidativem Stress und einer Inhibierung der mitochondrialen Atmung führen. 

 

Ein antioxidativer Effekt von Hy wird generell in der Literatur beschrieben (Rodriguez-Morato 

et al. 2015). In differenzierten PC12-Zellen schützte Hy (10 – 50 µM) vor H2O2/H2O2+ Fe2+-
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induziertem oxidativen Stress über eine erhöhte KAT-Aktivität (Hashimoto et al. 2004). In pri-

mären kortikalen Zellen der Ratte konnte Hy vor Glutamat-induzierter Toxizität einschließlich 

einer NO-Überproduktion, ROS und einem verminderten MMP schützen (Koo et al. 2006). 

In der vorliegenden Arbeit konnte die 1 h-Vorinkubation mit Hy (25 µM) und nachfolgende 

6 h-Schädigung mit SNP in Gegenwart von Hy nicht vor oxidativem Stress (erfasst über den 

Proteincarbonylgehalt) schützen. Dies steht im Gegensatz zu der Verminderung des SNP-be-

dingten Abfalls der ATP-Konzentration nach vergleichbarer Inkubation. Der Unterschied 

könnte jedoch darin begründet liegen, dass die SNP-Inkubation für die Proteincarbonylmessung 

in der Zellkulturflasche aufgrund einer hohen Zelltoxizität im Gegensatz zur ATP-Messung in 

der 96-Well Platte von 0,5 mM auf 0,15 mM herabgesetzt werden musste. Weiterhin könnte 

eine längere Vorinkubation wie beispielsweise 12 oder 24 h zu einem ausgeprägteren Schutz 

vor oxidativem Stress führen.  

Hy wird aufgrund seiner Struktur ein hohes antioxidatives Potenzial über die Neutralisierung 

von freien Radikalen zugesprochen. Größere Bedeutung für die in vivo Situation hat jedoch 

vermutlich sein indirekter antioxidativer Einfluss über die Aktivierung endogener Abwehrme-

chanismen (Rodriguez-Morato et al. 2015). Eine 12 h-Vorbehandlung mit 10-50 µM Hy führte 

in PC12 Zellen mit steigender Konzentration zu einem Schutz vor H2O2 induzierter Zellschä-

digung, verminderter ROS-Bildung und einer Verbesserung des intrazellulären Redox-Status. 

Diese Effekte sind zum großen Teil über die Induktion des NFE2L2-Signalwegs vermittelt wor-

den (Peng et al. 2015).  

Die Induktion von antioxidativen Genen über NFE2L2 setzt die Translokation von NFE2L2 in 

den Zellkern voraus. In PC12-Zellen führte die Inkubation mit 50 µM Hy zu einem signifikan-

ten Anstieg der Konzentration von nukleär-lokalisiertem NFE2L2, mit einem Peak nach 1 h-

Inkubation und signifikant erhöhter Expression NFE2L2-induzierter zellprotektiver Gene nach 

3, 6 und 12 h. Die Reduzierung der NFE2L2-Proteinexpression über einen Knockdown führte 

nur zu marginalen zellprotektiven Effekten der höchsten Hy-Konzentration, 50 µM, die ver-

mutlich über direkte antioxidative Effekte vermittelt wurden (Peng et al. 2015). Die Vorinku-

bation mit Hy über eine längere Zeitspanne als 1 h könnte daher nötig sein, um einen Schutz 

vor SNP-induziertem oxidativen Stress zu vermitteln und somit einem erhöhten Proteincar-

bonylgehalt entgegen zu wirken. Der über 50 %ige SNP-induzierte Abfall der ATP-Spiegel in 

PC12neo-Zellen der vorliegenden Arbeit konnte auch lediglich um maximal 10 % erhöht wer-

den. Auch in diesem Fall könnte möglicherweise eine längere Vorinkubation einen größeren 

Effekt vermitteln. 
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Neben Effekten auf den NFE2L2-Signalweg konnten Zhu et al. (2010) auch Effekte von Hy 

auf die mitochondriale Biogenese bei oxidativem Stress zeigen. In Retinazellen konnte Hy 

(100 µM, 48 h) bei Acrolein-induziertem oxidativem Stress neben NFE2L2 und der Induktion 

von antioxidativen Enzymen auch die Proteinexpression von Tfam, UCP2 und mitochondrialen 

Komplexen über die Aktivierung von PGC1α erhöhen. Weiterhin zeigte sich, dass bei einer 

Langzeitinkubation über 7 Tage Hy in einer Konzentration von 5 µM ausreicht, um vor oxida-

tiven Stress zu schützen (Zhu et al. 2010).  

 

Die Untersuchung der Effekte von geringeren Konzentrationen als die hier diskutierten und 

üblicherweise eingesetzten Konzentrationen ist generell gerade für Untersuchungen von neu-

roprotektiven Effekten anzustreben. Hy und seine Metabolite wurden, wie in Kapitel 1.3.6 be-

reits beschrieben, im Gehirn von Nagetieren nur im unteren nanomolaren Bereich detektiert. In 

der vorliegenden Studie wurden die Effekte von ≥ 250 nM untersucht. Auch diese kleineren 

Konzentrationen sind somit vermutlich im Gehirn schwer zu erreichen.  

Weiterhin sollte bei in vitro Studien, die Untersuchung von in vivo Metaboliten angestrebt wer-

den. In dieser Arbeit wurde der Hy-Metabolit DOPAC (vergleiche Abb. 1.10) in PC12neo-Zellen 

untersucht. Wie im Zusammenhang mit den Effekten von Traubenpolyphenolen bereits bespro-

chen, hatte DOPAC als gemeinsamer Metabolit von Proanthocyanidinen und Hy keinen Effekt 

auf die mitochondriale Atmung, konnte jedoch vergleichbar mit den Traubenextrakten und Hy 

vor dem SNP-induzierten Abfall der ATP-Spiegel schützen.  

Ein Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Atmung, Hy und DOPAC besteht über das 

endogene Dopaminsystem. Der Komplex I-Inhibitor Rotenon führt im Tiermodell zu Verände-

rungen, die der Parkinson-Erkrankung ähneln und weist eine selektive Toxizität für das nigro-

striatale Dopaminsystem auf. Hy und DOPAC sind Metabolite des endogenen Dopaminsystems 

(vergleiche Abb. 1.10). Die Inkubation von Rotenon führt in PC12-Zellen zu einer erhöhten 

Konzentration des zytotoxischen Dopamin-Metabolits Monoaminooxidase DOPAL sowie DO-

PET (Hydroxytyrosol) und einer Verminderung an Dopamin und DOPAC (Goldstein et al. 

2015). Durch die therapeutische Hemmung der Monoaminooxidase bei der Parkinson-Erkran-

kung kommt es zu einer spontanen Autooxidation von Dopamin. Hy (10 µM) konnte in PC12-

Zellen die spontane und enzymatische Oxidation von Dopamin hemmen und wird daher zur 

Erhöhung der neuroprotektiven Eigenschaften in Bezug auf die Hemmung der Monoaminooxi-

dase vorgeschlagen (Goldstein et al. 2016). In differenzierten PC12-Zellen konnte DOPAC vor 

H2O2+ Fe2+-induziertem oxidativen Stress schützen, jedoch nicht wie Hy vor H2O2. In Elektro-

nenspinresonanzmessungen zeigte DOPAC, aber nicht Hy eine deutliche Aktivität hinsichtlich 
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der Neutralisierung von HO• (Hashimoto et al. 2004). Es könnten somit unterschiedliche anti-

oxidative Mechanismen für Hy und DOPAC zu Grunde liegen.  

 

Aufgrund der umfangreichen in vivo Konjugierungsprozesse, denen Hy und seine Metaboliten 

unterliegen, ist weiterhin die Untersuchung von Phase-II-Metaboliten von Bedeutung. Nach 

Aufnahme von Olivenpolyphenolen wurden im Gehirn von Ratten Sulfokonjugate von Hy, Ty-

rosol und Homovanillinsäure detektiert (Serra et al. 2012) (vergleiche Kapitel 1.3.6). Die Un-

tersuchung der Effekte von Metaboliten hat erst in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung 

gewonnen. Giordano et al. (2015) zeigen beispielsweise, dass auch die 3-O und 4-O-Glucuro-

nide von Hy (10 und 25 µM) in HepG2-Zellen vor endoplasmatischem Reticulum-Stress schüt-

zen können. Im Vergleich zu Hy fiel der Effekt jedoch geringer aus (Giordano et al. 2015). In 

Kolonkarzinomzellen vermittelten Hy und seine Metabolite Phenylessig- und Phenylhydroxy-

propionsäuren Zellzyklusarrest und Apoptose (Lopez de las Hazas et al. 2017).  

 

Zusammenfassend konnte die synthetische Reinsubstanz Hy, aber nicht der OMWW-Extrakt 

Ol, in PC12neo-Zellen vor einer durch SNP ausgelösten mitochondrialen Dysfunktion schützen, 

indem sie der Verminderung der ATP-Konzentrationen entgegenwirkte. In welchem Umfang 

dieser Schutzeffekt von Hy mit der erhöhten maximalen Atmungskapazität während der hoch-

auflösenden Respirometrie ohne SNP-Stress zusammenhängt, bleibt zu untersuchen.  

 

5.5.2 Hydroxytyrosol im Mausmodell C57BL/6J 

In den letzten 10 Jahren wurden zunehmend Untersuchungen an Mäusen unternommen, die den 

Blick auf das neuroprotektive Potenzial von Olivenöl und Olivenextrakten richteten. In 

SAMP8-Mäusen konnte die tägliche Gabe von 75 µl EVOO über 6 Wochen bzw. die Anrei-

cherung des EVOOs mit einem EVOO-Phenolextrakt in größerem Maße, kognitive Funktionen 

verbessern und oxidativen Schäden vermindern (Farr et al. 2012). Die Aufnahme von Poly-

phenolen über nahrungsübliche Mengen an Olivenöl sind jedoch gering. Dazu kommt der zuvor 

beschriebene umfangreiche Metabolismus (in Kapitel 1.3.5). Die Untersuchungen konzentrie-

ren sich somit zunehmend auf polyphenolreiche Olivenextrakte und Hy als Reinsubstanz. Die 

Fütterung von Mäusen mit dem OMWW-Extrakt Ol (100 g/kg KG Hy) für 12 Tage führte zu 

einem erhöhten MMP in dissoziierten Hirnzellen und konnte vor Eisen-stimulierter Lipidper-

oxidation schützen (Schaffer et al. 2007).  
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Auf Grundlage dieser positiven Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt einer 

6-monatigen Hy-Verabreichung über Futterpellets mit einer geschätzten täglichen Aufnahme 

von 100 mg/kg KG in C57BL/6J-Männchen untersucht. Im Gegensatz zu den vorgenannten 

Studien hatte Hy in dieser Arbeit nahezu keinen Effekt auf die altersbedingte mitochondriale 

Dysfunktion. Gegenüber jungen Kontrollmäusen zeigten 20 Monate alte Hy-gefütterte Mäuse 

gleichermaßen reduzierte ATP-Spiegel in dissoziierten Hirnzellen wie 20 Monate alte Kontroll-

mäuse. Einzig auf die ex vivo Behandlung der dissoziierten Hinzellen mit SNP reagierten die 

Hy-gefütterten Tiere mit einem signifkant geringeren Rückgang der ATP-Spiegel, sodass 

scheinbar eine höhere Stressresistenz vorliegt. Auf das MMP, die mitochondriale Atmung, die 

RCR und die CS hatte sowohl das Alter als auch die Behandlung mit Hy keinen signifikanten 

Effekt. Die fehlende Beeinträchtigung der mitochondrialen Atmung zwischen den Altersgrup-

pen wurde bereits ausführlich in Kapitel 5.2.1 diskutiert. 

