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Zusammenfassung

Das Krankheitsbild Sarkopenie beschreibt den Verlust von Muskelmasse, einherge-
hend mit einer Reduktion der Muskelkraft und Muskelfunktion, wovon insbesondere die
altere Bevolkerungsgruppe betroffen ist. Durch den Rickgang der kérperlichen Leis-
tungsfahigkeit sind die betroffenen Personen stark in ihrer Lebensqualitdt einge-
schrankt und weisen ein erhdhtes Sturzrisiko, mit héheren Frakturraten und einer er-
hohten Mortalitat auf. Die Diagnose Sarkopenie erhéht das Risiko eines Krankenhaus-
aufenthalts und geht mit hdheren Pflegekosten einher. Dadurch stellt Sarkopenie eine
erhebliche Belastung fir das Gesundheitssystem dar. Es ist daher nicht nur von medi-
zinischem, sondern auch von 6konomischem Interesse, ein besseres Verstandnis fur
die zugrundeliegende Pathologie zu entwickeln, um den Beginn und Krankheitsprozess
durch bessere Pravention, Diagnostik und Therapie zu verzégern, oder bestenfalls

aufzuhalten.

Dem geriatrischen Syndrom Sarkopenie liegen vielfaltige und komplexe Pathomecha-
nismen zugrunde, welche bisher nicht abschlielend geklart sind. Zu den Ursachen
werden neben altersassoziierten Lebensstilanderungen wie Bewegungsmangel und
Mangelernahrung auch hormonelle Veranderungen, proinflammatorische Prozesse und
die Degeneration neuromuskularer Verbindungen gezahlt. Mitochondrien spielen als
LJKraftwerke” der Zelle eine zentrale Rolle im Muskelstoffwechsel und sind essenziell flr
die Energieproduktion und die allgemeine Aufrechterhaltung von Zellfunktionen. Mito-
chondriale Dysfunktionen werden mit dem Alterungsprozess assoziiert und ebenfalls
als Ursache der progressiven Degeneration des Muskelgewebes im Rahmen der Sar-
kopenie diskutiert. Die genauen Zusammenhange mitochondrialer Veranderungen und

Sarkopenie sind jedoch noch unklar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher im Rahmen einer Querschnittsstudie an geri-
atrischen, sarkopenen Patienten durch umfassende Analysen sowohl mitochondriale
Dysfunktionen als auch mégliche Ursachen fir eine Dysregulation der Mitochondrien
zu identifizieren. Hierfir wurden Muskelbiopsien von insgesamt 31 Probanden im Alter
Uber 70 Jahren enthommen, welche aufgrund einer proximalen Femurfraktur eine ope-
rative Versorgung mittels Osteosynthese oder Endoprothesenimplantation im Klinikum
GroBhadern der LMU erhielten. Die Probanden wurden gemafy den Kriterien der
EWGSOP2 (European Working Group on Sarcopenia in Older People) in eine nicht-,
pra- und sarkopene Gruppe unterteilt und jedem Patienten wurde ein Z-Score zur Ein-
schatzung des Schweregrads der Sarkopenie zugeordnet. Aus den Muskelgewebepro-
ben wurde Muskelhomogenat hergestellt, um die Aktivitdt der mitochondrialen

Atmungskettenenzyme zu untersuchen. Zusatzlich wurden aus denselben Muskelge-
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webeproben primare Myoblastenkulturen angelegt und Stoffwechselanalysen hinsicht-
lich der Glykolyse und mitochondrialen Respiration in Echtzeit durchgefiihrt. Au3erdem
wurden die Serumproben der Studienteilnehmer auf veranderte Serumkonzentrationen

der Metabolite des Citratzyklus, Vitamin D und des Eisenstoffwechsels untersucht.

Es zeigte sich fur Komplex | der mitochondrialen Atmungskettenenzyme eine deutliche
Aktivitatsminderung bei den sarkopenen Probanden. Die Aktivitat von Komplex Il und
[l folgten diesem Trend, waren aber weniger ausgepragt und blieb fir die Aktivitat von
Komplex IV aus. Sowohl fiir die mitochondriale Respiration als auch fur die Glykolyse
zeigte sich eine abnehmende Tendenz mit zunehmendem Schweregrad der Sarkope-
nie, jedoch konnten keine signifikanten Zusammenhange fir Sarkopenie und die Stoff-
wechselanalysen der primaren Myoblastenkulturen festgestellt werden. Die Serumana-
lysen zeigten fiir die sarkopenen Probanden einen signifikanten Anstieg fiir die Meta-
bolite Citrat, Succinat, Malat und Fumarat des Citratzyklus. Zudem waren signifikant
erniedrigte Vitamin-D-Serumspiegel mit einem zunehmendem Schweregrad der Sar-
kopenie assoziiert und anhand der Eisenparameter konnte auf einen gestérten Eisen-

stoffwechsel im Rahmen der Sarkopenie geschlossen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweise auf eine Reduktion der Kom-
plex-I-Aktivitat bei Sarkopenie. Aus der Aktivitatsminderung der NADH-Oxidoreduktase
(Komplex |) resultiert vermutlich ein Missverhaltnis von NADH und NAD+ in den Mito-
chondrien. NAD+ gilt als ein wichtiger Cofaktor zur Regulation einiger Stoffwechselwe-
ge, wie unter anderem des Citratzyklus. Eine Akkumulation von NADH infolge einer
verminderten Aktivitat von Komplex | bewirkt vermutlich eine Inhibition des Citratzyklus,
worauf der signifikante Anstieg der Citratzyklusmetabolite Citrat, Succinat, Malat und
Fumarat im Blutserum hinweisen konnte. Diese Konstellation fuhrt im weiteren Verlauf
zu einer eingeschrankten oxidativen Phosphorylierung und damit einhergehend zu ei-
ner reduzierten ATP-Synthese. Die unzureichende Energieproduktion tragt moglicher-
weise zu einem Verlust der Muskelfunktion bei Sarkopenie bei. Da sowohl Vitamin D
als auch Eisen essenziell flr eine adaquate mitochondriale Funktion sind und insbe-
sondere einen entscheidenden Einfluss auf die Funktionalitdit von Komplex | haben,
wird vermutet, dass die signifikant erniedrigten Vitamin-D-Serumspiegel und der ge-

storte Eisenstoffwechsel zur Aktivitdtsminderung von Komplex | beitragen kdnnten.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit also vermuten, dass externe
Faktoren, wie ein Vitamin D Mangel und ein gestorter Eisenstoffwechsel die Ursache
einer verminderten Komplex | Aktivitat sind, welche zu einer Inhibition des Citratzyklus
fihrt und infolgedessen zu einer mitochondrialen Dysfunktion, wodurch es zu einer

Beeintrachtigung der Muskelfunktion im Rahmen der Sarkopenie kommt.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Muskelphysiologie und altersbedingte Veranderungen

1.1.1 Alilgemeine Muskelphysiologie

Die Muskulatur spielt durch die Fahigkeit zur Kontraktion und Krafterzeugung eine ent-
scheidende Rolle beim Erhalt lebenswichtiger Funktionen. Das Muskelgewebe wird
infolge unterschiedlicher Strukturen und verschiedener Anforderungen in zwei Haupt-
gruppen unterteilt, wobei das Grundprinzip der Krafterzeugung durch die Wechselwir-
kung von Aktin- und Myosinfilamenten fir beide Gruppen gleich ist. Die Hauptgruppen
unterteilen sich in glatte Muskulatur und quergestreifte Muskulatur, welche sich in
Herzmuskulatur und Skelettmuskulatur unterteilt. Die Skelettmuskulatur macht dabei
den Grofteil mit ca. 40% des Korpergewichts (1) und Uber 600 individuellen Skelett-
muskeln (2) im menschlichen Korper aus. Die Kontraktilitat der Skelettmuskulatur er-
moglicht in Interaktion mit dem Bandapparat und Korperskelett die Stitz- und Halte-
funktion sowie die Durchflihrung willkirlicher Bewegungsablaufe, wodurch sie maf3-
geblich an der korperlichen Leistungsfahigkeit beteiligt ist. Zusatzlich ist die Skelett-
muskulatur in verschiedene Stoffwechselprozesse involviert (3) und ist somit im Hin-
blick auf Erkrankungen, welche wie Sarkopenie die Muskulatur betreffen, von besonde-

rem Interesse.
1.1.2 Aufbau, Funktion und Metabolismus der Skelettmuskulatur

Die komplexe Struktur des Skelettmuskels setzt sich zusammen aus den oben genann-
ten Myofilamenten Aktin und Myosin, welche das Sarkomer, die kleinste funktionelle
Einheit des Muskels bilden. Viele Sarkomere ergeben eine Myofibrille, welche wiede-
rum in ihrer Summe, umgeben von einer Basalmembran und dem Endomyisum, eine
Muskelzelle, respektive Muskelfaser bilden. Zwischen Basallamina und Sarkolemm
einer Muskelfaser sind Satellitenzellen lokalisiert (4), aus welchen sich im Rahmen der
Myogenese und bei Regenerationsprozessen Myoblasten entwickeln und sich im wei-
teren Verlauf zu Muskelzellen differenzieren (5). Die Gesamtheit der Muskelfasern,
welche sich zu Primar- und weiterhin zu Sekundarblindeln zusammenschlieRen, um-
geben von bindegewebigen Strukturen und letztlich der Muskelfaszie, ergeben schlief3-
lich den Skelettmuskel. Abhangig von der Belastungsart und anderen Faktoren, setzen
sich die jeweiligen Skelettmuskeln aus unterschiedlichen Fasertypen zusammen, wel-
che sich aufgrund verschiedener Myosin Schwerketten in drei Hauptfasertypen unter-
scheiden lassen (6, 7). Der Muskelfaser Typ I, auch langsame oder slow-oxidative Fa-
sern genannt, dient vorwiegend der Ausdauerbelastung und demnach der Stitz und
Haltefunktion. Die Energiegewinnung der Typ-I-Fasern erfolgt iberwiegend Uber den
8



Einleitung

aeroben Stoffwechsel, weshalb die Typ-I-Fasern viele Mitochondrien enthalten (8). Die
Muskelfasern vom Typ I, werden weiter unterteilt in Typ IIA, welche auch fast-
oxidative-glycolytic Fasern genannt werden und Typ |IB, auch fast-glycolytic Fasern
(8). Inrem Namen entsprechend sind die Muskelfasern vom Typ Il an schnellen Bewe-
gungsablaufen beteiligt, enthalten weniger Mitochondrien und beziehen ihre Energie
Uberwiegend Uber den anaeroben Stoffwechsel (8). Die Erzeugung von Bewegungs-
energie und Kraft durch den Skelettmuskel entsteht durch synchrone Kontraktionsab-
laufe der Sarkomere, welche durch motorische Nervenfasern eines a-Motoneurons
innerviert werden. Die Gesamtheit aller Muskelfasern, welche von einem a-Motoneuron
versorgt werden, wird als motorische Einheit bezeichnet (9). Die Interaktion von Aktin-
und Myosinfilamenten bewirkt die Kontraktion des Muskels und um diese wieder zu
I6sen, wird Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) benétigt. Zur Herstellung
von ATP verwenden Muskeln hauptsachlich Glukose und Fettsauren (10) , wobei Glu-
kose aerob und anaerob verstoffwechselt werden kann. Glukose wird hierfur aus den
muskeleigenen Glykogen-Speichern in Form von Glykogen bereitgestellt (11) und tber
verschiedene Signalachsen aus dem Blut aufgenommen (12). Die postprandiale, insu-
lingesteuerte Aufnahme von Glukose erfolgt dabei bis zu 85% durch den Skelettmuskel
(13), wodurch der Skelettmuskel wesentlich zu der Regulierung des Blutzuckers bei-
tragt (14). Je nach Energiebedarf und Verfligbarkeit werden aulerdem Fettsduren
durch die Skelettmuskelzellen Uber verschiedene Transportmechanismen aufgenom-
men (15) und mitochondrial zu Acetyl-Coenzym A (AcetylCoA) metabolisiert, um im
weiteren Verlauf ATP zu produzieren (15). Ebenso wie Glukose und Fettsauren kénnen
als weiterer Makronahrstoff Eiweil’e, beziehungsweise Aminosduren bei erhohtem
Energiebedarf als Energiequellen dienen, um ATP zu generieren (16). Der Skelettmus-
kel enthalt 50-70% des Gesamteiweilles im Koérper (1) und spielt damit als Energiere-
servoir bei kataboler Stoffwechsellage eine wichtige Rolle im Proteinmetabolismus
(17). Die Skelettmuskulatur schittet dartber hinaus Myokine aus, welche als muskel-
eigene Signalstoffe die Regulierung und Funktion der Skelettmuskulatur als auch ande-
rer Organe steuern (18). Anhand der multiplen Funktionen und Eigenschaften des Ske-
lettmuskels wird deutlich, welche besondere Bedeutung der Skelettmuskel nicht nur in
Bezug auf die korperliche Leistungsfahigkeit, sondern ebenso als metabolisches Organ
im menschlichen Koérper spielt. Als Folge dessen ist Muskelatrophie mit dem Auftreten
systemischer Krankheitsleiden und verschiedenen Erkrankungen anderer Organsys-

teme assoziiert (19).
1.1.3 Energiegewinnung durch die Mitochondrien im Skelettmuskel

Mitochondrien spielen durch ihre Hauptfunktion, die Synthese von ATP, eine zentrale

Rolle bei der Aufrechterhaltung des Energiehaushaltes und sind somit insbesondere
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fir den stoffwechselaktiven Skelettmuskel von besonderer Bedeutung. Mitochondrien
machen circa vier bis sieben Prozent der Skelettmuskelmasse aus (20), wobei je nach
Beanspruchung des Muskels, beziehungsweise der durch Muskelkontraktion
ausgeldsten physiologischen und biochemischen Prozesse die mitochondriale
Biogenese angeregt wird, wodurch unter anderem die Neubildung von Mitochondrien
im Skelettmuskel stimuliert wird (21). Neben der ATP Synthese sind Mitochondrien an
einer Vielzahl von Siganlwegen (22, 23) und Signaltransduktionen (24) innerhalb der
Zelle beteiligt und spielen eine Rolle in weiteren wichtigen Stoffwechselprozesse, unter
anderem dem Fettstoffwechsel (25, 26), Aminosaure-Metabolsimus (27), der
Regulation des Eisenstoffwechsels (28) und der Apoptose, dem programmierten
Zelltod (29). Zudem verfugen Mitochondrien tUber Qualitadtskontrollmechanismen und
sind Uber verschiedene Signalwege bei Stérungen und Fehlfunktionen ihrerselbst fahig
zur selektierten Autophagie, beziehungsweise zur sogenannten Mitophagie (30). Je
nach Anforderung des Muskels decken die Mitochondrien somit den zellularen
Energiebedarf, gewahrleisten eine kontinuierliche Funktionaltiat durch
Qualitatssicherung, oder initieren apoptische Programme um defekte Zellen zu

eleminieren.