Weitere Studien zu dem Effekt von Hy oder Olivenpolyphenolen auf die mitochondriale Funk-

tion bei der Gehirnalterung wurden in der Literatur nicht identifiziert. Einige aktuelle Studien 

beschäftigen sich mit den Effekten von Olivenpolyphenolen auf extern induzierte mitochon-

driale und kognitive Dysfunktionen in Mäusen sowie transgenen Mausmodellen der AD. Im 

Muskelgewebe von C57BL/6-Mäusen, die eine fettreiche Nahrung erhielten, konnte die Fütte-

rung mit 10 und 50 mg/kg/KG Hy die verminderte Aktivität der mitochondrialen Komplexe I 

und II verhindern sowie die vom Futter unbeeinträchtigte Aktivität von Komplex IV erhöhen. 

Der Proteincarbonylgehalt im Muskelgewebe wurde durch die höhere Dosierung, 

50 mg/kg KG, normalisiert (Cao et al. 2014). Effekte einer noch geringeren Dosis konnten Peng 

et al. (2016) beobachten. Die Verabreichung von 5 mg/kg KG Hy für 6 Monate konnte im Ge-

hirn von APP/PS1-transgenen Mäusen Verminderungen der ATP-Spiegel und der Aktivitäten 

der mitochondrialen Komplexe II, III und IV entgegenwirken. Speziell in der mitochondrialen 

Fraktion schützte die Hy-Fütterung vor erhöhten Proteincarbonylgehalten und einer verminder-

ten SOD-Proteinexpression. Weiterhin wurde die kognitive Leistung im MWM leicht, aber 

nicht signifikant verbessert (Peng et al. 2016a).  

Auch in der vorliegenden Studie hatte die Hy-Fütterung keine signifikante Verbesserung der 

Gedächtnisleistung im Y-Maze, Social Recognition und Passive Avoidance Test oder der al-

tersbedingten verminderten lokomotorischen Aktivität der 20 Monate alten Männchen zur 

Folge. Es wurde lediglich eine tendenzielle Verbesserung des räumlichen Gedächtnisses im Y-

Maze Test beobachtet. Gleichermaßen finden Pitozzi et al. (2010) nach 12-monatiger Fütterung 

mit polyphenolreichem Olivenöl (4 mg/kg KG Polyphenole) in einer fettreichen Diät bei männ-

lichen gealterten Ratten keine Effekte auf das motorische und explorative Verhalten und die 



Diskussion 

220 

Motorkoordination. Weiterhin wurden keine Unterschiede hinsichtlich des sozialen Lernens in 

einem ähnlich dem hier angewandten Social Recognition Test beobachtet. Die Ratten zeigten 

kein erhöhtes Erkundungsverhalten gegenüber einer unbekannten Ratte im Gegensatz zu einer 

bekannten Ratte, die nacheinander direkt mit in den Käfig gesetzt wurden. Der erste Kontakt 

mit der nun bekannten Ratte fand in dieser Variante jedoch 24 h zuvor statt und nicht nach 

15 min wie in dieser Arbeit. Weiterhin wurden junge Tiere als Stimulus verwendet (Pitozzi et 

al. 2010). Demgegenüber zeigte eine Langzeitfütterung mit 10 % EVOO (6 mg/kg Poly-

phenole/Tag) von C57BL/6J-Männchen über eine Periode von 12 Monaten ab einem Alter von 

10 Monaten Verbesserungen hinsichtlich des kontextabhängigen Gedächtnisses im Passive 

Avoidance Test (Step-down) und der Motorkoordination auf dem Rotarod (Pitozzi et al. 2012).  

Bei dem Vergleich der vorliegenden Studie mit anderen, die angereichertes EVOO eingesetzt 

haben, stellt sich die Frage, inwieweit die Nahrungsmatrix eine Rolle hinsichtlich der günstigen 

Effekte von Hy spielen könnte. Die Exkretion von Hy lag beispielsweise beim Menschen nach 

der Aufnahme von Hy in Olivenöl höher als bei der Aufnahme über Joghurt (Visioli et al. 2003). 

Ungeachtet dessen konnte auch die Verabreichung von Oleuropein-Aglycon, das im Magen zu 

Hy abgebaut werden kann, in fettreduziertem Futter neuroprotektive Effekte vermitteln (Casa-

menti et al. 2015).  

Die Fütterung mit Oleuropein-Aglycon in einer Dosis von 50 mg/kg fettreduziertem Futter für 

8 Wochen konnte die Aß-Ablagerungen in transgenen Tieren vermindern, die das humane APP-

Gen mit Doppelmutation tragen. Weiterhin konnte die Fütterung den Defiziten im Passive 

Avoidance Test (Step-down) und beim Wiedererkennen von Objekten entgegenwirken (Grossi 

et al. 2013). Vergleichbare Effekte in den genannten Verhaltenstests konnte für die gleiche Do-

sis eines OMWW-Extrakts in einer kürzlichen Studie gezeigt werden (Pantano et al. 2017). 

Untersuchungen zur LTP in Hippocampus-Schnitten des gleichen Mausmodells nach Inkuba-

tion mit Oleuropein-Aglycon weisen zudem auf eine verbesserte synaptische Funktion hin 

(Luccarini et al. 2015). Auch eine extern durch lösliche Aß1-42-Oligomere und Ibotensäure in-

duzierte neuronale Dysfunktion konnte über die Aufnahme von Hy in C57BL/6-Mäusen ver-

bessert werden. Die 14-tägige Gabe von 10 mg/kg KG konnte das räumliche Gedächtnis und 

das Arbeitsgedächtnis im RAM verbessern. Weiterhin konnte Hy fehlregulierten Signalwegen 

entgegenwirken, die mitochondriale Struktur erhalten sowie die Genexpression von SIRT1, 

CREB und BDNF erhöhen (Arunsundar et al. 2015). 

 

Auch wenn für Olivenpolyphenole weniger Daten verfügbar sind als für Traubenpolyphenole, 

liegen Hinweise vor, dass auch diese ihre Effekte auch über hormesisassoziierte Signalwege 
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einschließlich der Aktivierung von SIRT1, AMPK und der antioxidativen Abwehr vermitteln 

können (Rigacci and Stefani 2016). Im Gehirn von db/db diabetischen Mäusen des C57BL/6 

Hintergrunds konnte die 8-wöchige Gabe von 10 und 50 mg/kg KG Hy den 

AMPK/SIRT1/PGC1α-Signalweg induzieren und die Expression antioxidativer Enzyme wie 

die der SOD2 steigern. Für die höhere Hy-Konzentration war dies verbunden mit einer höheren 

Aktivität des mitochondrialen Komplexes I sowie einer gesteigerten Proteinexpression der 

Komplexe I und IV (Zheng et al. 2015).  

Es liegen somit im Gegensatz zu der vorliegenden Studie einige Hinweise vor, die für ein neu-

roprotektives Potenzial von Hy sprechen. Möglich ist, dass die hier eingesetzte Dosis von 

100 mg/kg KG als Langzeitfütterung zu hoch angesetzt war und eine geringere Dosis bessere 

Ergebnisse erzielen könnte. Neuere Studien arbeiten mit einer Dosierung von bis zu 

50 mg/kg KG Hy. In der vorliegenden Studie konnte bei 100 mg/kg KG kein signifikanter Ein-

fluss auf das Körpergewicht oder die Lebensspanne detektiert werden. (Auñon-Calles et al. 

2013) schlagen bei Ratten eine sichere Dosis (No observed adverse effect level, NOAEL) von 

500 mg/kg KG und somit umgerechnet auf die Maus (Nair and Jacob 2016) von ca. 1 g/kg KG 

vor. Die Dosis von 100 mg/kg KG wurde auf Grundlage einer zuvor durchgeführten Studie 

ausgewählt, welche in Mäusen nach einer Fütterung über 12 Tagen in dissoziierten Hirnzellen 

Effekte auf die mitochondriale Funktion und oxidativen Stress gezeigt hatte (Schaffer et al. 

2007). Zum einen war die Fütterungsperiode in der vorliegenden Studie jedoch deutlich länger 

und zum anderen wurde Hy in Form des OMWW-Extrakts Ol über die Knopfkanüle verab-

reicht. Zudem könnte der Unterschied des Alters entscheidend sein. In der Studie von Schaffer 

et al. (2007) wurden junge NMRI-Mäuse (3-4 Monate alt) im Gegensatz zu alten Mäusen 

(20 Monate alt) in dieser Studie untersucht. 

 

Zusammenfassend konnte die 6-monatige Fütterung mit Hy mit einer geschätzten täglichen 

Aufnahme von 100 mg/kg KG in 20 Monate alten C57BL/6J-Mäusen keine signifikante Ver-

besserung der mitochondrialen oder kognitiven Dysfunktion erbringen. Aufgrund einiger Stu-

dien, die im Bereich von 4-50 mg/kg KG Hy neuroprotektive Effekte erzielen konnten, könnte 

für weiterführende Studien der Einsatz einer geringeren Dosis sinnvoll sein. 

 

5.5.3 Übertragung auf den Menschen 

Eine Hy-Aufnahme von 100 mg/kg KG in der Maus kann unter Einbezug der Körperoberfläche 

auf eine Dosis beim Menschen mit 60-70 kg KG von ca. 0,5 g Hy geschätzt werden. Diese auf 

den Menschen umgerechnete Dosis kann nicht über die normale Ernährung erreicht werden. In 
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mediterranen Ländern wird die Aufnahmemenge an Olivenöl auf 25-50 ml geschätzt. Die täg-

liche Aufnahmemenge von Hy über die übliche Nahrung wird nach Schätzungen vermutlich 

7 mg/Tag nicht überschreiten (Rodriguez-Morato et al. 2015). Die Aufnahme kann jedoch mit 

dem Polyphenolgehalt des Olivenöls und den individuellen Gewohnheiten stark variieren (siehe 

Kapitel 1.3.2 und l 1.3.4). In der EPIC-Kohorte lag die tägliche Menge an Oleuropein bei Män-

nern in mediterranen Ländern bei 3 mg/Tag (Zamora-Ros et al. 2016). In der spanischen PRE-

DIMED Kohorte wurde eine Aufnahme von Polyphenolen aus Oliven und Olivenöl von 

90,4 mg erfasst (Tresserra-Rimbau et al. 2013). Das von der EFSA erlassene Health Claim hin-

sichtlich des Schutzes von LDL-Partikeln vor oxidativen Schäden setzt die minimal benötigte 

Menge für günstige Effekte von Hy und seinen Derivaten auf 5 mg/Tag (EFSA Panel on Diet-

etic Products, Nutrition and Allergies 2011). Das in dieser Arbeit verwendete Hy erlange 2015 

in der Vereinigten Staaten den Generally recognized as safe (GRAS)-Status mit einem vorge-

schlagenen Zusatz von Hy in Lebensmitteln von 5 mg/Portion. Diese Anreicherung würde 

schätzungsweise am Tag zu einer mittleren Aufnahmemenge von 25,5 mg und einer hohen 

Aufnahmemenge (90. Perzentile) von 50 mg führen (U.S. Food and Drug Administration 

2015). 

 

Humanstudien zu den Effekten von Hy auf die Gehirnalterung oder AD konnten über die Lite-

raturrecherche nicht identifiziert werden. Entgegen der Hormesis-Hypothese zeigte eine erste 

Humanstudie nach 1-wöchiger Aufnahme von 5 und 25 mg Hy über Ol keinen Einfluss auf die 

Genexpression von Phase-II-Enzymen in mononukleären Zellen des peripheren Blutes (Crespo 

et al. 2015). Eine randomisiert-kontrollierte Studie liefert zudem Hinweise, dass phenolange-

reichertes Olivenöl die intestinale Immunfunktion verbessern kann (Martín-Peláez et al. 2016; 

Martin-Pelaez et al. 2017). Es wird zunehmend vorgeschlagen, dass die intestinale Mikrobiota 

einen Einfluss auf kognitive Beeinträchtigungen hat und Ernährungsweisen wie die MeDi dies-

bezüglich günstige Auswirkungen haben könnten (Caracciolo et al. 2014).  