Da die vielen Funktionen der Mitochondrien eng mit ihrer Morphologie im
Zusammehang stehen (31), wird im Folgenden kurz auf ihren Aufbau eingegangen
(siehe Abbildung 1). Mitochondrien bestehen aus vier Kompartimenten, einer
AulRenmembran, dem Intermembranraum, einer Innenmembran und der Mitochondrien
Matrix (32). Die AuRenmembran steht in Kontakt mit dem Zytosol der Zelle, ist von
Poren durchsetzt und dadurch fir viele Stoffe permeabel, wahrend die Innenmebran
undurchlassig ist. Die innere Mitochondrienmembran enthalt einige Transporter und
Kanale, sowie die Komplexe der Atmungskette (32) und zeichnet sich au3erdem durch
die sogenannten Cristae aus, bei denen es sich um Membraneinstilpungen in die
Matrix handelt. Diese dynamischen Invaginationen der Intermembran haben grof3en
Einfluss auf die vielfachen mitochondrialen Funktionen (33), sowie auf die Stabilitat und
Verteilung der Atmungskettenenzyme (34). Insbesondere Zellen mit hohem
Energiebedarf, wie Skelettmuskelzellen, enthalten entsprechend Mitochondrien mit
einem hohen Anteil an Cristae-Membranen (35). Nielsen et al. (36) konnten zeigen,
dass die Cristae-Membran pro Muskelvolumen ein besserer Indikator der maximalen
zellularen Sauerstoffaufnahme ist, als das Mitochondrienvolumen pro Muskelvolumen
an sich (36). Dies verdeutlicht, welch entscheidenden Einfluss die Morphologie der
Mitochondrien auf ihre Funtkion hat. Darliber hinaus ist die mitochondriale Dynamik,
also die Fahigkeit mehrerer Mitochondrien zu fusionieren und sich zu trennen, fir die

Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktionen essenziell (37). In der
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Mitochondrienmatrix findet der Hauptteil des Harnstoffzyklus, die B-Oxidation, die
Hambiosynthese, die Pyruvat-Dehyrdogenase-Reaktion und der Citratzyklus statt (38).
Auferdem befindet sich hier die mitochondriale DNA (mtDNA), welche Uberwiegend
Gene fur die Proteinuntereinheiten der Atmungskette kodiert (39). Die mtDNA ist ein
zirkulares DNA Molekul mit 16.6 Basenpaaren und bildet in Verbindung mit einigen
Proteinen ein kompaktes Nukleoid, welches nahe der inneren Mitochondrienmembran
in der Matrix lokalisiert ist (40). Insgesamt enthalt die mtDNA 37 Gene und kodiert fur
mitochondriale RNAs, mitochondriale tRNAs sowie 13 Polypeptide fir die

Untereinheiten der Atmungskettenenzyme (39, 40).

Die kontinuierliche Energieproduktion der Mitochondrien wird hauptsachlich durch die
oxidative Phosphorylierung von Kohlenhydraten und Fetten gewahrleistet (41). Die
Verstoffwechselung von Glukose startet im Zytosol der Zelle durch die Glykolyse und
liefert Uber mehrere Reaktionsschritte bis Pyruvat 2 ATP pro Molekil Glukose (42). Die
anschlieBenden oxidativen Reaktionen finden im Mitochondrium statt und liefern
hingegen circa 30 ATP pro Molekul Glukose (42), wozu der Citrazyklus durch die
Bildung der Reduktionsaquivalente NADH+H* und FADH; beitragt. Der Citratzyklus
wird auch als die Drehscheibe des Stoffwechsels bezeichnet, da er eine zentrale
Stellung in vielen Stoffwechselprozessen hat (43). Die Abfolge der einzelnen
Reatkionsschritte des Citratzykus wird nachfolgend wie durch Rassow et al. (44) und
Akram (45) anhand der oxidativen Phosphorylierung von Glukose beschrieben.
Zunachst wird das durch die Glykolyse entstandene Pyruvat vom Zytosol Uber den
Pyruvat-Carrier in die Mitochondrienmatrix transportiert (46), dort durch die
Pyruvatdehydrogenase zu Acetyl-CoA katalysiert und in den Citratzyklus eingespeist.
Der Citratzyklus besteht aus insgesamt acht enzymatisch katalysierten Reaktionen, die
im Verlauf des Zyklus Acetyl-CoA oxidieren (siehe Abbildung 1). Die erste Reaktion
von Acetyl-CoA mit Oxalacetat, katalysiert durch die Citratsynthase, ergibt Citrat,
welches der Namensgeber des Citratzykluses ist. Die Aktivitat der Citratsynthase gilt
neben dem membranstandigen Phospholipid Kardiolipin und der Aktivitdt von Komplex
| der Atmungskette als ein guter Marker fir den Mitochondriengehalt im Skelettmuskel
und liefert wichtige Informationen bezuglich der zelluldaren Energieproduktion, da die
Citratsynthase, Komplex | und Kardiolipin eng mit der Funktion und Effizienz der
Mitochondrien verknupft sind (47). Nach der Isomerisierung von Citrat zu Isocitrat
erfolgt durch die Isocitrat-Dehydrogenase die Oxidation von Isocitrat zu Oxalsuccinat,
welches dann spontan zu alpha-Ketoglutarat decarboyliert wird, wobei NADH+H*
gebildet wird. Durch die alpha-Ketoglutarat-Dehydrogenase wird alpha-Ketoglutarat zu
Succinyl-CoA umgesetzt und es entsteht ein weiteres Molekiil NADH+H®. Durch die

nachste Reaktion wird die energiereiche Thioesterbindung des Succinyl-CoA gespalten
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wobei es zur Bildug von GTP(Guanosintriphopshat) kommt, katalysiert durch die
Succinyl-CoA-Synthetase. Bei der Oxidation durch die Succinat-Dehydrogenase von
Succinat zu Fumarat wird ein Molekil FADH: gebildet. Die Succinat Dehydrogenase ist
als einziges Enzym des Citratzyklus in der inneren Mitochondrienmembran verankert
und kann dadurch die an FADH. gebundenen Elektronen direkt in die Atmungskette
einbringen. In der nachsten Reaktion entsteht durch die Hydratisierung aus Fumarat
nun Malat, weches schlief3lich durch die Malatdehydrogenase zu Oxalacetat oxidiert
wird, wobei ein weiteres Molekiil NADH+H" entsteht. Mit der Bildung von Oxalacetat
schlielt sich der Kreis und beginnt nach erneuter Zufuhr von Acetyl-CoA von vorne.
Der Citratzyklus spielt nicht nur in der oxidativen Phosphorylierung eine entscheidende
Rolle, sondern liefert fur viele weitere Stoffwechselwege Snythesevorstufen,
beispielsweise fir die Gluconeogenese, Fettsaurensynthese und Aminosauresynthese.
Aufgrund der Beteiligung an sowohl katabolen als auch anabolen Stoffwechselwegen
wird der Citratzyklus auch als amphibolisches Zentrum bezeichnet (45). Durch die
stdndige Bereitstellung von Metaboliten ist der Citratzyklus auf anaplerotische
Reaktionen im Mitochondrium angewiesen, also auf das Zufihren neuer Metabolite in
den Zyklus, sodass dieser nicht zum Erliegen kommt (48). Sowohl in anaplerotischen
als auch kataplerotischen Reaktionen spielt der Citratzyklus im Mitochondrium eine
Schlisselrolle, was insbesondere in der Skelettmuskulatur ausschlaggebend ist, um

das Gleichgewicht des Energiestoffwechsels aufrecht zu erhalten (49).

Der Citratzyklus steht im direkten Zusammenhang mit der Atmungskette, da die
Reduktionsaquivalente NADH+H" und FADH; des Citratzyklus in der Atmungskette
oxidiert werden und die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus gleichzeitig als
Komplex Il der Atmungskette fungiert. Die Atmungskette ist eine in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierte Elektronentransportkette, bestehend aus insgesamt
vier Komplexen und wird im Folgenden wie durch Rassow et al. (44) und Osellame et
al. (50) beschrieben. Die wichtigste Aufgabe der Atmungskette ist die
Aufrechterhaltung eines Protonengradienten uber der inneren Mitochondrienmembran,

welcher letztlich von der ATP-Synthase genutzt wird, um ATP zu synthetisieren.

Komplex |, die NADH-Ubichonon-Oxidoreduktase, ist mit 45 Untereinheiten der grofite
Komplex der Atmungskette (51) und nimmt zwei Elektronen von NADH auf, welche
vorlaufig durch das im Komplex | enthaltene Flavinmononukleotid Ubernommen
werden. AnschlieRend werden die Elektronen nacheinander von den in Komplex |
enthaltenen acht Eisen-Schwefel-Zentren ibernommen und schlieRlich an Ubichinon
Ubertragen. Wahrenddessen werden Uber Komplex | vier Protonen von der Matrix in
den Intermembranraum exportiert. Damit ist Komplex | essenziell fir die Initiierung der

Atmungskette (51). Komplex | ist ein besonderer Atmungskettenenzymkomplex und
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spielt durch seine NADH-Dehydrogenase-Aktivitdt eine einzigartige Rolle bei der
Entstehung, der Entwicklung und dem Verlauf von Krankheiten, welche mit
mitochondrialen Funktionen assoziiert sind (39). Dysfunktionen von Komplex | werden
besipielsweise mit mitochondrialen Erkrankungen, wie Parkinson und auch dem
Alterungsprozess in Zusammenhang gebracht (51). Eine Aktivitdtsminderung von
Komplex | flhrt zu einer Abnahme von NAD+, welcher ein ausschlaggebender
Cofaktor fur Enzyme vieler zelluldrer Prozesse ist, wie DNA Reparaturen, den

Stoffwechsel und Proteinacetylierungen (39).

Komplex Il der Atmungskette ist wie oben bereits beschrieben gleichzeitig die
Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus und enthalt neben drei Eisen-Schwefel-
Zentren und einer Hamgruppe, das Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) als prosthetische
Gruppe, welches bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat zwei Elektronen aufnimmt
und dabei zu FADH; reduziert wird. FADH; gibt die Elektronen an die Eisen-Schwefel-
Zentren innerhalb des Komplex Il weiter und von dort werden sie auf Ubichinon
Ubertragen, wodurch es zu Ubichinol reduziert wird. Komplex Il pumpt als einziger
Komplex der Atmungskette keine Protonen in den Intermembranraum. Das in der
mitochondrialen Innenmembran frei I6sliche Ubichinon, welches synonym als Coenzym
Q bezeichnet wird, sammelt die Elektronen von Komplex | und Il und Ubertragt diese
auf Komplex Ill. Die Cytochrom-C-Oxidoreduktase, Komplex Il der Atmungskette,
Ubernimmt die Elektronen von Ubichinon und Ubertragt sie auf Cytochrom c. Hierbei
werden insgesamt 4 Protonen in den Intermembranraum befordert. Komplex Il
enthhalt ebenfalls als Coenzym ein Eisen-Schwefel-Zentrum und Hamgruppen.
Komplex IV, die Cytochrom-C-Oxidase, tUbernimmt die Elektronen von Cytochrom ¢
und ubertragt sie auf Sauerstoff, welcher wiederum durch Bindung an Protonen aus
der Matrix zu H20 reduziert. Die dabei freiwerdende Energie ermdglicht Komplex IV
einen Export von weiteren zwei Protonen in den Iltermembranraum. Komplex IV enthalt
neben zwei Hamgruppen zwei Kupferzentren. Das mitochondriale Membranpotenzial
resultiert im Wesentlichen aus dem Protonengradienten durch die Atmungskette und ist
unverzichtbar fir die Funktionalitdt der ATP-Synthase, einem Transmembranprotein
welches aus Adenosindiphosphat und Phosphat mittels des Protonengradienten ATP
synthetisiert (52) und essentiell fur den Energiestoffwechsel von Zellen ist. Die
JKraftwerke® der Zelle machen ihrem Namen also alle Ehre, da sie nicht nur
kontinuierlich Energie in Form von ATP liefern und sich dem zelluldarem Bedarf durch
Biogenese, Zellteilung und -fusion standig anpassen, sondern ebenso durch ihre
vielseitigen Beteilungungen am Zellstoffwechsel einen groflen Einfluss auf die

Gesundheit des gesamten Organismus haben (38).
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Abbildung 1 Schematische, vereinfachte Darstellung eines Mitochondriums mit Citratzyklus und Atmungs-
kette

1.2 Sarkopenie

1.2.1 Definition der Sarkopenie

Der Begriff Sarkopenie wurde erstmals in den achtziger Jahren durch Irwin H. Rosen-
berg gepragt, mit dem Ziel die bis dahin erworbenen Erkenntnisse bezlglich des al-
tersbedingten Verlustes der Muskelmasse in einem Wort zusammenzufassen (77).
Basierend auf dem damaligen Wissensstand, dass Muskelmasse den verhaltnismagig
starksten Ruckgang in Struktur und Funktion im Laufe des Lebens aufzeigt und somit
einen groRen Stellenwert im Alterungsprozess hat, wurde die Zusammenstellung der
griechischen Worte "sarx" (Fleisch) und "penie" (Verlust) dafir gewahlt (53). Im Januar
2018 erhielt Sarkopenie in Deutschland einen Diagnoseschlissel (ICD-10-GM,
M62.50) und im gleichen Jahr stellte die European Working Group on Sarcopenia in
Older People (EWGSOP2) (54) eine Uberarbeitete Version ihrer Konsensusdefintion
von 2010 vor. Sarkopenie ist ein geriatrisches Syndrom mit akutem oder chronischem
Verlauf, welches als ein progressiver und generalisierter Verlust von Muskelmasse und
-kraft definiert wird. AuRerdem ist Sarkopenie mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fur
korperliche Einschrankungen, einem erhdhten Sturzrisiko, Frakturen und einer erhéh-
ten Sterblichkeit assoziiert (54, 55).
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1.2.2 Diagnostik und Diagnosekriterien der Sarkopenie

Die Diagnostik der Sarkopenie erfolgt gemaf den Kriterien des europaischen Sarkope-
nie-Konsensus (54, 55), welche im Folgenden beschrieben werden. Zur Identifizierung
sarkopener Patienten im klinischen Setting und im Praxisalltag wurde ein Fragebogen
bestehend aus funf Fragen entworfen (56). Abgefragt werden Kraft und Mobilitat im
Alltag (Gehen, Aufstehen, Treppensteigen) und erganzend eine Sturzanamnese erho-
ben. Pro Frage werden null bis zwei Punkte vergeben, wobei ab einer Punktzahl von =
4 Punkten eine weiterfihrende Diagnostik erfolgen sollte oder gegebenenfalls bei < 4
Punkten eine zeitnahe Reevaluation angestrebt werden sollte. Fir die weiterfihrende
Diagnostik wurde von der EWGSOP2 ein Diagnosealgorithmus konzipiert. Dieser be-
ginnt mit einer Messung der Handkraft mittels Dynamometer, welche im Detail unter
4.2.1 beschrieben wird, oder wahlweise Messung der Beinkraft mithilfe des "chair-rise-
test". Sofern das Testergebnis unter dem festgelegten Grenzwert liegt, kann eine Pra-
sarkopenie bestehen. Diese Diagnose ist im klinischen Alltag bereits ausreichend, um
Interventionen einzuleiten (57). Die Feststellung einer niedrigen Muskelkraft stellt den
Verdacht auf Sarkopenie dar. Fur die Bestatigung der Sarkopenie wird im nachsten
Schritt mittels Dual-Réntgen-Absorptiometrie (dual-energy x-ray absorptiometry =
DXA), Bioimpedanzanalyse (BIA), Computertomographie (CT), oder Magnetreso-
nanztomographie (MRT) die Muskelmasse und -qualitat bestimmt. Die Diagnose Sar-
kopenie liegt vor, wenn sowohl die Muskelkraft als auch die Muskelmasse reduziert
sind. Zur Bewertung des Sarkopenie Schweregrads wird die korperliche Leistungsfa-
higkeit mittels der Ganggeschwindigkeit, oder dem "short physical performance bat-

tery" Test, oder dem "timed-up-and-go" Test, oder der 400m Gehstrecke gemessen.

1.3 Risikofaktoren und Pathophysiologie der Sarkopenie

Die Atiologie der Sarkopenie ist nicht abschlieRend geklart und es werden multifaktori-
elle Ursachen diskutiert, welche Auswirkungen auf die Entstehung und die Progression
der Sarkopenie beginstigen (58). Diese werden im Rahmen der altersbedingten Ver-

anderung der Muskulatur in den folgenden Abschnitten erlautert.
1.3.1  Muskelverdanderungen im Alter und Sarkopenie

Die Skelettmuskulatur ist ein sehr dynamisches Gewebe und zeichnet sich durch ihre

hohe Plastizitat aus (59). Art und Umfang koérperlicher Aktivitaten, Ernahrung, korperli-

cher Stress und andere auflere Umstadnde nehmen darauf ebenso Einfluss wie voran-

schreitendes Alter und damit einhergehend strukturelle und folglich funktionale Veran-

derungen der Skelettmuskulatur. Die altersbedingten Veranderungen des Muskels zei-
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gen sich dementsprechend durch die Reduktion der Muskelmasse und Abnahme der
Muskelkraft. Goodpaster et al. haben festgestellt, dass die Muskelkraft der Beinmusku-
latur bei Uber 70 Jahrigen im Vergleich zur Muskelmasse pro Jahr dreimal so schnell
abnimmt, was auf einen rapiden Funktionsverlust des Muskels im Alter hinweist (60). In
der zweiten und dritten Lebensdekade erreicht die Muskelkraft inr Maximum und nimmt
ab der funften Lebensdekade um circa ein bis zwei Prozent jahrlich ab, wobei sich die
Abnahme ab einem Alter von 65 Jahren nochmals verstarkt (61). Hierbei scheint der

Verlust der Muskelkraft bei Mannern ausgepragter zu sein, als bei Frauen (62).

Die Reduktion der Muskelmasse in Relation zum Kdrpergewicht beginnt ebenfalls in
der dritten Lebensdekade, wahrend die Abnahme der absoluten Skelettmuskelmasse
mit circa 45 Jahren beginnt, wovon insbesondere die Muskulatur der unteren Extremi-
tat betroffen ist (63). Mit steigendem Alter kommt es zu einem kontinuierlichen Verlust
der Muskelmasse, welcher ab einem Alter von > 70 Jahren beschleunigt abzulaufen
scheint (64-66). Durch Immobilisation wird der Verlust der Muskelmasse zusatzlich
verstarkt. So konnte Kortebein et al (67) im Rahmen einer Studie eine Verringerung der
Muskelproteinsynthese von 30%, einhergehend mit einer Reduktion der Muskelmasse
um 3.2% und einem Verlust der Muskelkraft von 15.6% bei 67 Jahre alten, gesunden
Probanden wahrend zehntagiger Bettruhe feststellen. Gleicherweise zeigte sich auch
schon nach einer kurzeren Zeitdauer von nur 5 Tagen der Ruhigstellung ein erhebli-
cher Verlust an Skelettmuskelmasse und -kraft, einhergehend mit einer Aktivierung des
katabolen Stoffwechsels (68).

Der altersbedingte Rickgang des Muskelgewebes ist auf zellularer Ebene durch den
Verlust und die Atrophie von Muskelfasern gekennzeichnet (69), wobei ein altersbe-
dingter Verlust ab dem 25. Lebensjahr zunachst von beiden Fasertypen gleichermallen
stattfindet (70). Der Verlust von Muskelfasern ist unter anderem bedingt durch einer
Abnahme der motorischen Einheiten in Folge einer Denervierung (71). Neben dem
Verlust der motorischen Einheiten kommt es auf3erdem zu qualitativen Veranderungen,
welche unter anderem eine Instabilitdt neuromuskularer Synapsen, Gruppierung ver-
schiedener Fasertypen durch wiederkehrende Denervierung und gestorter Reinnerva-
tion bewirken (72). Veranderungen des Nervensystems, beziehungsweise neurodege-
nerative Prozesse sind ebenfalls mit Sarkopenie assoziiert (73). So konnten Drey et al.
einen Verlust motorischer Einheiten in Assoziation sarkopener Patienten feststellen,
wahrend die verbliebenden motorischen Einheiten einen GroéRenzuwachs zeigten,

vermutlich als Kompensationsmechanismus (74).

Die primare Ursache der reduzierten Muskelmasse im Alter scheint indessen vor allem

die Atrophie der Muskelfasern vom Typ Il darzustellen (75), was wiederum einen Ein-
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fluss auf die Leistungsfahigkeit und Belastungsart hat. Eine Verringerung der Schnell-
kraft ist durch die Atrophie der Typ-ll-Fasern somit im alternden Muskel besonders
ausgepragt (76), wobei davon hauptsachlich Manner betroffen zu sein scheinen (77,
78). So konnte auch im Zusammenhang der Sarkopenie ebenfalls eine Muskelfase-
ratrophie der schnellkontrahierenden Typ-II-Fasern vor allem flir Manner gezeigt wer-
den (79).

Satellitenzellen regulieren das Wachstum und die Regeneration der Skelettmuskelzel-
len und sind daher eng verknupft mit Muskelwachstum und Muskelatrophie. Ein Rick-
gang von Muskelfaser Typ-lI-spezifischen Satellitenzellen wurde konkordant zum Ver-
lust der Muskelmasse, sowie der Reduktion des Muskelfasertyps Il ab einem Alter von
crica 50 Jahren und verstarkt in seneszenten Muskelzellen ab einem Alter von 70 Jah-
ren beobachtet (80). Ein Zusammenhang zwischen einer satellitenzellenabhangigen
Abnahme der Regenerationsfahigkeit im alternden Muskel wird ebenfalls im Rahmen

der Sarkopenie vermutet (81-83).
1.3.2 Veranderung des Metabolismus im Alter und Sarkopenie

Aufgrund der Abnahme von Typ Il Muskelfasern und der infolgedessen veranderten
Muskelfaserzusammensetzung zugunsten von langsam kontrahierenden Typ | Muskel-
fasern konnte eine Verschiebung von anaerobem zu aerobem Energiestoffwechsel im
alternden Skelettmuskel beobachtet werden (84-86). Altersbedingte Veranderungen im
Energiestoffwechsel, dem kontraktilen Apparat des Skelettmuskels und die neuromus-
kuldre Degeneration weisen aulRerdem eine enge Verknupfung mit einem veranderten
Muskelproteom auf (87). Théron et al. demonstrierten in einer Analyse des Muskelpro-
teoms von Biopsien des Musculus vastus lateralis von Frauen im Alter von 78 Jahren
im Vergleich zu Frauen im Alter von 53 Jahren eine deutliche Abnahme von Proteinen,
welche am Energiestoffwechsel beteiligt sind, wie beispielweise Untereinheiten der
ATP-Synthase (88). In einer Ubersichtsarbeit wurde dargestellt, dass Veranderungen
des Muskelproteoms mit altersbedingter Skelettmuskelatrophie assoziiert ist, welche im
Zusammenhang mit Sarkopenie steht (89). Dabei zeigten sich deutliche Veranderun-
gen flr eine Vielzahl kontraktiler Proteine, welche essenziell fir die Aufrechterhaltung
der Muskelfunktion sind (89). Die Dysbalance von Auf- und Abbau der Muskelproteine
im Skelettmuskel scheint eine entscheidende Rolle im Alterungsprozess zu spielen,
welche unter anderem durch die sogenannte anabole Resistenz, einer verminderte
Reaktion auf anabole Stimuli durch die Nahrungsaufnahme des gealterten Muskels
verursacht wird (90, 91).
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1.3.3 Proinflammatorische Prozesse und endokrinologische Veranderungen im