 

5.6 Effekte von Trauben- und Olivenpolyphenolen (TOP) im AD-Modell 

In dieser Arbeit sollte die Annahme geprüft werden, dass TOP vor mitochondrialer Dysfunktion 

schützen können und so Alterungsprozessen entgegenwirken und in Folge vor Neurodegenera-

tion schützen können. Basis dieser Hypothese ist die Annahme, dass der Gehirnalterung und 

der AD ein gemeinsamer Mechanismus zugrunde liegt. Nach der Alzheimer's Disease Mito-

chondrial Cascade Hypothesis wird die spät auftretende AD nicht von Aß initiiert, sondern von 
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Dysfunktionen der Mitochondrien, die im Laufe des Lebens auftreten und von einer erhöhten 

Menge an ROS begleitet werden. Veränderungen in der Aß-Homöostase stellen danach Kenn-

zeichen einer normalen Alterung dar. Wird eine individuell bestimmte Grenze in Folge des 

Kreislaufs aus ROS und mitochondrialer Dysfunktion überschritten, resultiert ein Zusammen-

bruch der Energieproduktion und Neurodegeneration. Die histopathologischen Kennzeichen 

der AD könnten möglicherweise zu einer weiteren Beeinflussung der mitochondrialen Funktion 

führen (Grimm et al. 2016).  

Der Fokus der vorliegenden Arbeit wurde auf die Vorbeugung der Gehirnalterung als früher 

Ansatzpunkt für die Prävention einer AD gelegt. Werden mitochondriale Dysfunktionen und 

Alterungsprozesse durch die Aufnahme von Polyphenolen vermindert, könnte dies in Folge zu 

einem Schutz vor Neurodegeneration führen. 

Darüber hinaus wurden mit dem PC12sw-Zellmodell und dem Thy-1-APP-Mausmodell zwei 

Modelle mit erhöhter Aß-Produktion eingesetzt. Traubenpolyphenole können vermutlich auf 

verschiedenen Wegen die Aß-Neuropathologie günstig beeinflussen. So können sie Einfluss 

auf die Bildung, abnormale Oligomerisierung und Beseitigung von Aß nehmen. Die neuropro-

tektiven Eigenschaften gehen dabei vermutlich von einer Mischung an Traubenpolyphenolen 

aus (Pasinetti et al. 2015). Als besonders effektive Inhibitoren der Oligomerisierung und Ag-

gregierung von Aß in Traubenkernextrakt haben sich die monomeren Flavanole gezeigt, die 

auch zugänglich für das Gehirn sind (Hayden et al. 2015). Traubenpolyphenole haben in PC12-

Zellen günstige Effekte auf Aß-induzierte mitochondriale Dysfunktionen und oxidativen Stress 

gezeigt. So konnten Traubenkernproanthocyanidine und Anthocyane aus der violetten Süßkar-

toffel beispielsweise vor der Aß-induzierten Beeinträchtigung des MMPs, erhöhten ROS-Le-

veln, Lipidperoxidation und vor Apoptose schützen (Ye et al. 2010; Lian et al. 2016). Auch Hy 

konnte in Neuroblastomzellen einen Schutz vor Aß-Toxizität zeigen (St-Laurent-Thibault et al. 

2011). Im APP/PS1-Mausmodell schützte Hy vor mitochondrialer Dysfunktion, hatte jedoch 

keinen Einfluss auf die Aß-Level im Gehirn (Peng et al. 2016a).  

 

In dieser Arbeit konnte die Behandlung von PC12sw-Zellen mit Acy und Res vor SNP-induzier-

ter mitochondrialer Dysfunktion schützen. Die protektiven Effekte waren zum Teil weniger 

ausgeprägt als die in PC12neo-Zellen beobachteten Effekte. Da das PC12sw-Zellmodell selbst 

schon ein Krankheitsmodell mit mitochondrialer Dysfunktion darstellt, ist es möglicherweise 

schwieriger, einem zusätzlichen SNP-Stress entgegenzuwirken. Die basalen ATP-Spiegel nach 

Res- und Acy-Behandlung zeigten eine tendenzielle Erhöhung der ATP-Spiegel in PC12sw-

Zellen. Die hochauflösende Respirometrie könnte hier weiteren Aufschluss über die Effekte der 
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Traubenextrakte auf die mitochondriale Atmung liefern. Hinsichtlich der Olivenpolyphenole 

zeigte Ol eine signifikante Erhöhung der basalen ATP-Spiegel, die selektiv in der Konzentra-

tion 25 µMHyÄq auftrat. Wie in PC12neo-Zellen konnte Ol keinen Schutz vor SNP-induzierter 

mitochondrialer Dysfunktion vermitteln.  

Im AD-Modell Thy-1-APP sollte weiterhin der Effekt einer Kombination aus TOP und zusätz-

licher Stimulierung durch Environmental Enrichment untersucht werden (RO- und ROEn-In-

terventionen). Aufgrund der fehlenden mitochondrialen und kognitiven Dysfunktion des Thy-

1-APP-Modells, die in Kapitel 5.2.3 und 5.3.2 bereits erläutert worden sind, hat das Modell 

keine Eignung zur Untersuchung der mitochondrialen und kognitiven Dysfunktion bei der AD 

gezeigt. Darüber hinaus konnten die Interventionen keine günstigen Effekte vermitteln. 

Es liegen somit insgesamt aus dieser Arbeit zu wenig Daten vor, um Schlussfolgerungen hin-

sichtlich des Schutzes von TOP vor mitochondrialer Dysfunktion im AD-Modell zu ziehen. 

Basierend auf der Theorie, dass die AD eine Progression von Alterungsprozessen darstellt, die 

eine mitochondriale Dysfunktion involvieren, könnte eine Prävention der Alterung als erster 

Schritt zum Schutz vor Neurodegeneration gewertet werden. 

 

5.7 Effekte multipler Anregungsansätze bei der Gehirnalterung und AD 

Neben den Einzelkomponenten Traubenextrakt und Hy/Ol sollte in der vorliegenden Arbeit der 

Effekt einer Kombination der beiden Komponenten sowie die zusätzliche Stimulierung im 

Mausmodell über eine anregende Umgebung (Environmental Enrichment) geprüft werden. Die 

Effekte der multiplen Anregungsansätze auf die mitochondriale Funktion sind im Vergleich zu 

den Einzelbehandlungen in Tab. 5.4 zusammengefasst. TOP konnten in Kombination in der 

vorliegenden Arbeit insgesamt keine besseren Effekte erzielen als ihre Einzelkomponenten. 
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Tab. 5.4: Zusammenfassung der Effekte von TOP auf die mitochondriale Funktion.   

 PC12neo PC12sw C57BL/6J NMRI Thy-1-APP 

Acy 

MMP n. SNP  [25 µg/ml] 

ATP n. SNP  [25;50 µg/ml] 

ATP  [50 µM] 

MMP n. SNP  [50 µM] 

ATP n. SNP  [50 µM] 

ATP, MMP () 

KI+II  
  

Hy 

ATP  [2,5 µM] 

ATP  [50 µM] 

ATP n. SNP  

ETS  [25 µM] 

MMP  [25 µM] ATP n. SNP    

Acy+Hy 
MMP n. SNP  [50+25] 

ATP  [50+10] 
 KIV   

Res 
ATP n. SNP  [25;50 µg/ml] 

ATP  [50 µM] 
ATP n. SNP  [25;50 µg/ml]    

Ol 
MMP  [25;50 µM] 

ATP  [25 µM] 

ATP  [25 µM] 

MMP  

ATP n. SNP  [50 µM] 

   

Res+Ol 
 

ATP  [50+10] 

ATP, MMP n. SNP  [50+12,5] 

MMP n. SNP  [25+10] 
 

ATP, MMP () 

KI-Gex.  
 

Res+Ol 

+En 
   

ATP, MMP () 

KI, KIV-Gex.  
KIV  

/: signifikante Erhöhung/Verminderung vs. Kontrolle, (/): tendenzieller Effekt; : kein Effekt, En: En-

vironmental Enrichment, ETS: Elektronentransportsystem; Gex: Genexpression, K: mitochondrialer Komplex, 

MMP: mitochondriales Membranpotenzial; n. SNP: nach SNP-Behandlung 

 

5.7.1 Kombination aus TOP  

5.7.1.1 Zellmodell PC12 

Im PC12neo-Modell konnte der deutliche Schutzeffekt vor der SNP-bedingten mitochondrialen 

Dysfunktion, der von Acy und Hy als Einzelkomponenten ausging, in der Kombination nicht 

wiedergefunden werden. Die Kombination aus Res und Ol führte im Zellmodell nur in der 

Kombination 50 µg/ml Acy+ 12,5 µMHyÄq Ol in PC12sw-Zellen zu einem Schutz vor dem SNP-

bedingten Abfall der ATP-Spiegel. Dieser Schutz war vergleichbar mit der Einzelkomponente 

Res im gleichen Modell, die jedoch auch schon bei 25 µg/ml signifikant protektiv wirkte. 

Die hier eingesetzten Kombinationen aus TOP beinhalten eine Reihe verschiedener Verbindun-

gen. Traubenprodukte als solches verfügen schon über ein Polyphenolprofil, dass potenziell 

synergistische Effekte haben kann (Mertens-Talcott and Percival 2005; Kowalczyk et al. 2010). 

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Schutzeffekte von TOP vor SNP-bedingter mito-

chondrialer Dysfunktion lagen insgesamt in einem Konzentrationsbereich, der mit direkten an-

tioxidativen, radikalneutralisierenden Effekten verbunden sein kann (Sandoval-Acuna et al. 
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2014). Die Weinpolyphenole Resveratrol, Catechin, Quercetin, Gallussäure und Kaffeesäure 

zeigten in in vitro Untersuchungen zur antioxidativen Aktivität abhängig von der Testmethode 

synergistische und auch antagonistische Effekte (Kurin et al. 2012; Skroza et al. 2015). Poly-

phenole wurden nur im nanomolaren Bereich im Gehirn detektiert. Der Schutz über eine Be-

einflussung von Signalwegen, wie beispielsweise die Induktion von NFE2L2 und somit Erhö-

hung von antioxidativen Enzymen, ist folglich von größerer Bedeutung (Sandoval-Acuna et al. 

2014). Weiterhin können Polyphenole, wie Acy in der vorliegenden Studie im Gehirn gezeigt 

hat, ihre Effekte über die Aktivierung von SIRT1-Signalwegen vermitteln. In vitro wurden die 

Effekte von potenziellen SIRT1-Aktivatoren, einschließlich Catechin, Tyrosol und Resveratrol 

sowie ihre Kombination von Giovannini and Bianchi untersucht. Eine signifikant synergistische 

Erhöhung der SIRT1-Expression erfolgte beispielsweise für verschiedene Kombinationen aus 

Tyrosol und Catechin. Jedoch konnten nicht alle Kombinationen in diesen Studien einen sol-

chen Effekt zeigten. Auch hatte die Einzelbehandlung der untersuchten Substanzen eine höhere 

AMPK-Aktivierung zur Folge als die Kombinationen (Giovannini and Bianchi 2017). Eine sol-

che gegenteilige Interaktion der Polyphenole könnte auch in dieser Arbeit vorliegen. 