Alter und bei Sarkopenie

Ursachlich fur das Entstehen der anabolen Resistenz ist vermutlich eine Kombination
aus verminderter korperlicher Aktivitat, einer verringerten postprandialen Menge an
Aminosauren, einer Insulinresistenz, inflammatorischen Prozessen und weiterer ge-
storter Mechanismen des alternden Skelettmuskels (90, 92-94). Darunter wird insbe-
sondere chronisch entzindlichen Prozessen im Alter mit erhdhten Spiegeln von Tu-
mornekrosefaktor und Interleukinen (IL-1 und IL-6) eine grof’e Bedeutung zugeschrie-
ben (95). Der Anstieg von proinflammatorischen Zytokinen beeintrachtigt die Muskula-
tur durch die Stimulation des muskularen Proteinabbaus (96) und den Einfluss sowohl
auf die Regulation des anabolen Hormons Insuline like Growth Faktor 1(IGF-1) (97) als
auch auf die Insulinsensitivitdt (98). Zytokine kénnten durch die Aktivierung des
Ubiquitinsytems und dem daraus resultierenden Abbau von Proteinen, ebenso wie
durch eine Hemmung der IGF-1 Aktivitdt und die Entwicklung einer Insulinresistenz
einen Ausloser fur Sarkopenie darstellen (99). Die altersbedingten Veranderungen des
Hormonhaushaltes haben einen entscheidenden Einfluss auf den Verlust der Muskel-
masse und Muskelkraft (100). Bei Mannern lie3 sich eine signifikante Assoziation von
Muskelmasse mit dem Testosteronspiegel nachweisen (101, 102) und es zeigte sich
eine kontinuierliche Abnahme des Testosteronspiegels mit steigendem Alter als auch
eine zunehmende Pravalenz fir Hypogonadismus ab einem Alter von 50 Jahren (103).
Frauen zeigten ab dem 55. Lebensjahr eine starke Reduktion der Muskelkraft (62),
weshalb eine Assoziation zum Klimakterium und dem damit einhergehenden niedrige-
ren Ostrogenspiegel vermutet wird (102, 104). Neben der altersbedingten Abnahme
von Sexualhormonen, scheinen insbesondere anabole Hormone wie Insulin eine grol3e
Rolle in der Pathogenese der Sarkopenie zu spielen (105). So konnte gezeigt werden,
dass der Alterungsprozess mit einer Insulinresistenz einhergeht (106, 107) und ein
Zusammenhang von Insulinresistenz mit Sarkopenie besteht (108, 109). Endokrinolo-
gische Veranderungen im Alter betreffen unter anderem auch das Wachstumshormon
(= Growth Hormone, GH ), welches ab der 3. Lebensdekade stetig um circa ein Pro-
zent jahrlich sinkt (110-112). GH stimuliert die Sekretion von IGF-1 (113) und eine Ab-
nahme von IGF-1 kann zu einer Abnahme der Muskelmasse, Muskelkraft, reduzierter
Proteinsynthese und vermehrtem Zelltod flhren (111, 114). Im Rahmen einer Studie
konnten verringerte Konzentrationen von sowohl IGF-1 als auch dem IGF-1-
Bindeprotein (IGFBP3) bei sarkopenen Patienten nachgewiesen werden (115). Hor-
mone und Androgene spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des Muskelstoff-
wechsels und dem Erhalt der Muskelmasse, sowohl physiologisch als auch pathophy-

siologisch (113). So konnte nicht nur eine Abnahme der oben beschriebenen Hormone
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Testosteron, GH und IGF-1 beobachtet, sondern auch eine signifikanter Zusammen-
hang mit Sarkopenie gezeigt werden (116). Auflerdem wird vermutet, dass das Wachs-
tumshormon IGF-1 in Bezug auf die Denervierung und dem Verlust motorischer Einhei-

ten im Rahmen der Sarkopenie eine potenzielle Rolle in der Pathogenese spielt (117).
1.3.4 Lebensstilanderung und Mangelzustande im Alter und Sarkopenie

Einen maligeblichen Faktor der altersbedingten Veranderungen der Muskulatur stellen
die mit dem Alter einhergehenden Lebensstilanderungen, hinsichtlich Bewegung und
Ernahrung dar. Die korperliche Aktivitat alterer Menschen in Deutschland wurde 2018
durch das Regionalburo Europas der World Health Organization (WHQO) erhoben und
ein Bewegungsmangel unter gesundheitlicher Perspektive bei Uber der Halfte (= 58%)
der > 65-jahrigen festgestellt (118). Subgruppen mit mangelnder kérperlicher Aktivitat

von > 70-jahrigen zeigten eine erhdhte Pravalenz fur Sarkopenie (119).

Die Ergebnisse einer Meta-Analyse von 2019 zeigten, dass 23% der europaischen
Bevolkerung im Alter von = 65 Jahren ein hohes Risiko und 48,4% ein moderates bis
hohes Risiko fir eine Protein-Energie-Unterernahrung zeigten, wobei davon insbeson-
dere hospitalisierte Patienten betroffen waren (120). In einer weiteren Ubersichtsarbeit
konnte gezeigt werden, dass das Alter neben anderen Faktoren eine Mangelernahrung
beglnstigt (121). Im Rahmen der KORA- Age Studie wurde festgestellt, dass 52% der
Erwachsenen im Alter von 65 bis 93 Jahren einen Vitamin-D-Mangel (< 50 nmol/l),
27% einen Vitamin-B12-Mangel (< 221), 11% einen Eisenmangel und 9,8% einen Fol-
sauremangel hatten (122). Zwischen Mangelernahrung und Sarkopenie konnte ein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (123, 124). AuRerdem wurde ein er-

hohtes Sturzrisiko bei mangelernahrten > 70-jahrigen beobachtet (125).

Insbesondere flr Vitamin D wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen Verande-
rungen der Muskelmasse, korperlichen Leistungsfahigkeit und erniedrigten Ausgans-
werten von Vitamin D bei alteren Erwachsenen Uber einen Beobachtungszeitraum von
drei Jahren festgestellt (126). Vitamin D hat einen grof3en Einfluss auf den Muskel-
stoffwechsel und spielt eine wichtige Rolle sowohl in der Muskelregeneration als auch
bei der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion (94, 127-129). Es konnte ein
direkter Zusammenhang zwischen dem Vitamin-D-Spiegel im Serum und dem musku-
laren Energiestoffwechsel festgestellt werden, was die Relevanz von Vitamin D fir die
Aufrechterhaltung einer optimalen Energieproduktion in den Muskelzellen verdeutlicht
(130).

Eisen ist ebenso unerlasslich fur die Aufrechterhaltung verschiedener zellularer und

mitochondrialer Funktionen und der Eisenstoffwechsel ist entsprechend von grof3er
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Bedeutung im Skelettmuskelgewebe, welches einen Anteil von 10 bis 15 Prozent des
im Koérper vorhandenen Eisen enthalt (131). Als essenzieller Mineralstoff spielt Eisen
eine bedeutende Rolle in zahlreichen biochemischen Prozessen der Mitochondrien,
darunter der Sauerstoffbindung, dem Sauerstofftransport und der Energieproduktion
(132, 133). Dies umfasst auch die Generierung von ATP im Skelettmuskel, da Eisen
wie bereits erwahnt ein wesentlicher Bestandteil der Enzymkomplexe der mitochond-
rialen Elektronentransportkette ist und somit von fundamentaler Bedeutung firr die Re-
doxreaktionen und den damit verbundenen effektiven oxidativen Abbau von Kohlehyd-
raten und Fetten ist (134). Gleichzeitig sind die Mitochondrien an der Aufrechterhaltung
der Eisenhomdostase und an Prozessen wie Transport, Speicherung und Verwertung
von Eisen in der Zelle beteiligt (135). Es besteht eine hohe Pravalenz von Eisenmangel
in der alteren Bevdlkerung (136) und angesichts der genannten vielfachen Funktionen
von Eisen konnten die Folgen eines Eisenmangels entsprechend zu Beeintrachtigung
auf zellularer Ebene flihren. Gleiches scheint jedoch auch fir eine Eisenlberladung
zuzutreffen, welche wie der Eisenmangel ebenso zu Stérungen der zellularen Mecha-
nismen fiihren kann (131, 137). So konnte in einer Ubersichtsarbeit dargestellt werden,
dass der Alterungsprozess mit einer gestorten Eisenhomdostase einhergeht, welche im
weiteren Verlauf zum Verlust der mtDNA-Stabilitat fuhrt und somit moglicherweise zum

altersbedingten Muskelabbau beitragt (133).

1.3.5 Mitochondriale Veranderungen im Alter und Sarkopenie

Als Hauptproduzenten der zelluldren Energie werden altersbedingte Muskelverande-
rungen vor allem auf Mitochondrien zurlickgefiihrt und ihnen wird ebenso in der Patho-
genese der Sarkopenie eine groRe Bedeutung zugeschrieben (138-141). Es konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl an Mitochondrien mit zunehmendem Alter sowohl bei
Mannern als auch Frauen deutlich abnimmt (142) und die verbleibenden Mitochondrien
eine verminderte Funktion im Alter zeigen (143). Als Grund dafur werden bereits seit
vielen Jahren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) diskutiert, welche durch die Atmungs-
kette hauptsachlich von Komplex | und Il produziert werden (144-146). ROS-
Akkumulationen kénnen aufgrund ihrer hohen Reaktivitat insbesondere die in der Mito-
chondrienmatrix gelegene mtDNA beschadigen, wodurch es zu Mutationen kommen
kann. Infolgedessen kann ein Circulus vitiosus entstehen, da mtDNA-Schaden in einer
gestorten Synthese der Atmungskettenenzyme resultieren kdnnen. Dies kann zu einer
gestorten ATP-Synthese flihren und zusatzlich eine vermehrte Produktion von ROS
verursachen, wodurch weitere Mutationen begunstigt werden (147-149). Bua et al.

konnten in dem Zusammenhang eine Zunahme an Muskelfasern des Musculus vastus
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lateralis mit Anomalien der Elektronentransportkette von 25% im Alter von 49 bis 92
Jahren feststellen (150). Dabei wurde auf3erdem beobachtet, dass die Abschnitte der
Muskelfasern mit Anomalien der Elektronentransportketten einen auflergewdhnlich
hohen Anteil an mtDNA mit Deletionsmutationen besafien (150). Analog dazu wurde in
einer weiteren Studie mit zunehmenden Alter eine Abnahme der mtDNA bei gleichzei-
tig exponentiellem Anstieg an mtDNA-Deletionsmutationen in den Mitochondrien des
Musculus vastus lateralis beobachtet (151). Unabhangig von oxidativen Schaden durch
ROS und oxidativen Modifikationen mitochondrialer Stoffwechselenzyme gibt es noch
weitere degenerative mitochondriale Prozesse, welche Einfluss auf den Alterungspro-
zess haben, wie beispielsweise Dysregulationen des Citratzyklus, welche zu einer
verminderten Energieproduktion und verminderten metabolischen Effizienz flihren
(152). So wurde mit zunehmendem Alter eine signifikante Abnahme der Citrat-
Synthase-Aktivitat, einem Schlisselenzym des Citratzyklus, festgestellt und eine Re-
duktion der Cytochrom-C-Oxidase- Aktivitdt (Komplex V) der Atmungskette (140).
Damit einhergehend konnte in einer weiteren Studie neben einer deutlichen Abnahme
der mtDNA-Dichte im Alter eine kontinuierliche Abnahme der mitochondrialen Kapazi-
tat fir die oxidative Phosphorylierung und damit einhergehend eine Abnahme der ATP-
Produktion gezeigt werden, welche mit funktionellen Veranderungen der noch beste-
henden Mitochondrienpopulation in Verbindung gebracht wurde(142, 143). Auflerdem
gingen sowohl Veranderungen der mitochondrialen Biogenese als auch der Dynamik
und Mitophagie mit einer eingeschrankten oxidativen Kapazitat und reduziertem Ermu-
dungswiderstand im alternden Skelettmuskel einher (153). Alway et al. nehmen an,
dass eine mitochondriale Dysfunktion zu einer erhéhten Permeabilitat der Mitochondri-
enmembran fuhrt und es aufgrund eingeschrankter Mitophagie zu einer Anhaufung
dysfunktionaler Mitochondrien in der Zelle kommt. Durch die erhdhte Permeabilitat
konnte Mitochondrieninhalt in das Zytosol austreten und dadurch sowohl in den Mus-
kelzellen als auch in den Motoneuronen eine Apoptose auslésen, welche im weiteren
Verlauf zum Verlust der Muskelfasern und Motoneuronen fiihren und somit zu der Ent-

wicklung einer Sarkopenie beitragen kénnte (154).

Anhand einer umfangreichen Analyse des Muskelmetaboloms von sowohl gesunden
Menschen mit einem Durchschnittsalter von 22 Jahren als auch gesunden Menschen
mit einem mittleren Alter von 72 Jahren und gebrechlichen Menschen mit einem
Durchschnittsalter von 78 Jahren, konnten im Vergleich deutliche Unterschiede im
Muskelmetabolom und eine Reduktion der Citratzyklusmetabolite fir die alteren Pro-
banden gezeigt werden, was ebenfalls auf dysfunktionale Mitochondrien oder eine Ab-
nahme der Mitochondrienanzahl mit steigendem Alter hinweist (155). Zudem wurde ein

signifikanter Unterschied des Muskelproteoms und der Citratzyklusmetabolite zwischen
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den gesunden 72-jdhrigen und gebrechlichen 78-jahrigen Studienteilnehmern beo-
bachtet (155). So konnte auch kurzlich durch Untersuchungen des Metaboloms sarko-
pener Patienten gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem Schwere-
grad der Sarkopenie und der Konzentration bestimmter Metaboliten, insbesondere von
Fettsdure-Metaboliten und der Aminosaure Citrullin besteht. Diese Ergebnisse deuten
ebenfalls auf eine Assoziation zwischen Sarkopenie und einer mitochondrialer Dys-
funktion hin (115). Ebenso konnte in einer Ubersichtsarbeit (iber die Auswirkungen von
Metaboliten auf die Funktion der Mitochondrien in der Pathogenese der Skelettmuskel-
alterung gezeigt werden, dass die Wechselwirkungen zwischen Mitochondrien und
bestimmten Metaboliten, wie Aminosauren und Fettsduren als auch Vitamin D von we-
sentlicher Bedeutung bei der Pathogenese der Sarkopenie sind (156).
Die Studienlage zeigt deutlich, dass Veranderungen der mitochondrialen Physiologie
und des mitochondrialen Stoffwechsels sich stark auf die Zellfunktion und den Energie-
stoffwechsel auswirken und damit zum progressiven Alterungsprozess wie im Rahmen

der Sarkopenie beitragen.

Lifestyle
Bewegungsmangel . .
Verlust Mangelernéhrung Mitochondriale
motorischer Dysfunktion
Einheiten \ \ /
Proinflammatorische — Muskelfaseratrophie
Prozesse T Sarkopenie

\ Verénderter
Veranderter Metabolsimus
Hormonstatus /

Abnahme/

Verandertes Veranderungen

(d [ 4 !
Muskelproteom der Satelliten
Zellen

Abbildung 2 Risikofaktoren und Pathomechanismen der Sarkopenie, nachempfunden nach Picca et al.
(139)
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2 Zielsetzung

Die altersbedingten Veranderungen des Skelettmuskels unterliegen multifaktoriellen
Ursachen und gehen mit einer Abnahme der Muskelmasse und -kraft einher, wobei die
Sarkopenie einen aggravierten Verlauf des Prozesses beschreibt. Ein mit zunehmen-
dem Alter veranderter Lebensstil, wie Bewegungsmangel und Fehlerndhrung spielen
dabei eine ebenso grofe Rolle wie Veranderungen des Metabolismus, sowie endokri-
nologische und zellulare Veranderungen. Auf molekularer Ebene werden als Ursache
des alternden Muskels vor allem die Mitochondrien in Betracht gezogen und es wird
vermutet, dass eine mitochondriale Dysfunktion an der Pathogenese der Sarkopenie

mafigeblich beteiligt ist.

Mitochondrien erflillen insbesondere im Skelettmuskel eine Vielzahl wichtiger Funktio-
nen und sind an zahlreichen Stoffwechselprozessen beteiligt. Durch die oxidative
Phosphorylierung von Glukose und Fettsauren und der damit verbundenen Produktion
von ATP erfillen sie ihre Hauptaufgabe als zellulare Energiequelle und sind dartber
hinaus durch die Integration apoptotischer Signalwege fiir die Aufrechterhaltung der
Funktionsfahigkeit des Muskelgewebes von zentraler Bedeutung. Veranderungen des
mitochondrialen Metabolismus und damit einhergehende Verschiebungen der Konzent-
rationen von Metaboliten im Blutserum kdnnen daher nicht nur Aufschluss Uber die

mitochondriale Aktivitat geben, sondern gleichermalien Uber die zelluldre Funktion.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, bei geriatrischen und sarkopenen Patienten nach
Oberschenkelhalsfraktur anhand der Untersuchung von Biopsien des Muskelgewebes
und mit Blutserumanalysen eine potenzielle mitochondriale Dysfunktion zu detektieren.
Daflr wird aus Muskelhomogenat der Gewebeproben die Aktivitat der Atmungsketten-
enzyme gepruft. Aus den Muskelgewebeproben werden auflerdem primare Myoblas-
tenkulturen generiert und Stoffwechselveranderungen in Echtzeit gemessen. Zudem
wird in den Blutseren der Probanden die Konzentration mitochondrialer Metabolite des
Citratzyklus, sowie der Vitamin-D-Gehalt und Serummarker des Eisenstoffwechsels

gemessen. Dadurch sollen die folgenden Fragestellungen geklart werden:

1. Lasst sich eine Aktivitatsminderung mitochondrialer Enzymkomplexe der Atmungs-
kette im Muskelhomogenat aus Muskelbiopsien geriatrischer, sarkopener Patienten

nachweisen?

2. Sind in primaren Myoblastenkulturen, welche aus Muskelbiopsien geriatrischer und
sarkopener Patienten generiert wurden Veranderungen im Metabolismus nachweis-

bar?
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3. Welchen Einfluss haben multisystemische Fakoren, wie Citratzyklusmetabolite und
der Eisenmetabolismus und externe Faktoren, wie Vitamin D auf die Mitochondrien im

Skelettmuskel geriatrischer, sarkopener Patienten?

Basierend auf der Uberlegung, dass externe Faktoren, wie Vitamin D und Eisen einen
bedeutenden Einfluss auf den mitochondrialen Stoffwechsel haben, wird die Hypothese
aufgestellt, dass es infolge einer Imbalance dieser Faktoren zu mitochondrialen Dys-
funktionen kommt. Die mitochondrialen Dysfunktionen wiederum kdnnten in eine ver-
minderte Skelettmuskelfunktion resultieren, welche mit Sarkopenie assoziiert ist.
Die vorliegenden Untersuchungen sollen daher helfen, ein besseres Verstandnis fur
die Bedeutung mitochondrialer Dysfunktionen und deren Entstehung im Rahmen der

Sarkopenie zu erhalten.
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3 Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das hier beschriebene Patientenkollektiv und das damit einhergehende Prozedere der
Rekrutierung und Diagnostik wurde bereits in der Dissertation zwei weiterer Doktoran-
dinnen (Stefanie Jarmusch und Fabiana Tanganelli) der Arbeitsgruppe dargelegt. Auf

etwaige Doppelungen sei hiermit hingewiesen.

3.1.1 Rekrutierungsprozess

Die Rekrutierung fand von November 2017 bis Marz 2019 am Universitatsklinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in Kooperation mit der Klinik fir Unfallchirur-
gie und Traumatologie der Universitat Minchen am Campus GrolRhadern statt. Die
Patientenkohorte der NEUSARC (Neurogene Sarkopenie) Studie umfasste 42 Teil-
nehmer, welche aufgrund einer proximalen Femurfraktur eine operative Versorgung
mittels Marknagelosteosynthese oder Endoprothesenimplantation erhielten. Von allen
Probanden wurde praoperativ das Einverstandnis zur Teilnahme an der NEUSARC
Studie und der damit einhergehenden intraoperativen Gewinnung einer Muskelbiospie
des Musculus vastus lateralis eingeholt. Es erfolgte zusétzlich eine Aufklarung tber die
Studienbedingungen sowie notwendiger postoperativer Untersuchungen. Das Studien-
protokoll wurde von dem ethischen Komitee der medizinischen Fakultat bestéatigt (IRB-
No. 328-15) und nach den Standards der Deklaration von Helsinki von 1964 durchge-
fuhrt.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In diese Arbeit eingeschlossen wurden Patienten im Alter von 70 Jahren und alter, wel-
che sich einer operativen Therapie an der Klinik fir Unfallchirurgie und Traumatologie

des Klinikums der Universitat Minchen nach proximaler Femurfraktur unterzogen.

Von dieser Arbeit ausgeschlossen wurden betreute Patienten, Pflegebewohner und
Patienten mit einem Body-Mass-Index (BMI) von mehr als 30kg/m?. Weitere Aus-
schlusskriterien waren eine bestehende genetische oder erworbenen neuromuskularen
Erkrankung, wie Myasthenia gravis, muskulare Dystrophie, Amyotrophe Lateralsklero-
se und Poliomyelitis, eine vorliegende schwere Demenz, chronische inflammatorische
Erkrankungen, wie Morbus Chron, Colitis ulcerosa, rheumatoide Arthritis als auch das
Bestehen einer systemischen Kortisondauertherapie, oder einer Krebserkrankung oder

deren Therapie in den letzten funf Jahren.

25



Methoden

3.2 Sarkopeniediagnostik

3.2.1 Bestimmung der Handkraft

Die maximale Handkraft der Probanden wurde mithilfe eines hydraulischen Dynamo-
meters bestimmt (DHD-1 Digital Handy Dynamometer, Saehan). In aufrecht sitzender
Position mit 90° angewinkeltem Arm wurde der Patient aufgefordert den Messbalken
des Dynamometers in der jeweiligen Hand dreimal in Folge mit maximaler Handkraft zu
dricken. Die Messungen wurde an beiden Handen durchgefuhrt, wobei der héchste
Messwert der maximalen Handkraft entsprach. Eine maximale Handkraft von < 16kg
fir Frauen und < 27kg fur Manner wurden als Cut-Off-Werte nach Empfehlung der
EWGSOP2 (54) verwendet.

3.2.2 Messung der Muskelmasse mittels Bioimpedanzanalyse

Die Zusammensetzung der Korpermasse wurde mit Hilfe der BIA ermittelt. Hierbei
werden verschiedene Gewebetypen des menschlichen Koérpers mittels elektrischer
Leitfahigkeit nach Anlegen einer schwachen Wechselspannung bestimmt. Es wird die
Gesamtmasse des menschlichen Korpers, die fettfreie Kérpermasse, bestehend aus

Muskel, Knochen und Flissigkeit und die Fettmasse ermittelt.

Fur die Messung wurde dem ruhig liegenden Patienten kontralateral zur operierten
Koérperseite sowohl eine Spannungselektrode als auch eine Messelektrode an Handge-
lenk und Fuligelenk der jeweils leicht abgespreizten Extremitat befestigt. Die Messung
wurde mittels Bioimpedanzspektroskopie durchgefihrt. Das verwendete Gerat Imp
SFB7 (ImpediMed, Carlsbad CA, USA) beinhaltet eine Multifrequenzanalyse und wur-
de mit der dazugehdrigen Software SFB17 ausgewertet. Es wurden die LBM und FM
bestimmt und Messdaten bei 50kHz verwendet. Zur Berechnung der appendikuldren
Skelettmuskelmasse (ASM; [kg]) wurde gemafl der Empfehlungen der EWGSOP2 (54)

die Gleichung von Sergi et al. (157) verwendet:

ASM = —-3,964 + (0,227 xRI) + (0,095 * weight) + (1,384 * sex) + (0,064 * Xc)

Formel 1: Berechnung der ASM [kg]: RI = Resistive Index [cm?/Q)], weight = Kérpergewicht [kg], sex =
Geschlechtskonstante (0 fiir Manner, 1 fiir Frauen), Xc = Reaktanz.

wobei:

height?
B Rz
Formel 2: Berechnung von RI [cm?/Q)J: height = KérpergréRRe [cm], Rz = Widerstand aus BIA [Q]

RI

Die ASM wurde der Korperoberflache angepasst und somit ein Skeletal Muscle Mass
Index (SMI) berechnet:

ASM

SMI = ——
height?
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Formel 3: Berechnung fiir SMI [kg/m2]: ASM [kg], height = Kérpergr6Be [m]

Die durch die EWGSOP2 (54) festgelegten Cut-off-Werte flr eine reduzierte Muskel-

masse sind fir Manner bei < 7.00 kg/m? und fiir Frauen bei < 5.5 kg/m?.

Sowohl die Durchfiihrung der Messungen fir die maximale Handkraft als auch die Be-
stimmung der Muskelmasse mithilfe der BIA erfolgten durch zwei weitere Doktoranden

(Stefanie Jarmusch und Fabian Hofmeister) der Arbeitsgruppe.

3.2.3 Sarkopeniediagnose und Einteilung in Sarkopeniegrade

Probanden mit einer verminderten Handkraft und verminderten Muskelmasse geman
den Kriterien der EWGSOP2 (54) erhielten die Diagnose Sarkopenie.
Aus den klinischen Daten wurde zur Einschatzung der Sarkopenieschwere als metri-
sches Mal} ein Z-Score ermittelt. Der Z-Score wurde flr Alter und Geschlecht standar-
disiert und auf den Wertebereich der Standardnormalverteilung der Kohorte transfor-

miert. Daraus ergab sich abhangig vom Geschlecht der Probanden folgende Formel:

27 — Handkraft 7,0 — SMI
a.) Zs = +

SDHandkraft SDSMI

b)) Z, = 16 — Handkraft N 55 — SMI
. ? SDHandkraft SDSMI

Formel 4: Berechnung des Z.Scores fiir a.) Mdnner und b.) Frauen, SD = Standardabweichung, SMI =
Skeletal Muscle Mass Index

Folglich gilt: Je héher der Z-score, desto ausgepragter ist die Sarkopenie bei den Pro-

banden.

3.3 Gewinnung des Muskelgewebes

3.3.1 Entnahme und Praparation der Muskelbiopsie

Im Rahmen einer offenen Operation der proximalen Femurfraktur wurde den Proban-
den an der betroffenen Koérperseite ein ca 0.5 cm x 2 cm groRes Muskelbiopsat des
Musculus vastus lateralis entnommen. Die Entnahme erfolgte durch die Chirurgen des
Instituts fur Unfallchirurgie und Traumatologie der LMU Minchen. Das Biopsat wurde
unmittelbar nach der Exzision vorsichtig in ein steriles Gefaly Uberfuhrt, welches vom
Operationssaal in einer gekuhlten Styrobox zur Weiterverarbeitung in das myologische
Labor des Friedrich-Baur-Institutes, Campus Innenstadt der LMU transportiert wurde.
Dort wurde es unter der Sicherheitswerkbank mithilfe von zwei Skalpellen in zwei klei-
nere Portionen zerteilt, wobei darauf geachtet wurde eine Quetschung des Gewebes
moglichst zu vermeiden. Zuvor wurden eventuelle Fettanlagerungen vorsichtig vom

Muskelbiopsat mittels Skalpells abgetragen. Der groftere Anteil des Muskelstiicks wur-
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de fur histologische Untersuchungen verwendet und der kleinere Anteil wurde bis zur
Anfertigung der Primarzellkultur fir 4 bis maximal 5 Tage bei 4°C in einem mit Solution

A beflllten 15-mlI-Réhrchen gelagert.