In der Literatur finden sich zu den Effekten von Kombination aus TOP nur wenig Studien. Die 

Kombination von 1 µM Resveratrol und 10 µM Hy konnte gegenüber den Einzelsubstanzen 

einen leicht synergistischen Effekt hinsichtlich der Verminderung von Prostaglandin E2 in Li-

popolysaccarid-stimulierten Makrophagen vermitteln (Bigagli et al. 2017). Die Kombination 

von 3 µM Resveratrol und 10 µM Tyrosol reduzierte die H2O2-Produktion von Makrophagen, 

die mit oxidiertem LDL stimuliert wurden. Die Einzelsubstanzen hatten nur in höheren Kon-

zentrationen einen Effekt (Vivancos and Moreno 2008). Im Tiermodell wurde der fertige Ex-

trakt Oleogrape®SEED mit 6,5 mg Hy und 30 mg Traubenkernprocyanidinen/100 g von Mevel 

et al. untersucht. Die 3-monatige Gabe des Extrakts vermittelte in Osteoathritis-Modellen der 

Maus und des Kaninchens antiinflammatorische und chondroprotektive Effekte. Auch in pri-

mären Chondrozyten konnten diese Effekte sowohl nach Inkubation mit dem nativen Extrakt 

als auch nach Inkubation mit Kaninchenserum infolge einer 6-tägigen Extraktfütterung beo-

bachtet werden. Im Serum der gefütterten Kaninchen wurden eine Reihe von Polyphenolmeta-

boliten detektiert, einschließlich Sulfat- und Glucuronid-Konjugate von Hy, Tyrosol, Catechi-

nen sowie mikrobielle Abbauprodukte (Mevel et al. 2016). In vitro wurden synergistische Ef-

fekte für Epigallocatechingallat und Quercetin hinsichtlich der Zellproliferation beobachtet. 

Durch die Hemmung der Catechol-O-Methyltransferase ließ Quercetin in Prostatakarzinomzel-
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len die Konzentration an unmethyliertem antiproliferativ wirkenden Epigallocatechingallat an-

steigen (Wang et al. 2012b). Eine gegenseitige Beeinflussung des Metabolismus ist somit auch 

möglich. 

5.7.1.2 Mausmodell C57BL/6J 

Im Gehirn gealterter C57BL/6J-Mäuse konnte durch die Fütterung der Einzelkomponenten Acy 

(200 mg/kg KG) und Hy (100 mg/kg KG) eine milde Verbesserung ausgewählter mitochondri-

aler Parameter erzielt werden. Die Fütterung der Kombination Acy+Hy hatte keinen günstigen 

Einfluss auf die erfassten Parameter und verminderte die Komplex IV-Aktivität signifikant.  

Inwieweit die Verminderung der Effekte der Polyphenolkombinationen in den Zellkulturstu-

dien über die Interaktion bei direkten antioxidativen Mechanismen ausgelöst worden sind oder 

ob andere Mechanismen wie der SIRT1-oder NFE2L2-Signalweg involviert waren, die auch 

für die Effekte im Mausgehirn von Relevanz sein können, bleibt zu klären. 

Die in den Tierstudien beobachtete verminderte Aktivität von Komplex IV nach Acy+Hy-Füt-

terung steht im Gegensatz zu anderen Tierstudien, in denen eine Erhöhung der Komplex V-

Aktivität nach Aufnahme von Polyphenolen im Gehirn beobachtet wurde (Ortmann et al. 2016; 

Porquet et al. 2014). Negative Effekte auf die Komplex IV-Aktivität wurden von Oliveira et al.  

nach Gabe von klinischen Vitamin A-Dosen (4.500 und 9.000 IU/kg/Tag) im Striatum von Rat-

ten beobachtet. Die Autoren finden eine erhöhte Komplex I-III-Aktivität, aber eine signifikant 

verminderte Komplex IV-Aktivität sowie eine gesteigerte mitochondriale Lipidperoxidation 

und antioxidative Abwehr (Oliveira et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde die vermin-

derte Komplex IV-Aktivität nicht von erhöhten Aktivitäten anderer mitochondrialer Komplexe 

begleitet. Eine verminderte Cyt c-Konzentration ist ein weiterer Faktor, der zu einem Rückgang 

der Komplex IV-Aktivität führen könnte. In der Vitamin A-Studie war die Komplex IV-Ver-

minderung nicht mit einer Caspase-3-induzierten erhöhten Cyt c-Freisetzung aus den Mito-

chondrien verbunden (Oliveira et al. 2009). 

Wie schon für Hy als Einzelsubstanz ausführlich diskutiert, liegt die Hy-Dosis von 

100 mg/kg KG zwar deutlich unter dem NOAEL, jedoch höher als in anderen Studien, die 

neuro- und mitoprotektive Effekte beobachten konnten. In der Acy+Hy Gruppe wurde diese 

Dosis mit 200 mg/kg KG des Traubenextrakts Acy kombiniert, der als Einzelsubstanz milde 

günstige Effekte gezeigt hatte. Auch die Dosis des Traubenextrakts liegt in einem sicher ein-

setzbaren Bereich. Zur Erlangung des GRAS-Status eines Traubenextrakts des ExGrape-Her-

stellers wurden Toxizitätsdaten von Traubenkern- und Traubenschalenextrakten analysiert und 

ein NOAEL bei Ratten von ca. 1,8 g/kg KG vorgeschlagen (U.S. Food and Drug Administra-

tion 2013). Umgerechnet auf die Maus würde sich daraus somit eine Dosis von ca. 3,5 g/kg KG 
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ergeben (Nair and Jacob 2016). Dennoch ist es nicht auszuschließen, dass die Kombination mit 

der hohen Dosis Hy zu gegenteiligen Effekten führen kann.  

Nach der Hormesis-Theorie sind Polyphenole Verbindungen, die in den normal konsumierten 

Mengen adaptive Stressabwehrmechanismen aktivieren und günstige Effekte haben. Werden 

sie in sehr hohen Mengen konsumiert, können sie negative Auswirkungen haben (Murugaiyah 

and Mattson 2015). Nach Calabrese et al. (2007) hat der Effekt eines hormetischen Stressors 

einen zweiphasigen Verlauf. Mit steigender Dosis kommt es zunächst zu einem günstigen Ef-

fekt, der nach einem Maximum wieder in Richtung des unstimulierten Zustands vermindert 

wird. Nach Überschreitung der günstigen Dosis (10-20-facher Dosisbereich) geht die Kurve in 

einen negativen Effekt über (Calabrese et al. 2007). Eine geringe Aktivierung von Rezeptoren 

des Neurotransmitters Glutamat kann beispielsweise auch Stressabwehrmechanismen in Neu-

ronen anregen und Neuroplastizität vermitteln, wohingegen eine sehr hohe Aktivierung 

(Exzitotoxizität) zum Absterben der Nervenzellen führt (Calabrese et al. 2007).  

In der APP-Thy-1-Studie wurde keine Verminderung der Komplex IV-Aktivität nach Fütterung 

mit Res+Ol (RO-Gruppe) gefunden, jedoch auch keine weiteren günstigen Effekte. Für diese 

Studie wurde die über Ol erreichte Hy-Dosis von 100 auf 50 mg/kg KG heruntergesetzt. Wei-

terhin erfolgte die Fütterung nur über einen Zeitraum von 8 Wochen anstatt 6 Monaten. Dem-

gegenüber zeigte sich in der Gruppe, die zusätzlich zu der RO-Intervention über Environmental 

Enrichment stimuliert wurden (ROEn) eine verminderte Komplex IV-Aktivität. Besonders für 

die ROEn Männchen konnte zudem eine erhöhte Aggressivität festgestellt werden, die mit einer 

hohen Sterberate verbunden war. Es ist somit möglich, dass in diesem Fall die Addition der 

günstigen „Stressoren“ zu einem negativen Effekt geführt hat. 

 

Wie in Kapitel 1.3.6 beschrieben, ist die Bioverfügbarkeit von Polyphenolen im Gehirn sehr 

gering, sodass sich die Frage stellt, inwieweit die hier eingesetzten Konzentrationen ausreichen, 

um negative Effekte zu vermitteln. Auch steht diese Überlegung in einem gewissen Gegensatz 

zu der Vermutung, dass die Polyphenole im Acy eine zu geringe Bioverfügbar hatten, um aus-

geprägte Effekte zu vermitteln. Dennoch könnten diesbezüglich Unterschiede zwischen TOP 

vorliegen. Beispielsweise könnte die BBB erst bei höheren Konzentrationen permeabel für be-

stimmte Hy-Metabolite sein. Zu diesem Schluss kommen (Lopez de las Hazas et al. 2015), die 

Ratten oral Hy in den Dosen 1 mg, 10 mg und 100 mg/kg KG verabreichten. Nach 100 mg/kg 

KG stiegen die Gehirnkonzentrationen von Hy-Sulfat, Homovanillinsäure und dessen Sulfat 

sowie Homovanillinalkoholsulfat signifikant gegenüber den niedrigeren Dosen an (Lopez de 

las Hazas et al. 2015). Eine hohe kombinierte Dosis könnte weiterhin die Enzyme der Phase-
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II-Enzyme sättigen, sodass mehr unkonjugierte, aktive Verbindungen das Gehirn erreichen 

(Manach et al. 2004; Wang et al. 2012b). 

Im Gegensatz zu den diskutierten Ergebnissen in C57BL/6J-Mäusen hatte die Kombination von 

TOP in gealterten NMRI-Mäusen keinen vermindernden Effekt auf die Komplex IV-Aktivität, 

auch nicht in Kombination mit Environmental Enrichment. Vielmehr zeigte sich ein günstiger 

Effekt auf die Expression von Genen, die mit der mitochondrialen Funktion und Hormesis ver-

bunden sind. Die Ergebnisse der Studie sollen in Kapitel 5.7.2 separat diskutiert werden.  

Diese unterschiedlichen Effekte im C57BL/6J- und NMRI-Mausmodell könnten im Zusam-

menhang mit den in Kapitel 5.2 ausführlich diskutierten Einschränkungen des C57BL/6J-Mo-

dells und einer daraus resultierenden höheren Anfälligkeit für „Stressoren“ und möglicherweise 

auch hohen Polyphenoldosen stehen. Weiterhin wurde in der Studie an NMRI-Mäusen die Hy-

Dosis halbiert, die hier zudem in Form des natürlichen OMWW-Extrakts verabreicht wurde. 

5.7.2 Kombination aus TOP mit zusätzlicher Stimulierung  

Neben der Ernährung als Lebensstilfaktor kommt der körperlichen Aktivität und/oder der geis-

tigen Aktivität bei der Erhaltung der Funktionsfähigkeit des Gehirns große Bedeutung zu. Eine 

Intervention, die als Stimulierung der körperlichen und geistigen Aktivität im Tiermodell ein-

gesetzt wird, ist das Environmental Enrichment (En) (Mora 2013). Dieses Modell bezeichnet 

die Haltung von Tieren in großen Käfigen, die mit Plattformen, Tunnel, Spielzeugen und Lauf-

rädern bestückt sind und so die sozialen Interaktionen, das Lernen und das Gedächtnis erhöhen 

sollen. Der Einsatz von En bei Nagern konnte signifikante zelluläre, molekulare und verhal-

tensbezogene Veränderungen, besonders im Hippocampus hervorbringen. Ratten und Mäuse, 

die in einem En gehalten werden, zeigen beispielsweise eine bessere Lern- und Gedächtnisfä-

higkeit, eine gesteigerte Neurogenese im Hippocampus und die Bildung neuer Synapsen. Wie 

die körperliche Aktivität führt auch En zu einer Erhöhung von Neurotrophinen einschließlich 

BDNF, ein Faktor der generell für die gesteigerte Neurogenese dieser Interventionen im Hip-

pocampus verantwortlich sein könnte (Mora et al. 2007). In Mausmodellen der AD konnte En 

die kognitive Leistung verbessern (Wolf et al. 2006; Jankowsky et al. 2005) und die Akkumu-

lation von Aß vermindern (Lazarov et al. 2005). 