3.4 Zellbiologische Methoden

Alle aufgeflhrten, die Zellkulturen betreffenden Arbeitsschritte wurden zur Verhinde-
rung der Kontamination des Gewebes an einem Arbeitsplatz mit Sicherheitsstufe S2,
unter einer Sicherheitswerkbank mit autoklavierten, bzw. sterilisierten Materialien unter
einem Luft-Abzug durchgefihrt. Die Arbeitsflache wurde vor und nach der Arbeit mit

70%-igem Alkohol gesaubert.

3.4.1 Anlage der Primarzellkultur

Zur Anlage der primaren Myoblastenzellkulturen wurde das Biopsat zunachst aus dem
15-ml-Réhrchen in eine 10-cm-Petrischale (iberfiihrt und der Solution A Uberstand ab-
gesaugt. Mithilfe eines sterilen Skalpells wurde das Biopsat in 1 mm grof3e Stlicke zer-
schnitten. Nach Zugabe von 5 ml Solution ATE (Solution A mit 4,5 ml Trypsin und
EDTA) wurden die Muskelstiicke mit einer 25-ml-Pipette aufgenommen und durch die
obere Offnung einer Wheaton Flask pipettiert. Die 10-cm-Petrischale wurde anschlie-
Rend noch zweimal mit je 5 ml Solution ATE gespdilt, und die Spulflissigkeit ebenfalls
in die Wheaton Flask Uberfuhrt, sodass ein Gesamtvolumen von 15 ml entstand. Die
Muskel-Solution-ATE-Suspension wurde in der Wheaton Flask auf dem Magnetrihrer
fir 15 Minuten stark gerlhrt. Um weiterhin Sterilitdt zu bewahren, wurde die Wheaton
Flask im Anschluss mit 70% Alkohol desinfiziert und der untere Deckel nach dem Off-
nen unter der Sicherheitswerkbank abgeflammt. Nach etwa einer Minute wurde die
Muskel-Solution-ATE-Suspension aus der Wheaton Flask in ein mit 15 ml DMEM
(supplementiert mit 10% FCS und 40 g/ul Gentamicin) befiilltes 50-ml-Réhrchen vor-
sichtig uberflhrt. Der oben beschriebene Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt,
sodass keine Gewebereste in der Wheaton Flask verblieben. Die drei 50-ml-Réhrchen
mit Muskel-Solution-ATE-Suspension wurden nun bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
bei 1200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und das entstandene Zellpellet des ersten 50-ml-Réhrches in 5 ml
Skeletal Growth Medium SGM (SGM, PELOBIOTECH, Planegg/Martinsried, Deutsch-
land), supplementiert mit 5 ml Gibco™ GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) und 2 ml Penicillin, resuspendiert. Die Resuspension wurde auf
das Zellpellet des zweiten 50-ml-Réhrchen transferiert und darin resuspendiert. Ab-
schlieBend wurde das Zellpellet des dritten 50-ml-Réhrchens gleichermallen mit der

bisher entstandenen Zellsuspension der anderen Rdéhrchen resuspendiert und die dar-
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aus resultierende Suspension schliefdlich in eine 60-cm-Petrischale Uberflihrt und bei
37 °C in 5% CO; Atmosphare im Brutschrank inkubiert. Nach friihestens 24 Stunden

und spatestens drei Tagen fand der erste Mediumswechsel statt.

Die Anlage der Primarzellkultur erfolgte durch Fabiana Tanganelli, einer weiteren Dok-

torandin der Arbeitsgruppe.

3.4.2 Passagieren der Zellkultur

Die Kultivierung erfolgte wie oben bereits erwahnt in SGM, supplementiert mit 5 ml
Gibco™ GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und 2 ml Penicil-
lin. Sobald die Zellen eine Konfluenz von ca. 70% erreichten, wurden sie passagiert.
Daflir wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit 8-10 ml PBS gewa-
schen, um Zellreste und Mediumsruckstande zu entfernen. Anschlieend wurde 1.5 ml
Trypsin/ EDTA Lésung auf die Zellen gegeben. Die enzymatische Wirkung der Endop-
eptidase Trypsin fuhrt zu einer Auflésung der Zell-Matrix-Verbindungen, sodass es zum
Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturschale kommt. Der Ca?*-Chelator EDTA
wiederum 16st die Zellkontakte untereinander (158). Nach einer Einwirkzeit von drei
Minuten im Inkubator bei 37°C in 5% CO, Atmosphare wurde lichtmikroskopisch Uber-
pruft, ob sich die Zellen von der Zellkulturschale geldst hatten und der Prozess gege-
benenfalls durch leichtes Beklopfen beschleunigt. Durch die Zugabe von 3.5 ml fri-
schem SGM auf die gelésten Zellen, wurde die Enzymreaktion gestoppt. Die Zellen
wurden anschlieRend fur die Weiterkultivierung auf drei neue mit 5 ml SGM bestlckten

10-cm Petrischalen aufgeteilt.

3.4.3 Kryokonservierung der Zellkultur

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte nach der zweiten Passage und Erreichen
von > 70% Konfluenz der Zellkultur. Vorerst wurden die Zellen mit 8-10 ml PBS gewa-
schen und nach Zugabe von 1.5 ml Trypsin/ EDTA fir drei Minuten bei 37°C in 5%
CO2 Atmosphare inkubiert (wie bereits in 3.4.2 beschrieben). Nach vollstandiger Ablo-
sung der Zellen von dem Boden der Zellkulturschale, wurden 8 ml DMEM hinzugefugt
und die Zellsuspension in ein 50-ml-Réhrchen pipettiert und fir 5 Minuten bei 12 °C
und 1300 Umdrehungen pro Minute pelletiert. Der Uberstand wurde anschlieBend ab-
gesaugt und das Zellpellet mit 7.5 ml Freezing Medium homogenisiert. Die Zellsuspen-
sion wurde auf finf 1.5-ml-Kryoréhrchen aufgeteilt und fur die stufenweise Abklhlung
zunachst bei -80°C fur maximal 5 Tage gelagert und im Anschluss bis zur weiteren

Verarbeitung der Zellen erfolgte die Lagerung in flissigem Stickstoff bei -196°C.
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3.4.4 Auftauen der kryokonservierten Zellkultur

Das Kryoréhrchen wurde nach Entnahme aus dem Stickstofftank schonend zunachst
bei Raumtemperatur und weiterhin durch Handwarme bis zum Erreichen eines ca. 3
cm grofden noch gefrorenen Stickes aufgetaut. Anschlie3end wurde das Kryoréhrchen
mit 70%-igem Alkohol desinfiziert und unter der Sicherheitswerkbank und der Inhalt mit
dem verbliebenen gefrorenen Stick in eine mit 3.5 ml SGM beflllten 5-cm-
Zellkulturschale gekippt. Verbliebene Flussigkeit im Kryorohrchen wurde vorsichtig
mithilfe einer 1000-ul-Pipette in die Zellkulturschale transferiert. Zur Kultivierung wurde
die Zellkultur anschlieend bei 37°C in 5% CO, Atmosphare inkubiert. Um eine Senes-
zenz der Zellen zu verhindern, erfolgte die Messung wiederum bereits nach der zwei-

ten Passage der Zellen, wie in 3.4.2 bereits beschrieben.

3.4.5 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat der Zellen

Am Vortag der metabolischen Analysen wurde vor der Aussaat der definierten Zellzahl
zunachst die Gesamtzellzahl der Zellsuspension bestimmt. Daflir wurden die Zellen
vorab wie in 3.4.2 beschrieben trypsiniert und in ein steriles Mikroreaktionsgefaf® tber-
fuhrt. Im nachsten Schritt wurden in einem separaten Mikroreaktionsgefal® 10 pl der
trypsinierten Zellsuspension mit 10 pyl Trypanblau-Lésung versetzt. Unmittelbar danach
wurden 10 pl des Ansatzes in die Zahlkammer pipettiert und mithilfe eines automati-
sierten Zellzahlers (TC20, BioRad, Hercules, California, USA) die Zellzahl und Zellvia-
bilitat ermittelt. FUr die Berechnung der Zellkonzentration wurde mit der Anzahl der
lebenden Zellen gerechnet. Zunachst wurde dafiir ein Faktor aus der ermittelten Zell-
zahl lebender Zellen (Njs)) und der fur die Aussaat definierten Zellzahl (Nsor) berechnet,

mittels

_ N (ist)
TN (soll)

Formel 5 Berechnung der Zellkonzentration

Das Verhaltnis des definierten Volumens des Testmediums zum Fakor f ergab das zu
pipettierende Volumen der trypsinierten Zellsuspension, um die gewiinschte Zellkon-

zentration far die Aussaat Zu erhalten:

Testmedium (V)

Zellsuspension (V) = Faktor(f)

Formel 6 Berechnung des Testvolumens

Die Zellen wurden in die fur das Seahorse Gerat konzipierten Zellkulturplatten (XFp
Cell Culture Miniplates (103025-100), Seahorse Bioscience, Agilent, Santa Clara, CA,
USA) mit einer Dichte von 1,5 x 10* Zellen pro Zellkammer ausgesat. Pro Messung
wurden die acht Zellkammern der Zellkulturplatten mit Zellen von je zwei verschiede-

nen Proben bestlckt, sodass pro Probe mindestens drei Messungen durchgefihrt
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wurden. Die ubrigen zwei Zellkammern wurden mit Testmedium bestickt und dienten

als Kontrolle.

3.5 Metabolische Untersuchungen

3.5.1 Metabolische Analysen mittels Seahorse XFp Analyzer
3.5.1.1 Messprinzip des Seahorse XFp Analyzers

Der Seahorse XFp Analyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) ist ein Gerat, welches
eine Messung von Stoffwechselprozessen in Echtzeit an lebenden Zellen einer Zellkul-
tur ermoglicht. Die Grundlagen dieser Echtzeitanalysen basieren auf Messungen ext-
razellularer Sauerstoffkonzentrationen und pH-Veranderungen, welche Rickschlisse
auf intrazellulare Stoffwechselprozesse erlauben. Das Gerat verflgt Uber eine Sen-
sorenplatte, welche mit analytspezifischen Fluorophoren flir Sauerstoff und Protonen
ausgestattet ist. Andert sich wahrend einer Messung im Zellmedium die Sauerstoff-
oder Protonenkonzentration, so andert sich auch die Fluoreszenz der Fluorophoren,
deren Signale dann Uber ein Fiberglaslichtwellenleitersystem an das Geréat weitergelei-
tet und ausgewertet werden. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung des
Aufbaus und Messprinzips des Seahorse XFp Analyzers. Vor Beginn einer Messung
mussen die Zellkammern der Zellkulturplatten der zu untersuchenden Zellkultur beimpft
werden, sodass am Boden der Zellkammern ein einschichtiger Zellrasen wachst. Im
Anschluss wird fur die Messung die Sensorenplatte zunachst heruntergefahren, sodass
die Messungen in einer transienten Mikrokammer zwischen dem einschichtigen Zellra-
sen und dem Sensor stattfinden. Durch diese raumliche Nahe des Sensors zum Zellra-
sen in der Mikrokammer kénnen im Verlauf auftretende Veranderungen im Medium
innerhalb kirzester Zeit detektiert werden. Nach Injektion verschiedener Substanzen
Uber integrierte Injektionskanale kénnen daraufhin verschiedene Stoffwechselprozesse
isoliert durchlaufen und betrachtet werden und die damit einhergehenden Stoffwech-
selveranderungen im Medium anhand der Anderung des Fluoreszenzsignals der Flu-
orophoren in Echtzeit gemessen werden. Die Messungen der zu bestimmenden Para-
meter werden automatisch dreimal wiederholt und das Medium zwischen den Messun-
gen durch Hochfahren der Sensorenplatte durchmischt. Die Sauerstoffkonzentration
respektive Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) korreliert dabei
mit der mitochondrialen Respiration der Zellen. Die pH-Veranderungen werden mithilfe
der extrazellularen Azidifikationsrate (extracellular acidification rate, ECAR) erfasst und

stehen im Zusammenhang mit der glykolytischen Aktivitat der Zellen.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Seahorse XFp Analyzer Aufbaus und dessen Messprinzip,
exemplarisch fiir zwei Zellkammern. (Modifizierte Darstellung nach Seahorse Bioscience, Agilent.)