Eine wichtige Komponente des Ens ist das Laufrad, das auf freiwilliger Basis von den Tieren 

genutzt werden kann. Eine Reihe von Studien weisen darauf hin, dass körperliche Aktivität bei 

Nagern einen positiven Einfluss auf den Energiemetabolismus und die Funktion des Gehirns 

nehmen kann. Gealterte Mäuse, die für einen Monat ein Laufrad benutzen, zeigten Verbesse-

rungen im Lernen sowie eine gesteigerte Neurogenese im Hippocampus (van Praag et al. 2005). 

Nach 8-wöchiger forcierter körperlicher Aktivität über der Laktatgrenze zeigten gealterte 
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Mäuse Zeichen einer erhöhten mitochondrialen Biogenese und Neurogenese. Kürzliche Studien 

mit Nagern verstärken die Hinweise, dass den Mitochondrien bei den durch körperliche Akti-

vität vermittelten Effekten im Gehirn eine entscheidende Bedeutung zukommt. Die forcierte 

körperliche Aktivität verbesserte sowohl im Gehirn alter Mäuse sowie junger Ratten mito-

chondriale Funktionen, einschließlich der mitochondrialen Komplexe (Gusdon et al. 2017; 

Marques-Aleixo et al. 2015). Auch Studien in Mausmodellen der AD zeigen relativ konsistent, 

dass körperliche Aktivität eine Verbesserung des räumlichen Gedächtnisses und der Funktion 

des Hippocampus erbringen kann (Intlekofer and Cotman 2013). 

 

In einer Studie an NMRI-Mäusen sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit die TOP-

Kombination aus Res (200 mg/kg KG) und Ol (50 mg/kg KG Hy) bei einer Fütterung über 

6 Monate allein (RO) sowie durch zusätzliche En-Intervention (ROEn), beginnend im Alter von 

12 Monaten, vor der Gehirnalterung schützen kann. Die Effekte im Alter von 18 Monaten wur-

den mit einer gleichaltrigen Kontrolle und einer jungen Gruppe im Alter von 3 Monaten ver-

glichen. Die Ergebnisse der Studie sind in Abb. 5.5 zusammenfassend dargestellt.  

Die RO- und ROEn-Intervention über 8 Wochen im AD-Modell Thy-1-APP sollen aufgrund 

der fehlenden mitochondrialen und kognitiven Dysfunktion neben der schon diskutierten Kom-

plex IV-Verminderung nicht weiter behandelt werden. 

5.7.2.1 Genexpression und mitochondriale Dysfunktion 

Wie bereits in Kapitel 5.2.2 beschrieben, zeigten NMRI-Mäuse in einem Alter von 18 Monaten 

gegenüber 3 Monate alten Tieren im Gehirn signifikante Abnahmen der Genexpression von 

CREB, PGC1α, AMPK und Komplex IV, eine numerisch deutliche Abnahme von BDNF sowie 

Abnahmen von SIRT1, SIRT3 und Komplex I. Die alleinige RO-Intervention konnte die ver-

minderte Expression von Komplex I signifikant sowie von CREB, PGC1α, SIRT3 und Kom-

plex IV numerisch erhöhen. Einen insgesamt stärkeren Effekt zeigte ROEn mit einer signifi-

kanten Erhöhung von CREB, PGC1α, Komplex I und IV, sowie einer numerischen Erhöhung 

von AMPK und BDNF. Die Genexpression wurde nur im männlichen Teil der gemischten Stu-

diengruppe erfasst, da sich dort hinsichtlich der ATP-Spiegel und der mitochondrialen Atmung 

ein größerer Alterseffekt ergab. Weiterhin war nur in dieser Gruppe ein, wenn auch nicht sig-

nifikanter, aber deutlicher Effekt der Interventionen auf die ATP-Spiegel (für ROEn bis auf das 

Level der jungen Gruppe) zu beobachten. Hinsichtlich des MMPs und der mitochondrialen At-

mung zeigte sich dieser Effekt jedoch nicht. Interessant wäre somit weiterhin, inwieweit sich 

die Genexpression der Weibchen von den Männchen unterscheidet. Außer der Genexpression 
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wurden alle anderen Parameter aufgrund der sonst kleinen Gruppengröße und folglich großen 

Variabilitäten insgesamt in der gemischten Gruppe beurteilt.  

Die Hochregulierung der hier untersuchten Gene kann eine stärkere zelluläre Abwehr, erhöhte 

mitochondriale Biogenese und einen verbesserten Energiestoffwechsel induzieren. Dies wiede-

rum kann einen günstigen Einfluss auf die synaptische Plastizität und Neurogenese nehmen und 

das Lernen und Gedächtnis verbessern. Die Abfolge der Signalkette ist vereinfacht in Abb. 5.5 

dargestellt und wurde bereits in Kapitel 1.3.7 und 5.4.2 beschrieben. Auf einzelne Aspekte soll 

separat an geeigneter Stelle eingegangen werden. 

 

Trotz einem signifikanten Effekt auf die Genexpression von PGC1α als Masterregulator der 

mitochondrialen Biogenese konnte kein Einfluss der Alterung oder Interventionen auf die in 

der Signalkette folgenden Faktoren Tfam und Nrf1 beobachtet werden. Passend dazu konnte in 

alten Kontrolltieren nur ein numerischer Abfall der CS als Marker der mitochondrialen Masse 

und keine Erhöhung der CS in den Interventionsgruppen beobachtet werden. Neben einem feh-

lenden Effekt auf die mitochondriale Masse war auch der Einfluss der Polyphenolkombination 

und des zusätzlichen Ens auf funktionaler Ebene der Mitochondrien gering. Es wurden lediglich 

numerische Verbesserungen der ATP-Spiegel und des MMPs detektiert sowie keine Effekte 

auf die mitochondriale Atmung. Da die Verbesserung der ATP-Spiegel in der gemischten 

Gruppe durch die Interventionen auf die Männchen zurückzuführen war, könnte es sein, dass 

die Änderungen der Genexpression in den Weibchen weniger stark ausgeprägt sind. Dement-

gegen konnte weder in der Gesamtgruppe noch in den Männchen ein Effekt auf die mitochon-

driale Atmung detektiert werden. Dies steht im Gegensatz zu der beobachteten hochregulierten 

Genexpression von Komplex I und IV durch RO und im stärkeren Ausmaß durch ROEn.  

In der vorliegenden Arbeit wurde nur die mRNA-Expression erfasst, sodass die geringen funk-

tionalen Effekte auch auf eine geringere mRNA-Translation zurückzuführen sein können bzw. 

auf veränderte Aktivierungen von regulierenden Faktoren. Die Kinase AMPK, deren Genex-

pression durch die ROEn-Intervention hochreguliert wurde, inhibiert beispielweise die Aktivi-

tät der Kinase Target of rapamycin (mTOR). Neben der Aktivierung von AMPK und SIRT1 

können Polyphenole, u.a. Resveratrol, auch die Phosphorylierung von mTOR hemmen. Gene-

rell wird die Inhibierung von mTOR durch Polyphenole als bedeutender Mechanismus für die 

günstigen Effekte von Polyphenolen auf die Lebensspanne und altersbedingte Erkrankungen 

angesehen.  
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Abb. 5.5: Zusammenfassung der Effekte von RO und ROEn in gealterten NMRI-Mäusen.  Effekte in grauen Kästen stellen die Effekte der Alterung (Alt vs. Jung) dar, Effekte 

in blauen Kästen stellen Effekte der Interventionen (Alt RO/ROEn vs. Alt) dar; /***p<0,001, **p<0,01, *p <0,05 vs. Jung; /#**p<0,01,# *p<0,05, vs. Alt, /: deutliche 

numerische Effekte, (/): geringere numerische Effekte, : kein Effekt; die Genexpression wurde nur im männlichen Teil der gemischten Gruppe erhoben, CS: Citratsynthase-

Aktivität, n.s.: nicht signifikant.
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Da der mTOR-Signalweg neben der Hemmung der Autophagie jedoch auch für die Hochregu-

lierung der Proteinsynthese zuständig ist, könnte eine verminderte Proteinsynthese in der vor-

liegenden Studie eine Rolle gespielt haben (Pazoki-Toroudi et al. 2016). Der mTOR-Signalweg 

stimuliert beispielsweise die Synthese von Tfam und Komplex I und V durch die  

Erhöhung ihrer mRNA-Translation. Er reguliert jedoch auch die PGC1α-Expression hoch (Mo-

rita et al. 2015). Für Resveratrol wurde beispielsweise eine Hemmung der Proteintranslation in 

HepG2-Zellen beobachtet (Villa-Cuesta et al. 2011). 

Weiterhin ist es möglich, dass Effekte in spezifischen Subpopulationen der Mitochondrien wie 

beispielsweise in präsynaptischen Mitochondrien vorliegen, die in dem heterogenen Mito-

chondrienisolat nicht erfasst wurden (Stauch et al. 2015). Die Effekte von TOP einzeln und in 

Kombination wurden in den vorherigen Kapiteln bereits Ergebnissen anderer Studien gegen-

übergestellt. Ein weiterer Punkt der angemerkt werden soll, ist der unterschiedliche Effekt auf 

die SIRT1-Genexpression nach Acy-Fütterung und der Kombination mit Res. Während nach 

der Fütterung mit Acy im Gehirn der C57BL/6J-Mäuse eine signifikante SIRT1-Erhöhung be-

obachtet wurde, blieb SIRT1 nach der Fütterung der Kombination von Ol mit Res und somit 

einem höheren Resveratrolgehalt bei NMRI-Mäusen unbeeinflusst. Dies steht im Gegensatz zu 

einer Reihe anderer bereits beschriebenen Studien, die eine SIRT1-Induktion durch Resveratrol 

fanden. Auch über die Verabreichung von Res lag die tägliche Aufnahme von Resveratrol in 

der NMRI-Studie jedoch nur bei < 1 mg/kg KG. 

 

5.7.2.2 Genexpression, Gedächtnis und Motorik 

In den durchgeführten Verhaltenstests zur Gedächtnisleistung konnten keine interventionsver-

mittelten Effekte beobachtet werden. An dieser Stelle ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die 

Untersuchungen zur Gedächtnisleistung generell wenig Unterschiede auch hinsichtlich eines 

Effekts der Alterung ermitteln konnten (siehe dazu Kapitel 5.3.1). Die Untersuchung von Ge-

nen, die mit neuronaler Plastizität verbunden sind, zeigten in gealterten NMRI-Mäusen eine 

verminderte Expression. Das präsynaptische Vesikelprotein Synaptophysin 1 wies eine signifi-

kant verminderte Genexpression im Gehirn gealterter Kontrolltiere auf. Die Interventionen 

konnten die Expression gering anheben, sodass sich diese nicht mehr signifikant von den jungen 

Kontrolltieren unterschieden. Synaptophysin 1 wird mit dem Alter beim Menschen und der 

Maus im Hippocampus sowie verschiedenen kortikalen Hirnregionen vermindert vorgefunden 

und konnte in gealterten Mäusen durch En-Intervention erhöht werden (Frick and Fernandez 

2003; Tarsa and Goda 2002). BDNF ist ein Neurotrophin, welches entscheidene Aufgaben bei 

der Differenzierung von Nervenzellen, dem Neuritenauswuchs und der Bildung neuer Synapsen 



Diskussion 

234 

übernimmt. Eine verminderte BDNF-Signalgebung wird mit einem verminderten Hirnmetabo-

lismus und Neurodegeneration verbunden (Marosi and Mattson 2014). Die numerisch deutlich 

erniedrigte BDNF-Genexpression in gealterten Mäusen konnte durch die RO- und stärker durch 

die ROEn-Intervention angehoben werden. Die BDNF-Genexpression kann von CREB stimu-

liert werden, dessen Expression durch die RO- und wiederum stärker und signifikant durch die 

ROEn-Intervention gesteigert wurde. BDNF ist in der Lage, über verschiedene Wege die neu-

ronale ATP-Produktion zu erhöhen. Dazu gehört ein vermehrter Glucosetransport, die Hochre-

gulierung von PGC1α, eine bessere Kopplungseffizienz der synaptischen Mitochondrien und 

eine verbesserte antioxidative Abwehr (Marosi and Mattson 2014). 

Die mitochondriale Dysfunktion im Alter betrifft nicht nur das Gehirn. Auch im Muskel findet 

sich beispielweise eine verminderte PGC1α-Signalgebung und folglich mitochondriale Bioge-

nese (Kang et al. 2013). Mitochondriale Dysfunktionen werden mit dem im Alter auftretenden 

zunehmenden Abbau von Muskelmasse und Muskelkraft in Verbindung gebracht und PGC1α-

Stimulatoren, wie körperliche Aktivität oder Polyphenole, können diesem möglicherweise ent-

gegenwirken (Rodriguez-Bies et al. 2016). Die Fütterung mit Resveratrol förderte bei alten 

Mäusen den Effekt von forcierter körperlicher Aktivität und verbesserte die Ausdauer, die Ko-

ordination auf dem Rotarod und die Muskelkraft (Rodriguez-Bies et al. 2016).  

In der vorliegenden Arbeit war, im Gegensatz zu der kognitiven Leistung, die motorische Leis-

tung auf dem Rotarod sowie die lokomotorische Aktivität im Y-Maze in den alten Gruppen 

gegenüber der jungen Gruppe signifikant vermindert. Durch die Interventionen mit RO und 

ROEn deuteten sich leichte Verbesserungen der Motorik an. Die lokomotorische Aktivität in 

den beiden Interventionsgruppen lag zwar numerisch unterhalb der Gruppe Jung, unterschied 

sich im Gegensatz zur Kontrollgruppe Alt jedoch nicht signifikant von der Gruppe Jung. Glei-

ches gilt für die Gruppe Alt ROEn hinsichtlich der Leistung auf dem Rotarod. Eine signifikante 

Erhöhung gegenüber der Leistung der Kontrollgruppe Alt konnte in beiden Fällen jedoch nicht 

detektiert werden. Die Untersuchung der mitochondrialen Funktion im Muskelgewebe wäre 

hier weiterführend interessant. Hinsichtlich der antioxidativen Antwort durch Resveratrol und 

Bewegung wurde beispielsweise eine Organabhängigkeit detektiert (Tung et al. 2015). Darüber 

hinaus konnte bei Ratten die forcierte Bewegung auf dem Laufrad der altersbedingten vermin-

derten Synthese mitochondrialer Proteine im Muskel entgegenwirken (Kang et al. 2013). Bei 

Mäusen hatte der lebenslange Gebrauch eines Laufrads, aber nicht die Verabreichung von Res-

veratrol einen Effekt auf mitochondriale Markerproteine im Muskel. Weiterhin zeigte die Kom-

bination aus beidem keine besseren Effekte als die körperliche Aktivität allein, die über PGC1α 

vermittelt wurde (Ringholm et al. 2013). Dies steht um Gegensatz zu (Rodriguez-Bies et al. 
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2016), die einen positiven Effekt der Kombination mit Resveratrol finden, jedoch den Ansatz 

der forcierten Aktivität verfolgen.  

Neben den Veränderungen von mitochondrialen Funktionen im Muskel könnten auch Hirnre-

gionen beeinflusst werden, die in der vorliegenden Studie nicht erfasst wurden. Bei altersbe-

dingten Beeinträchtigungen der Motorkoordination sind beispielsweise Veränderungen im Ce-

rebellum involviert (Bickford et al. 1999; Arshad and Seemungal 2016). In die hier durchge-

führten Untersuchungen zur mitochondrialen Funktion ging das Cerebellum nicht ein. 

 

Die ROEn-Intervention mit zusätzlichem En zeigte hinsichtlich der meisten der untersuchten 

Parameter einen höheren Effekt als die alleinige Futteranreicherung mit TOP. Jedoch wurden 

auch für ROEn insgesamt in NMRI-Mäusen nur geringe Effekte auf die mitochondriale Funk-

tion und die untersuchten Verhaltensparameter detektiert.  

Wenige Studien untersuchten bisher den Einfluss einer Kombination aus Polyphenolen mit En 

oder mit körperlicher Aktivität auf die mitochondriale oder kognitive Funktion. Eine Interven-

tion mit En oder zusätzlicher Fütterung mit Resveratrol konnte im Gehirn von jungen Mäusen 

die Malondialdehyd-Konzentrationen senken (Muhammad et al. 2017). Im APP/PS1-Mausmo-

dell der AD konnte die Kombination von Epicatechin und forcierter körperlicher Aktivität kog-

nitive Defizite reduzieren sowie Aß-Level und oxidativen Stress vermindern. (Zhang et al. 

2016). In C57BL/6J-Mäusen hatte Epicatechin zudem besonders zusammen mit einem Laufrad 

günstige Effekte auf die Gedächtnisleistung im MWM (van Praag et al. 2007) 

 

5.7.3 Übertragung auf den Menschen 

In der vorliegenden Arbeit wurden Polyphenole als ausgewählte Komponenten der MeDi un-

tersucht, die möglicherweise zu dem protektiven Potenzial einer solchen Ernährungsweise bei-

tragen können (vergleiche Kapitel 1.3.1). Neben epidemiologischen Studien beschäftigen sich 

auch erste klinische Studien mit dem Effekt von Komponenten der MeDi. Eine randomisierte, 

doppel-blinde Studie untersuchte beispielsweise den Effekt eines Polyphenolextraktgemisches 

(370 mg Polyphenole/Tag) aus Früchten und Gemüse, die in der MeDi üblicherweise konsu-

miert werden. Die 12-wöchige Aufnahme des Extraktgemisches konnte im Blut von überge-

wichtigen Frauen die SOD-Aktivität erhöhen und die Malondialdehydkonzentrationen senken 

(Cases et al. 2015). Schlussendlich ist die Ernährung des Menschen von sehr viel komplexerer 

Natur als die Anreicherung einer Standardnahrung in Studien an Mäusen oder auch unter den 

Bedingungen einer klinischen Studie. Auch wenn diese Standardbedingungen die Identifizie-
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rung von Effekten einzelner Verbindungen ermöglichen, können in der menschlichen Ernäh-

rung wie beispielsweise der MeDi eine Vielzahl von Inhaltsstoffen einen Einfluss haben und so 

die günstigen Effekte vermitteln (Jacobs and Tapsell 2013). In einer klinischen Studie wird 

derzeit untersucht, wie gut sich über 65-Jährige mit normalen kognitiven Leistungen, MCI und 

AD an eine MeDi über 6 Wochen halten können (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02921672).  

 

Körperliche Aktivität ist eine zunehmend wahrgenommene Strategie, um die Prozesse der Al-

terung und Neurodegeneration zu vermindern. In einer prospektiven Kohortenstudie stellten die 

starke Orientierung an der MeDi und die körperliche Aktivität zwei unabhängige Faktoren dar, 

die mit einem verminderten AD-Risiko assoziiert waren (Scarmeas et al. 2009b). 

Körperliche Aktivität stimuliert die Angiogenese und Neurogenese. Sie hat einen günstigen 

Einfluss auf die mitochondriale Funktion und induziert Neurotrophine und Wachstumsfaktoren, 

welche die Neuroplastizität erhöhen und Funktionen des Hippocampus verbessern, sogar im 

fortgeschrittenen Alter oder bei bestehender AD (Intlekofer and Cotman 2013). Beim alternden 

Menschen konnte die körperliche Aktivität kognitive Leistungen sowohl nach akuter Belastung 

als auch nach Langzeittraining oder Lebensstilkomponente günstig beeinflussen. Nach 30-

minütiger moderater aerober körperlicher Aktivität zeigte sich beispielsweise bei älteren Pro-

banden eine verbesserte allgemeine kognitive Funktion sowie eine spezielle Verbesserung der 

exekutiven Fähigkeiten (Chu et al. 2015). Eine Metaanalyse kommt zu dem Schluss, dass ae-

robe körperliche Aktivität für 1-12 Monate das Gedächtnis, die Aufmerksamkeit, die Verarbei-

tungsgeschwindigkeit und die exekutiven Funktionen bei älteren Menschen verbessern kann. 

Der Einfluss bei MCI-Patienten könnte der Analyse nach ausgeprägter sein als bei Gesunden 

(Smith et al. 2010). Ältere gesunde Erwachsene aus der Canadian Study of Health and Aging 

zeigten zudem über eine 5-Jahres-Periode durch körperliche Aktivität ein geringes Risiko für 

Demenz, wenn sie keine APOE4-Träger waren (Fenesi et al. 2017). Auch die generelle körper-

liche Aktivität im Laufe des Lebens hat einen positiven Einfluss auf die Kognition. So konnte 

kürzlich eine Verbindung zwischen einer verbesserten kognitiven Leistung im Alter und der 

körperlichen Aktivität im Leben insgesamt, der körperlichen Aktivität des letzten Jahres und 

der körperlichen Aktivität mit hoher Intensität identifiziert werden (Gill et al. 2015).  

 

Auch der Effekt einer Kombination aus Polyphenolen und körperlicher Aktivität wird derzeit 

in ersten klinischen Studien erforscht. Die Kombination einer Resveratrol-Supplementierung 

mit körperlicher Aktivität soll in über 65-Jähringen hinsichtlich des Einflusses auf physische 

Funktionen geprüft werden (ClinicalTrials.gov: NCT02523274). Der Einfluss von Resveratrol 
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auf die mitochondriale Funktion soll weiterhin in einer Studie mit über 65-Jährigen über 3 Mo-

nate im Muskelgewebe erforscht werden. Zu den erfassten Parametern gehören die mitochon-

driale Atmung, die Komplex IV-Aktivität sowie Proteinexpressionsraten von PGC1α, SIRT1 

und 3 und AMPK. Begleitend werden Untersuchungen zur physischen Leistung, Muskelermü-

dung und Ganggeschwindigkeit durchgeführt (ClinicalTrials.gov: NCT02123121). 

 

Die Stimulierung der geistigen Aktivität, die auch eine Komponente der En-Intervention in der 

vorliegenden Arbeit war, wird hinsichtlich der Alterung und Neurodegeneration umfassend er-

forscht. Vemuri et al. (2014) zeigen in einer longitudinalen Studie mit 70-89-Jährigen aus der 

Mayo Clinic Study of Aging, dass ein höherer Bildungsgrad bzw. Berufslevel sowie die kogni-

tive Aktivität in der mittleren bis späten Phase des Lebens mit einer höheren kognitiven Leis-

tung assoziiert ist. Die Autoren postulieren weiterhin, dass eine hohe geistige Anregung im 

Leben gegenüber einer geringen Anregung das Auftreten von kognitiven Verlusten bei APOE4-

Trägern um 8,7-8,8 Jahre verzögern könnte (Vemuri et al. 2014). Eine Metaanalyse von Hill 

und Kollegen (2017) untersuchte den Effekt von computerbasiertem kognitiven Training bei 

älteren Menschen und Demenzkranken. Das Training konnte bei Menschen mit MCI, aber nicht 

Demenz, die allgemeine kognitive Leistung, das Gedächtnis und die Aufmerksamkeit verbes-

sern (Hill et al. 2017). In einer kürzlich veröffentlichten randomisiert-kontrollierten Studie 

konnte durch computerbasiertes kognitives Training bei Patienten mit milder AD eine Verbes-

serung hinsichtlich des Gedächtnis, der Sprache und der exekutiven Funktion erzielt werden, 

die über 6 Monate stabil blieb (Cavallo et al. 2016). 