3.5.2 Messablauf der mitochondrialen Respiration

Fir die Untersuchung der mitochondrialen Respiration wurde das XFp Cell Mito Stress
Test Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Bei dem Mito-Stresstest wird die
OCR gegen die Zeit gemessen. Das Test-Kit enthalt die Substanzen Oligomycin, Car-
bonylcyanid-4-Trifluormethoxyphenylhydrazon (FCCP) und eine Mischung aus An-
timycin A und Rotenon, welche sequenziell durch die Injektionskanale der Sensoren-
platte in das Medium der Zellkammern injiziert werden und auf verschiedene Kompo-
nenten der Atmungskette wirken. Dadurch ermdglicht der Mito-Stresstest eine Beurtei-
lung des oxidativen Stoffwechsels der Zellen. Es werden insgesamt sechs Parameter
ermittelt: Die basale Respiration, das Protonen Leck, die maximale Respiration und die
nicht-mitochondriale Respiration. AuRerdem werden die ATP-Produktion und die respi-
ratorische Reservekapazitat aus den gemessenen Parametern berechnet. Abbildung 4
zeigt eine schematische Darstellung des Messablaufes. Zu Beginn der Messung wird
der Sauerstoffverbrauch der Zellen im Ausgangszustand gemessen. Nach 20 Minuten
wird der ATP-Synthase-Hemmer Oligomycin injiziert, wodurch der Protonenkanal blo-
ckiert und somit die oxidative Phosphorylierung von ADP zu ATP gehemmt wird. Durch
diese Inaktivierung wird weniger Sauerstoff verbraucht und es kommt zum Absinken
der OCR, woraus sich der zur ATP-Produktion benétigte Sauerstoffverbrauch ableiten
lasst. Das Protonen-Leck reprasentiert die Differenz der tatsachlichen ATP-Produktion
und der basalen Respiration. Es zeigt den Anteil, welcher aufgrund von Leckstromen
Uber die mitochondriale Membran nicht fur die Synthese von ATP genutzt werden
kann. Nach weiteren 30 Minuten wird der Entkoppler FCCP injiziert. Dieser baut das
mitochondriale Membranpotenzial ab, welchem eine Abnahme des Protonengradienten

folgt und die Atmungskette infolgedessen zur maximalen Aktivitat stimuliert. Aus dem
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damit einhergehenden Anstieg der OCR lasst sich die maximale Respiration bestim-
men. Die Differenz aus der maximalen Respiration und der basalen Respiration ergibt
die respiratorische Reservekapazitat. Die Reservekapazitat zeigt die Fahigkeit der Zel-
len auf einen gesteigerten Energiebedarf zu reagieren. Die letzte Injektion von Ro-
tenon/ Antimycin A nach weiteren 50 Minuten bewirkt einen Abfall des Sauerstoffver-
brauchs. Rotenon inhibiert Komplex | der Atmungskette und Antimycin A Komplex llI,
sodass die mitochondriale Respiration komplett zum Erliegen kommt. Die verbleibende
niedrige OCR beschreibt somit die nicht- mitochondriale Respiration, welche aus ande-
ren sauerstoffverbrauchenden Enzymen der Zellen resultiert. Die Differenz der gemes-
senen OCR zu den verschiedenen Messzeitpunkten von der OCR der nicht-
mitochondrialen Respiration ergibt die rein durch die Mitochondrien verursachte OCR

zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

Rotenon &
Oligomycin FCCP Antimycin A

Maximale

P Respiratorische
Respiration p

Reservekapazitat

ATP
Produktion

Sauerstoffsverbrauchsrate
(pmol/min)

Nicht-mitochondriale-Respiration

Zeit
(min)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Messablaufs der mitochondrialen Respiration. Gemessen wird
die Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) in pmol/min gegen die Zeit in min. (Modifizierte Darstellung nach
Seahorse Bioscience, Agilent)

3.5.3 Messablauf der glykolytischen Aktivitat

Fir die Untersuchung der glykolytischen Aktivitat der Zellen wurde das XFp Glycolysis
Stress Test Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) verwendet. In diesem Test-Kit sind
Glukose, Oligomycin und 2-Deoxyglucose enthalten, welche ebenfalls im Verlauf der

Messung durch die Injektionskanale ins Medium der Zellkammern injiziert werden und
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mit Enzymen der Glykolyse als auch Bestandteilen der Atmungskette der Zellen rea-
gieren. Bei dem Glyko-Stresstest wird die extrazellulare Azidifikationsrate, ECAR, ge-
messen und insgesamt vier Parameter bestimmt: Die Glykolyse, die glykolytische Ka-
pazitat und die nicht-glykolytische Azidifikationsrate. Der vierte Parameter, die glykolyt-
ische Reserve wiederum wird aus der Glykolyse und glykolytischen Kapazitat berech-
net. Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung des Messablaufes und der ermit-
telten Parameter. Es erfolgt analog zur Messung der OCR im Mito-Stresstest zunachst
die Messung der ECAR im Ausgangzustand. Nach 20 Minuten wird Glukose injiziert,
wodurch die Zellen zur Glykolyse angeregt werden und einen Anstieg der ECAR verur-
sachen. Die nachste Injektion von Oligomycin erfolgt nach weiteren 20 Minuten. Durch
die durch Oligomycin vermittelte Inhibition der ATP-Synthase der Atmungskette findet
in den Zellen ein Wechsel von aerobem zu tGberwiegend anaerobem Stoffwechsel statt.
Der dadurch gesteigerten Glykolyse folgt eine weitere Erhdhung der Azidifikationsrate,
sodass der ECAR bis zu einem Maximum ansteigt. Zu diesem Zeitpunkt Iasst sich die
glykolytische Kapazitat der Zellen messen. Die Differenz aus der glykolytischen Kapa-
zitat und der zuvor gemessenen Glykolyse ergibt die glykolytische Reserve. Die Injek-
tion von dem Glukose-Analogon 2-Deoxyglucose nach weiteren 50 Minuten bindet
kompetitiv an Hexokinase, sodass die Glykolyse komplett gehemmt wird. Die resultie-
rende niedrige ECAR ergibt die nicht-glykolytische Azidifikation, welche durch andere
Stoffwechselprozesse der Zellen zustande kommt. Analog zum Mito-Stresstest kann
nun durch die Differenz der zu den Messzeitpunkten bestimmten ECAR von der ECAR
der nicht glykolytischen Azidifikation die rein durch Glykolyse bedingte ECAR berech-

net werden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Messablaufs der glykolytischen Aktivitdt. Gemessen wird die
extrazelluldre Azidifikationsrate (ECAR) in mpH/min gegen die Zeit in min. (Modifizierte Darstellung nach
Seahorse Bioscience, Agilent)

3.5.4 Vorbereitung der Zellen und des Sensoraufsatzes

Am Vortag der Messung wurden sowohl fir den Mito-Stresstest als auch fir den Glyko-
Stresstest die Zellen wie in 3.4.5 beschrieben mit einer Dichte von 1,5 x 10* Zellen in
80 ul SGM pro Zellkammer der Zellkulturplatte ausgesat und fir 12 Stunden bei 37° in
5% CO. Atmosphare inkubiert, sodass am Boden der Zellkammern ein einschichtiger

Zellrasen anwachsen konnte.

Pro Messung wurde aullerdem eine Kalibrierplatte am Vortag mit je 200 pl XF
Callibrant (Agilent, Santa Clara, CA, USA) pro Kammer hydriert und Uber Nacht bei
37°C ohne CO; Begasung inkubiert.

3.5.5 Bestimmung der mitochondrialen Respiration der Zellen

Die Messung der mitochondrialen Respiration mit dem XFp Cell Mito Stress Test Kit

wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Am Tag der Messung wurde zunachst das Assaymedium fir den Mito-Stresstest ange-
setzt. Hierfir wurden 5 ml Seahorse XF Base Medium (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
mit 50 pl 100 mM Pyruvat, 50 yl 200 mM Glutamin und 20 pl 2.5 M Glukose supple-
mentiert. Anschlielend wurden 0.1% NaOh titriert, bis ein pH von 7.4 erreicht wurde.
Das Assaymedium wurde dann bei 37°C fur 15 Minuten in einem Warmebad erwarmt.

Nach Erreichen der Temperatur wurden die Zellen eine Stunde vor Messbeginn mit
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dem erwarmten Assaymedium gewaschen. Vorab wurde lichtmikroskopisch tberprift,
ob sich ein einschichtiger Zellrasen am Boden jeder Zellkammer der Zellkulturplatte
gebildet hatte. Nach dem Waschschritt wurde jede Kammer mit 80 pl erwarmten As-
saymedium befullt und die Zellen bei 37°C ohne CO. Begasung fir 60 Minuten inku-
biert. Kurz vor Beginn der Messung erfolgte die Beladung der Injektionsports der Kalib-
rierplatte. Die Substanzen des Mito Stress Test Kit wurden nach Herstellerangaben mit
dem Assaymedium verdinnt, sodass sich fir Oligomycin und FCCP eine Konzentrati-
on von 12.5 uyM und fir Glukose 6.25 uM ergab. Die Ports der Kalibrierplatte wurden
entsprechend eines Startvolumens von 180 ul mit den Substanzen beladen und somit
20 pl Oligomycin in Port A, 22 ul FCCP in Port B und 25 ul Rotenon/ Antimycin A in
Port C pipettiert. Die Kallibrierplatte wurde anschlieRend in den Seahorse XFp Analy-
zer eingefahren, sodass das Gerat selbststandig vor jeder Messung eine Kallibration
durchfihren konnte und eine adaquate Funktion der Sensoren gewahrleistet werden
konnte. Nach erfolgter Kalibration wurde die Kalibrierplatte wieder enthommen und
unmittelbar vor Beginn der Messung die 80 pl Assaymedium aus jeder Zellkammer
vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und mit dem Startvolumen von 180 pl erwarmten
Assaymedium befiillt. Die Zellkulturplatte wurde dann in den Seahorse XFp Analyzer

transferiert und der Mito-Stresstest gestartet.

3.5.6 Bestimmung der glykolytischen Aktivitat der Zellen

Die Messung der glykolytischen Aktivitat mit dem XFp Cell Glycolysis Stress Test Kit
wurde ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die folgenden Arbeitsschritte
gleichen bis auf wenige Ausnahmen der Durchfihrung des Mito-Stresstests wie in
3.5.5 beschrieben.

Vorab wurde am Tag der Messung das Assaymedium (5 ml Seahorse Base Medium
und 50 pl Glutamin) angesetzt, welches mithilfe von 0.1% NaOH auf einen pH von 7.4
titriert wurde und fur 15 Minuten in einem Warmebad auf 37°C erwadrmt wurde. Nach
der lichtmikroskopischen Kontrolle wurden die Zellen mit dem erwarmten Assaymedi-
um eine Stunde vor Messbeginn gewaschen und anschlieBend bei 37°C ohne CO
Begasung inkubiert. Fur die Injektionsports der Kalibrierplatte, welche kurz vor Beginn
der Messung beladen wurden, wurden die Substanzen des Glucose Stress Test Kit
nach Herstellerangaben mit dem Assaymedium verdinnt. Port A wurde mit 20 ul Glu-
kose in einer Konzentration von 25 mM beladen, Port B mit 22 pl Oligomycin in einer
Konzentration von 12.5 yM und Port C mit 25 pl 2-Deoxyglukose in einer Konzentration
von 125 mM. Die Kalibrierplatte wurde in den Seahorse XFp Analyzer gefahren, so-
dass vor Messbeginn eine Kalbration durchgefiihrt werden konnte. Direkt vor der Mes-

sung wurden 80 pl Assaymedium aus jeder Zellkammer vorsichtig abgesaugt und mit
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einem Startvolumen von 180 pl Assaymedium beflllt. Die Zellkulturplatte wurde

schlieRlich in den Seahorse XFp Analyzer Gberfuhrt und der Glyko-Stresstest gestartet.

3.5.7 Nachbereitung der Zellen und Auswertung der Seahorse-Messungen

Nach den Messungen wurde das Assaymedium aus jeder Zellkammer vorsichtig abge-
saugt, verworfen und die Zellen fur eine weitere Zahlung wie in 3.4.5 beschrieben bis
auf wenige abweichende Arbeitsschritte behandelt. Nach einem Waschschritt mit 180
pl PBS pro Zellkammer wurden die Zellen mit 20 ul Trypsin EDTA pro Zellkammer
trypsiniert. Sobald sich die Zellen nach erfolgter Inkubation vom Boden der Zellkammer
geldst hatten, wurden sie mit 20 yl Trypanblau pro Zellkammer resuspendiert. An-
schlieRend erfolgte die Zellzadhlung mit dem automatisierten Zellzahler. Fir die Analy-
sen wurde mit der Gesamtzellzahl gerechnet. Die Datenauswertung erfolgte mithilfe
von Wave Desktop. Mittels Microsoft Excel wurden die Messwerte auf die gemessene

Zellzahl normalisiert und fur jede einzelne Zellkammer analysiert.

3.6 Messung der mitochondrialen Enzymaktivitat

Die mitochondrialen Atmungskettenenzyme im Muskelhomogenat der kryokonservier-
ten Muskelproben wurde nach der in Fischer et al., 1986 (159) beschriebenen Methode
bestimmt. Die Aktivitaten von Komplex I, Komplex II+1ll, Komplex IV und die Citratsyn-
thase wurden dabei spektralphotometrisch gemessen. Fir alle Messungen wurde das
Varian Cary® 50 UV-Vis-Spectrophotometer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) verwen-
det.

Sowohl die Herstellung des Muskelhomogenats als auch die Messungen der Atmungs-
kettenenzymaktivitat erfolgten durch die technischen Assistentinnen des Friedrich-

Baur-Instituts, Campus Innenstadt.