 

5.8 Schlussfolgerungen und Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Annahme geprüft werden, dass TOP die mitochondriale 

Dysfunktion im Gehirn über Mechanismen der Hormesis vermindern können und so vor Be-

einträchtigungen der kognitiven Funktionen bei der Alterung und AD schützen können.  

Der anthocyanreiche Traubenextrakt Acy konnte in gealterten Mäusen nur geringe Effekte auf 

die mitochondriale Funktion im Gehirn vermitteln. Die SIRT1-Genexpression lag im Gehirn 

erhöht vor, führte aber nicht zu einer gesteigerten Expression von PGC1α und nachfolgenden 

Faktoren in der Signalkette der mitochondrialen Biogenese oder einer erhöhten CS. Auch konn-

ten keine eindeutigen Verbesserungen in Gedächtnistests ermittelt werden. Eine Verbesserung 

der mitochondrialen und kognitiven Dysfunktion über die Steigerung der mitochondrialen Bi-
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ogenese konnte kürzlich für einen Reiskleie-Extrakt in einer vergleichbaren Studie gezeigt wer-

den (Hagl et al. 2016a). Ein solcher Effekt konnte somit in dieser Arbeit für Acy nicht bestätigt 

werden.  

Ein bedeutender Faktor im Zusammenhang mit den Effekten von Acy könnte die Bioverfüg-

barkeit der enthaltenen Polyphenole sein. Im Zellmodell konnte Acy vor mitochondrialer Dys-

funktion schützen. Im Organismus unterliegen Polyphenole jedoch einem extensiven Metabo-

lismus und müssen die BBB überqueren, sodass im Gehirn oftmals Metabolite vorliegen sowie 

sehr geringe Konzentrationen (vergleiche Kapitel 1.3.5). Zwei mögliche Abbauprodukte von 

TOP zeigten im Zellmodell gegenüber den Ausgangsverbindungen geringere bis keine Effekte. 

Eine stärkere Konzentrierung auf in vivo Metabolite in physiologischen Konzentrationen wäre 

im in vitro Modell weiterhin sinnvoll. Acy beinhaltet einen großen Anteil an Proanthocyanidi-

nen, deren Bioverfügbarkeit gering ist (siehe Kapitel 1.3.5). Bensalem et al. setzen beispiels-

weise ein Gemisch aus Trauben- und Heidelbeerpolyphenolen ein, das speziell aus Verbindun-

gen mit geringem Molekulargewicht besteht (Bensalem et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit 

war die Analyse von Polyphenolen und deren Metaboliten im Blut oder Gehirn von Mäusen 

nach Aufnahme von Acy nicht möglich. Die nur milden Effekte im Gehirn könnten darauf zu-

rückzuführen sein, dass nur sehr geringe Mengen an Polyphenolen das Gehirn erreicht haben. 

Wang et al. setzen ein Gemisch aus Concord-Traubensaft, Traubenkernpolyphenolen und Res-

veratrol ein, dessen Bioverfügbarkeit bei Ratten bestätigt wurde (Wang et al. 2012a; Wang et 

al. 2014). Nach der Beobachtung von günstigen Effekten hinsichtlich der kognitiven Leistung 

u.a. in einem AD-Mausmodell (Wang et al. 2014) wird der Effekt momentan in einer Human-

studie hinsichtlich der MCI untersucht (NCT02502253).  

Im Zusammenhang mit der möglicherweise geringen Bioverfügbarkeit von Acy könnten die 

Effekte außerhalb des Gehirns von ausgeprägterer Natur sein. Eine lebenslange Verabreichung 

im Trinkwasser führte insgesamt zu keiner signifikant verschobenen Lebenskurve der Mäuse, 

hatte jedoch einen lebensverlängernden Effekt in einem Altersbereich, der beim Menschen ei-

nem Alter von ca. 70 Jahren entsprechen könnte. Weiterhin konnte die 6-monatige Futteranrei-

cherung mit Acy die Genexpression in der Leber gegenüber dem Gehirn stärker beeinflussen. 

Bei dem Vergleich von Studien mit unterschiedlicher Verabreichungsform darf der Einfluss der 

Nahrungsmatrix jedoch nicht außer Acht gelassen werden (Bohn 2014). 

Die Fütterung mit dem Olivenpolyphenol Hy konnte als Einzelsubstanz sowie in der Kombina-

tion mit Acy zu keiner deutlichen Verbesserung der mitochondrialen oder kognitiven Funktion 

führen. Die eingesetzte Hy-Dosis war in den Studien sehr hoch angesetzt und wird umgerechnet 

auf den Menschen, auch über eine Nahrungsanreicherung schwer erreicht. Es bleibt somit zu 
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klären, ob geringere Hy-Mengen bessere Effekte hinsichtlich der hier untersuchten Parameter 

zeigen können. Die Kombination aus Hy über den natürlichen Flüssigextrakt Ol mit dem weni-

ger anthocyanreichen resveratrolangereicherten Traubenextrakt Res konnte die altersbedingte 

verminderte Expression von Genen in Mäusen verbessern, die in Zusammenhang mit der mito-

chondrialen Funktion und Hormesis stehen. Auch in dieser Studie waren die Effekte auf mito-

chondrialer und funktioneller Ebene gering. Eine Kombination von Res oder auch Acy mit einer 

geringeren Hy-Dosis könnte möglicherweise bessere Effekte erzielen.  

Im Vergleich zu der Polyphenolintervention mit Res und Ol allein, konnte die zusätzliche Sti-

mulierung der körperlichen und geistigen Aktivität über En einen höheren Effekt erbringen. 

Auf mitochondrialer und funktionaler Ebene war der Einfluss auch hier gering. Eine isolierte 

Betrachtung der En-Intervention zum Vergleich mit den Effekten in Kombination wäre hier 

weiterführend interessant. Abb. 5.6 liefert eine Zusammenfassung der vorangegangenen Über-

legungen. 

 

 

Abb. 5.6: Mögliche Ansatzpunkte für weiterführende Studien mit TOP. K: mitochondrialer Komplex, KG: 

Körpergewicht; MD: mitochondriale Dysfunktion, MMP: mitochondriales Membranpotenzial, SIRT: Sirtuin 
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6 Zusammenfassung 

Immer mehr Menschen erreichen heutzutage ein hohes Lebensalter. Die Möglichkeiten, die 

sich aus einer langen Lebenszeit ergeben, sind stark davon abhängig, ob die gewonnene Le-

benszeit bei guter Gesundheit ohne Erkrankungen und Beeinträchtigungen verbracht werden 

kann. Bei der Gehirnalterung kommt es zu unterschiedlich stark ausgeprägten Beeinträchtigun-

gen der kognitiven und motorischen Fähigkeiten. Darüber hinaus steigt die Anfälligkeit gegen-

über neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Erkrankung (AD) für die bisher 

keine Therapie über die Linderung der Symptome hinaus existiert. Die AD trägt zum großen 

Teil zu den Demenzerkrankungen bei, die sich voraussichtlich in den nächsten 35 Jahren ver-

dreifachen werden. Großer Bedeutung kommt daher der Identifizierung von präventiven Maß-

nahmen zu, die Alterungsprozesse verlangsamen können und somit vor neurodegenerativen 

Prozessen im Gehirn schützen können.  

Ein Ansatzpunkt in diesem Zusammenhang ist die mitochondriale Dysfunktion (MD), die einen 

Schlüsselfaktor bei der Gehirnalterung und AD darstellen könnte. Mitochondrien als „Kraft-

werke der Zellen“ versorgen Nervenzellen, die einen besonders hohen Energiebedarf haben, 

über die oxidative Phosphorylierung mit ATP. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die bei der 

mitochondrialen Atmung unweigerlich entstehen, können im Übermaß zu oxidativen Schäden 

an Mitochondrien führen, sodass ein Kreislauf aus MD und ROS in Gang gesetzt wird. Eine 

Stärkung der adaptiven Stressabwehr könnte in diesen Kreislauf eingreifen und somit vor den 

Prozessen der Hirnalterung und Neurodegeneration schützen. 

Eine Steigerung von adaptiven Abwehrmechanismen ist nach dem Prinzip der Hormesis über 

den Einfluss von mildem zellulären Stress z. B. durch körperliche Aktivität und die Aufnahme 

von Polyphenolen möglich. Polyphenole aus Trauben und Oliven werden besonders reich bei 

der traditionellen mediterranen Ernährungsweise (MeDI) konsumiert, der ein mögliches neu-

roprotektives Potenzial hinsichtlich Alterungsprozessen und der AD zugesprochen wird. 

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war es, die Effekte von Trauben- und Olivenpolyphenolen 

(TOP) auf die mitochondriale und kognitive Dysfunktion bei der Gehirnalterung und AD im 

Zell- und Mausmodell zu untersuchen. Es sollte der Annahme nachgegangen werden, dass TOP 

eine MD im Gehirn über Mechanismen der Hormesis vermindern können und so vor Funkti-

onsverlusten und Neurodegeneration schützen können.  

 

Im Fokus der Untersuchungen stand zunächst der Traubenextrakt ExGrape Acy (Acy) mit ho-

hem Anteil an Anthocyanen und Proanthocyanidinen. Im neuronenähnlichen Zellmodell PC12 
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zeigte Acy ein erstes protektives Potenzial hinsichtlich der MD. Beeinträchtigungen des mito-

chondrialen Membranpotenzials (MMPs) und der ATP-Spiegel, die über die Induktion des NO-

Donors SNP ausgelöst wurden, konnten sowohl in PC12neo-Zellen als auch im zugehörigen AD-

Modell PC12sw vermindert werden. Weiterführend wurde Acy (200 mg/kg KG) in drei Studien 

mit C57BL/6J-Mäusen untersucht. Der Schwerpunkt der Untersuchung lag auf der altersbe-

dingten MD im Gehirn, die sich bei gealterten Tieren (19-22 Monate alt) gegenüber jungen 

Tieren (3 Monate alt) durch verminderte ATP-Spiegel in dissoziierten Hirnzellen und teils ver-

minderte Aktivitäten des mitochondrialen Komplexes (K)IV in respiratorischen Messungen 

zeigten. In der Kurzzeitstudie konnte die 3-wöchige Acy-Verabreichung über die Knopfkanüle 

keinen Effekt auf die altersbedingte MD erbringen. In der Langzeitstudie erhöhte die 6-mona-

tige Acy-Anreicherung des Futters im Gehirn gealterter Tiere die mitochondriale Atmung 

(KI+KII) und hob die verminderten ATP-Spiegel und das MMP tendenziell an. Weiterhin wie-

sen die Tiere eine gesteigerte SIRT1-Genexpression auf. SIRT1 ist ein intrazellulärer Energie-

sensor, der die mitochondriale Biogenese erhöhen kann – ein Vorgang den Acy in der vorlie-

genden Arbeit jedoch nicht vermittelte. In Übereinstimmung mit den geringen Effekten auf 

mitochondrialer Ebene führte die Fütterung mit Acy lediglich zu einer tendenziellen Verbesse-

rung des räumlichen Gedächtnisses im Y-Maze-Test. Die durchgeführten Verhaltenstests 

brachten generell keine eindeutigen Leistungsunterschiede zwischen jungen und alten Tieren 

hervor, wodurch die Aussagekraft der Tests begrenzt wird. Die Aktivierung von SIRT1 durch 

Kalorienrestriktion oder spezielle Polyphenole wird im Zusammenhang mit einer verlängerten 

Lebensspanne diskutiert. In der Lebenszeitstudie konnte Acy, nach Verabreichung ab einem 

Alter von 6 Monaten bis zum Lebensende, die Lebenskurve der Mäuse insgesamt nicht verän-

dern, hatte jedoch einen moderaten lebensverlängernden Effekt in einem Altersbereich, der 

beim Menschen einem Alter von ca. 70 Jahren entsprechen würde. Auf Grundlage der Resultate 

aus den Untersuchungen des Lebergewebes nach 6-monatiger Acy-Verabreichung in der Lang-

zeitstudie, könnte dieser milde lebensverlängernde Effekt über die Hochregulierung von SIRT1 

und folgenden protektiven Signalwegen einschließlich einer verbesserten antioxidativen Ab-

wehr vermittelt worden sein. Die Verhaltenstests weisen weiterhin auf einen möglichen Ein-

fluss von Acy auf das Angst- oder Erkundungsverhalten hin. 

 

Das Olivenpolyphenol Hydroxytyrosol (Hy) konnte im PC12neo-Modell vor MD schützen und 

die maximale mitochondriale Atmungskapazität erhöhen. Die 6-monatige Hy-Verabreichung 

über das Futter (100 mg/kg KG) hingegen hatte bei 20 Monate alten C57BL/6J-Mäusen nur 

geringen Einfluss auf die altersbedinge MD im Gehirn und nur eine tendenziell verbesserte 
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räumliche Gedächtnisleistung im Y-Maze-Test zur Folge. Dies steht im Gegensatz zu aktuellen 

Nagetierstudien, die neuroprotektive Effekte geringerer Hy-Dosen zeigen. 

 

Weiterhin sollten Kombinationen aus TOP als gemeinsame Komponenten der MeDi geprüft 

werden. Im Zell- und Mausmodell führten die Kombinationen insgesamt verglichen mit den 

Einzelkomponenten zu schlechteren Ergebnissen. Nach 6-monatiger Fütterung mit 200 mg Acy 

und 100 mg Hy/kg KG wiesen 20 Monate alte C57BL/6J-Mäuse eine verminderte KIV-Akti-

vität und keine Linderung der altersbedingten MD im Gehirn auf. Weiterhin wurde der Trau-

benextrakt ExGrape Res (Res) mit höherem Anteil an Resveratrol und Proanthocyanidinen in 

Kombination mit dem natürlichen Hy-reichen Extrakt Hytolive (Ol) untersucht. Im AD-Maus-

model Thy-1-APP lag die KIV-Aktivität im Gehirn nicht allein durch die 8-wöchige Gabe einer 

Kombination aus 200 mg Res und 50 mg Hy (über Ol)/kg KG (RO-Intervention) vermindert 

vor, jedoch bei zusätzlicher Stimulierung mit Environmental Enrichment (ROEn-Intervention). 

Basierend auf den Resultaten könnte postuliert werden, dass bei den multiplen Anregungsan-

sätzen insgesamt eine zu starke Stimulierung zu gegenteiligen Effekten geführt hat.  

In Gehirnen gealterter NMRI-Mäusen konnte die 6-monatige RO-Intervention die altersbe-

dingte verminderte Expression von Genen, die mit der mitochondrialen Funktion und Hormesis 

verbunden sind, im Alter von 18 Monaten gegenüber 3 Monaten verbessern. Die ROEn-Inter-

vention zeigte zumeist eine stärkere Ausprägung der Effekte. Demgegenüber war der Einfluss 

von RO und ROEn auf die mitochondriale Funktion insgesamt sehr gering und es wurde keine 

Verbesserung der Leistung in Gedächtnistests beobachtet. Der deutlichen altersbedingten Ab-

nahme der motorischen Leistung konnten die RO- und ROEn-Interventionen in geringem Maß 

entgegenwirken.  

Im AD-Mausmodel Thy-1-APP konnte die erwartete MD nicht nachgewiesen werden. Eine 

Aussage zu einem Einfluss von TOP auf die AD über die Prävention von Alterungsprozessen 

hinaus kann auf Basis der hier gewonnenen Daten nicht getroffen werden.  

 

TOP konnten insgesamt in dieser Arbeit zwar teilweise Signalwege der Hormesis anregen, je-

doch keinen eindeutigen Effekt hinsichtlich einer mitochondrialen oder kognitiven Dysfunktion 

im Alter zeigen. Große Bedeutung bei dem geringen Einfluss von TOP auf das Gehirn könnte 

der Polyphenolzusammensetzung und Bioverfügbarkeit zukommen. Weitere Studien sind nö-

tig, um die Stellung von TOP bei einer nutritiven Strategie zur Verlangsamung von Gehirnal-

terungsprozessen und somit Prävention von Neurodegeneration zu klären.
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7  Summary 

Human life expectancy is increasing globally. However, the value of this extended period of 

life heavily depends on one person’s overall health as well as physical and mental capacities. 

In the brain, the aging process leads to individually distinct grades of impaired cognitive and 

motor function. Moreover, the aging process makes the brain more vulnerable to neurodegen-

erative diseases like Alzheimer’s disease (AD) with no existing cure on the horizon. AD ac-

counts for a main part of dementia cases which are estimated to triple within the next 35 years. 

The identification of strategies to slow down brain aging and thereby prevention of neurodegen-

erative processes represents a promising approach to reduce the burden of dementia. 

As proposed key player in brain aging and AD, mitochondrial dysfunction (MD) may be a 

potential target for preventive strategies. Mitochondria, referred to as the cell’s powerhouse, 

produce energy in form of ATP by oxidative phosphorylation and supply highly energy-de-

manding neurons. Reactive oxygen species (ROS) which are physiologically formed during 

mitochondrial respiration may, if produced in excess, damage mitochondria and initiate a vi-

cious circle of MD and further ROS formation. A strong adaptive stress response may act on 

this damaging circle and potentially protect against brain aging and neurodegeneration. Accord-

ing to the hormesis theory, the induction of mild stress through actions including physical ac-

tivity or high intake of polyphenols can boost cellular defense mechanisms. The traditional 

Mediterranean Diet (MeDi) is especially rich in grape and olive oil polyphenols (GOP) and 

both, the MeDi in general and GOP, have been shown to have a high neuroprotective potential. 

Based on this background, the present research project aimed to study the effects of GOP on 

mitochondrial and cognitive dysfunction in brain aging and AD using cellular and animal mod-

els. The study should further prove the potential of GOP to reduce MD in the brain by hormetic 

mechanisms thereby protecting against functional loss and neurodegeneration. As sources for 

GOP two polyphenol-rich grape extracts, the olive oil polyphenol hydroxytyrosol (Hy) and the 

Hy-rich olive mill water waste extract Hytolive (Ol) as well as their combinations were used. 

Mitochondrial dysfunction was assessed by determining ATP-levels and mitochondrial mem-

brane potential (MMP) as well as by respiratory measurements. In addition, gene expression 

analysis and behavioral testing were conducted in animal studies. 

The first part of the project focused on ExGrape Acy (Acy), a polyphenol-rich grape extract 

with high proportions of anthocyanins and proanthocyanins. In the neuronal-like cell line PC12, 

Acy showed initial protecting potential regarding MD by reducing impairments of MMP and 
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ATP level which were externally induced by the NO-donor sodium nitroprusside (SNP). More-

over, the effect of Acy (200 mg/kg body weight) on C57BL/6J mice was assessed in three feed-

ing studies (short-term, long-term, life-long). The focus of the conducted studies laid on the 

effect of Acy on age-related MD at the age of 19-22 months compared to 3 months, which was 

demonstrated by decreased ATP levels in dissociated brain cells and partly impaired activity of 

brain mitochondrial complex (C)IV in respirometry measurements. In a short-term study, 3-

week feeding by oral gavage had no impact on age-related MD. However, in a long-term study, 

6-month feeding of a diet enriched with Acy increased mitochondrial respiration (CI+CII) and 

tended to ameliorate the MMP and ATP levels. Besides, Acy-fed mice showed higher gene 

expression levels of SIRT1, an intracellular energy sensor which can induce increased mito-

chondrial biogenesis. In the present study though, Acy-fed mice did not show elevated biogen-

esis of brain mitochondria. In line with the minor effects on mitochondria, Acy only tended to 

result in improved performance of aged mice in spatial memory testing. As the cognitive testing 

in general did not prove to clearly indicate age-related impairment, the significance of the test-

ing is, however, limited. A great deal of research proposes SIRT1 activation, by calorie re-

striction or polyphenols, to be related to lifespan extension. In the present study, life-long feed-

ing of mice with Acy beginning at the age of 6 months did not lead to a significant right shift 

of the overall survival curve but mediated a moderate effect on survival at a stage of age com-

parable to approximately 70 years in humans. Based on the findings from gene expression ana-

lysis in brain and liver tissue of mice after 6-months feeding (long-term study), the mild life-

extending effect of Acy in the life-long study may involve upregulation of SIRT1 and associ-

ated protective pathways including antioxidant defense mechanisms. Behavioral testing further 

suggested a possible impact on anxiety or exploratory behavior. 

In further studies, the olive polyphenol Hy protected PC12 cells against SNP-induced MD and 

increased their maximal mitochondrial respiratory capacity. In a long-term study with 

C57BL/6J mice, however, 6-month feeding (100 mg/kg body weight) had only very little im-

pact on age-related MD in the brain of 20 months old animals and only tended to result in an 

increase of spatial memory. The minor effects of Hy found in the present in vivo study stand in 

contrast to recent animal studies showing neuroprotective potential of lower doses of Hy. 

TOP combinations, as concerted components of the MeDi, were further tested in cellular and 

animal models, and, in total, demonstrated less neuroprotective potential than the single com-

ponents. After 6-month feeding with 200 mg Acy and 100 mg Hy/kg body weight, 20-month-

old C57BL/6J mice had decreased mitochondrial CIV-activity and showed no improvement of 
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age-related MD in their brains. Further studies concentrated on ExGrape Res (Res), a grape 

extract with higher proportion of resveratrol and proanthocyanidins, in combination with the 

Hy-rich extract Ol. In the AD mouse model Thy-1-APP there was no decrease in mitochondrial 

CIV-activity after exclusively feeding 200 mg Res and 50 mg Hy (provided through Ol)/kg 

body weight (RO intervention), but in addition to stimulation by environmental enrichment 

(ROEn intervention). Therefore, contrary effects as consequence of very high stimulation could 

be speculated. 

In 18-month-old NMRI mice, the 6-month RO intervention, and mostly to a higher extent the 

ROEn intervention, ameliorated the age-related decrease in expression of genes associated with 

mitochondrial function und hormesis as compared to 3-month-old mice. In contrast, there was 

only very little effect on mitochondrial function and no improvement in memory testing. Motor 

function was considerably impaired at 18 months of age and showed minor improvement in RO 

and ROEn intervention groups. 

The AD model Thy-1-APP did not show the expected MD in mouse brain. Therefore, based on 

the data achieved in the present project, conclusions regarding the effect of GOP on AD which 

go beyond the prevention of the process of aging could not be drawn. 

In conclusion, the present research project revealed GOP to partly induce signaling pathways 

related to hormesis in aged mice without showing a major impact on age-related mitochondrial 

and cognitive dysfunction. Polyphenol composition and bioavailability may be crucial factors 

regarding the minor effects demonstrated in the present work. Further studies are needed to 

clarify the role of GOP with regard to nutritional strategies for slowing down brain aging and 

thus prevention of neurodegeneration. 
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