3.6.1 Herstellung des Muskelhomogenats

Wie in Fischer et al (160) beschrieben, wurden 600 mg der kryokonservierten Muskel-
probe flr die Herstellung des Muskelhomogenats verwendet und mithilfe eines sterilen
Skalpells in kleine Stlicke zerteilt. Das zerteilte Gewebe wurde dann mit eiskaltem
SETH-Puffer (250 mM Saccharose, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7.4 50 U/ml He-
parin) suspendiert und schonend mit einem Homogenisator nach Potter-Elvehjem ho-
mogenisiert. Das resultierende Homogenat wurde zentrifugiert (600 g, 4°C 10 Minuten)
und der Uberstand fiir die Bestimmung der mitochondrialen Atmungskettenenzyme

verwendet.
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3.6.2 Bestimmung von NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I)

Durch den Multiproteinkomplex NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex |) werden
wie bereits in 2.1.3 beschrieben Elektronen von NADH auf Ubichinon Ubertragen, wo-
bei NADH zu NAD" oxidiert, was bei 334 nm und einer Temperatur von 30°C photo-
metrisch gemessen wurde. 35 Minuten vor der Bestimmung wurden 225 pyl aqua dest
bei laufendem Vortexer mit 25 pl Decylubiquinin vermengt und dieser Ansatz bis zur
Verwendung auf Eis gelagert. AulRerdem wurde eine 2%-ige Rotenon-Lésung aus 2
mg frischem Rotenon und 1 ml 100%-igem Ethanol angesetzt. AnschlieRend erfolgte
die Vorbereitung des Testmixes, woflr 3540 ul des Testgemisch (20 ml 50 mM KPO4
ph 7.4, 100 mg BSA, 15.4 ml aqua dest) mit 100 ul 0.2 M MgCL. (4.066g/100ml) und
80 pl 10mM NADH (7mg/ml) vermengt wurden. Fir den finalen Testansatz wurden
davon 480 pl in Halbmikrokivetten mit 2 pl Antimycin (2mg/ ml 100% Ethanol) 10 Mi-
nuten vorinkubiert und nach Zugabe von 15 pl der Decyubiquinon-Lésung mit einem
Vorlauf von 6 Minuten die Extinktionsabnahme bei 334 nm gemessen und eine Nullinie
erstellt. Die Messung wurde durch die Zugabe von 20 ul Muskelhomogenat gestartet.
Durch die Zugabe von 2 ul Rotenon-Lésung wurde die Reaktion gestoppt. Die Diffe-
renz der Extinktionsabnahme nach der Zugabe von Rotenon und der Extinktionsab-
nahme nach Zugabe des Muskelhomogenats der Probe wurde fir die Auswertung

verwendet.

3.6.3 Bestimmung von Succinat-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex Il/ll)

Die Succinat Dehydrogenase (Komplex Il) katalysiert wie bereits in 2.1.3 beschrieben
die Oxidation von Succinat zu Fumarat. Die dabei freiwerdenden Elektronen werden
von der an die Succinat Dehydrogenase gebundene prosthetische Gruppe FAD Uber-
nommen. FAD wiederum Ubertragt die Elektronen auf Ubichinon, wobei Ubichinol ent-
steht. Ubichinol wird dann durch die Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex lIl) oxidiert
und Cythocrom-c reduziert. Die Reduktion von Cytochrom c¢ durch die Succinat-
Cytochrom-c-Oxidoreduktase wurde bei 550 nm und einer Temperatur von 30°C pho-
tometrisch gemessen. Vorab wurde fir die Messung ein Testmix vorbereitet. Hierfur
wurden 4 ml des Testgemisches, hergestellt aus 2 ml 1 M KPO4, pH 7.4, 2 ml 0.1 M
EDTA (3.722g/100 ml aqua dest), 1 ml 0.2 M NaN3 (13 mg/ ml a.d.) auf 100 ml aqua
dest, mit 0.6 ml Cytochrom c (14 mg/ml) vermengt. Fir den finalen Testansatz wurden
zu 460 pl Testgemisch in Halbmikroklvetten 20 yl 60 mmol Succinat (16.2 mg/ml a.d.)
und 1 pl Rotenon gegeben und fur 10 min vorinkubiert und auf die Messtemperatur von
30°C erwarmt. Die Messung wurde durch die Zugabe von 20 pyl Muskelhomogenat der

Probe gestartet. Es wurde die Extinktionszunahme bei 550 nm gemessen.
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3.6.4 Bestimmung von Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV)

Cytochrom fungiert wie bereits in 2.1.3 beschrieben als Elektronen Transporter zwi-
schen Komplex Il und Komplex IV. Die durch Komplex IV vermittelte Oxidation von
Cytochrom ¢ wurde bei 30°C und 550nm gemessen. Zunachst wurde dafur reduziertes
Cytochrom c hergestellt. Dazu wurden 578 mg Cytochrom c in 52 ml 50 mM KPO4 pH
7.4 gelost. AnschlieBend wurden die 0.9 mM Cytochrom ¢ mit 100 yl 1.15 M Na-
Dithionit (200.2 mg/ml) reduziert, was durch einen Farbumschlag von rot zu hellrot
sichtbar wurde. Im Anschluss wurde unter Kihlung auf Eis und Rihren auf dem Mag-
netrihrer fir 4 Stunden Stickstoff durchgeleitet, wodurch Uberschissiges Dithionit aus
der Losung entfernt wurde. Die Losung wurde danach aliquotiert und bei -80°C einge-
froren. Fir den finalen Testansatz wurden in Halbmikrokilvetten 45 ul der reduzierten
Cytochrom ¢ Losung mit 395 ul aqua dest und 50 pl 0.1 M KPO4, ph 7.0 fir 10 Minuten
inkubiert und auf 30°C erwarmt. Die Messung wurde durch die Zugabe von 10 uyl Mus-
kelhomogenat gestartet und die Extinktionsabnahme bei 550 nm fir 180 Sekunden
gemessen. Um den Leerwert zu bestimmen, wurde bei einer Messung statt des Mus-
kelhomogenats 10 ul SETH Puffer dazugegeben. Cytochrom ¢ wurde durch die Zuga-
be von Ks[Fe(CN)s] nach 180 Sekunden schlieRlich vollstandig oxidiert.

3.6.5 Bestimmung der Citratsynthase

Durch die Citratsynthase wird wie bereits in 2.1.3 beschrieben die erste Reaktion des
Citratzyklus katalysiert. Die Aktivitdt der Citratsynthase wurde bei 37°C und 366 nm
gemessen und diente als Referenzwert der Aktivitat aller Atmungskettenenzyme. Vor-
ab wurde auch hierflr ein Testmix vorbereitet und aus 1.5 ml 0.1M Triathenolaminhyd-
rochlorid-Lésung (TRAM), pH 8.5, 20 ul Malatdehydrogenase (MDH), 40 pl 10 mM
Acetylpyridin-Adenin-Dinucleotid-L6sung (APAD) und 80 pyl 70 mM Malat-Lésung her-
gestellt. Davon wurden 500 pl fir den finalen Testansatz in Halbmikrokivetten fur 10
Minuten inkubiert und auf die Messtemperatur von 37°C erwarmt. Die Messung wurde
durch die Zugabe von 10 pl Muskelhomogenat und 10 pl Acetyl-CoA gestartet und die

Extinktionsabnahme bei 366 nm gemessen.

3.7 Serumanalysen

Am dritten postoperativen Tag erfolgte durch zwei weitere Doktoranden (Stefanie Jar-
musch und Fabian Hofmeister) der Arbeitsgruppe die vendse Blutentnahme fiir die
Serumanalysen. Die Proben wurden mit 2000 rpm 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert und

das daraus resultierende Serum bei -80°C bis zum Tag der Analyse gelagert.

Die Analysen der Serumproben wurden durch das Institut fir Laboratoriumsmedizin

der Ludwig-Maximilian-Universitat, das Endokrinologische Labor der Medizinischen
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Klinik und Poliklinik IV der Universitat Minchen und der Abteilung fir Stoffwechsel und

Ernahrung des Dr. von Haunerschen Kinderspitals durchgefihrt. Die Testprinzipien

werden zusammengefasst in den folgenden Kapiteln kurz erlautert.

3.7.1 Bestimmung von Ferritin, Transferrinsattigung und sTfrR

Samtliche klinische Parameter wurden mit dem Cobas 800 automated analyzer (Ro-
che, Rotkreuz, Switzerland) gemessen, wobei die Transferrinsattigung als auch der
sTfR mithilfe eines immunturbidimetrischen Messverfahrens ermittelt wurde und Ferri-
tin mittels Partikel-verstarkender immunologischer Turbidimetrie. Bei dem immuntur-
bidimetrischen Verfahren bildet Transferrin, beziehungweise sTfR ein Prazipitat mit
einem spezifischen Antiserum, welches je nach Test entweder Anti-Human-Transferrin-
Antikérper oder Anti-sTfR-Antikorper enthielt. Die Extinktionsabnahme durch den Anti-
gen-Antikdrperkomplex wurde daraufhin photometrisch bestimmt. Das Prinzip der Par-
tikel-verstarkenden Immunoturbidimetrie beruht auf einer Agglutination von Ferritin mit
Anti-Human-Ferritin-Antikdrper beschichteten Latexpartikeln, wobei wiederum die re-

sultierende Extinktionsabnahme photometrisch bestimmt wurde.

3.7.2 Bestimmung der Citratzyklusmetabolite

Die Analysen der Citratzyklusmetabolite wurden mit einem Hochdruck-
Flussigkeitschromatografen (1200 Agilent, Waldbronn, Deutschland), gekoppelt mit
einem Tandem Massenspektrometer (40000 QTRAP Sciex, Darmstadt, Deutschland)
(HPLC-MS/MS) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten im negativen Eisenmodus mit-
tels Elektrospray-lonisation (ESI), nach der in Marchioro et al. 2020 (161) beschriebe-
nen Methodik, welche im Folgenden kurz zusammengefasst ist. Vor Messbeginn wur-
den 50 pl Plasma in 400 ul Methanol prazipitiert und fir 10 Minuten bei 4000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden 100 ul unter Stickstoffstrom
getrocknet und in 50 yl H20 rekonstituiert. AnschlieRend wurden 5 pl der Probe in eine
analytische Saule injiziert und chromatographisch aufgetrennt. Hierfir wurde eine Ki-
netex F5 core-shell HPLC-Saule (Kinetex F5, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutsch-
land). verwendet, mit einer Gehauselange von 150 mm, einem Innendurchmesser von
2.1 mm und 2.6 ym PartikelgroRe. Die Flussgeschwindigkeit der Gradientenelution
betrug 250 pl/min. Die mobile Phase der Gradientenelution setzte sich zusammen aus
Phase A mit H,O und 1% Formaldehyd und Phase B mit Methanol/ Isopropanol (50/50)
und 1% Formaldehyd. Bei der Gradientenelution wurde 1% B in 1 Minute auf 65% B
erhoht und dann fir 6 Minuten gehalten. AnschlieRend wurde es in 0.5 Minuten zurtick

auf die Anfangsbedingungen gefahren.
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3.7.3 Bestimmung von 25-Hydroxy-Vitamin D, Calciferol

Die Quantifizierung von 25-Hydroxy-Vitamin D (25-(OH)D) erfolgte mithilfe des IDS
iISYS multidiscipline automated analyzer (Immundiagnostic System Limited, Boldon,
UK). Das Testprinzip des IDS-iSYS 25-Hydroxy-Vitamin D Tests basiert auf der Chemi-
lumineszenz-Immunoassay-Technologie. In einer Vorbehandlung der Serumprobe er-
folgte zunachst die Denaturierung des Vitamin-D bindenden Proteins (VDBP). Danach
wurde die vorbehandelte Probe mit dem Testpuffer neutralisiert und anschlieRend ein
spezieller, mit Acridin markierter Anti-25-(OH)D Antikdrper hinzugefiigt. Nach einem
Inkubationsschritt wurden an 25-(OH)D gebundene Magnetpartikel hinzugefugt und die
Probe nochmals inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Magnetpartikel mittels Mag-
neten fixiert und die Probe gewaschen. Durch die nachfolgende Zugabe von Trig-
gersubstanzen wurde die Messung gestartet. Das durch die Acridinmarkierung ausge-
sendete Licht verhalt sich dabei umgekehrt proportional zu der Konzentration von 25-
(OH)-D der Probe.

3.8 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Software SPSS Version 29
(IBM-SPSS Inc., Chicago, Il, USA). Die Daten der Patientencharakteristika als auch
Seahorse- und Serumanalysen wurden nach Sarkopeniegraden unterteilt. Fir diese
Variablen wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen fur die jeweiligen Sarko-
peniegrade berechnet. Die Patientencharakteristika wurden zusatzlich noch geschlech-
tergetrennt analysiert. Da die Werte mit Ausnahme des Geschlechts metrisch skaliert
und normalverteilt waren, wurden die Unterschiede der Patientencharakteristika zwi-
schen den Geschlechtern mittels t-Test fur unabhangige Stichproben auf Signifikanz
gepruft. Auf Normalverteilung wurden samtliche Parameter mittels Kolmogorov-
Smirnov Test, sowie mittels Histogramme geprift. Mithilfe der Korrelation nach
Bravais-Pearson wurden sowohl fiir einzelne klinische Parameter, die Atmungsketten-
enzym-Aktivitaten, die Seahorsemesswerte der basalen Respiration und Glykolyse als
auch die Serumanalysen auf Zusammenhange mit dem Z-Score untersucht. Zusatzlich
wurden basale Respiration und Glykolyse auf eine Korrelation mit Handkraft und SMI
gepruft. Sofern ein linearer Zusammenhang bestand, wurde zur Beurteilung der Effekt-
starke und als Maf fiir den Grad des linearen Zusammenhangs fir diese Variablen der
Korrelationskoeffizient nach Pearson r angegeben. Zur Prifung des Einflusses von
Geschlecht und Alter auf die Korrelation zweier Variablen wurde mittels multipler Re-
gressionsanalyse eine Adjustierung durchgefuhrt. Hierflir wurde der standardisiert Re-

gressionskoeffizient § angegeben. Alle statistischen Analysen wurden mit einem p-
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Wert < 0.05 als signifikant angesehen. Es wurde keine Korrektur fir die Multiplizitat

von statistischen Tests angewandt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Fir die NEUSARC Studie wurden insgesamt 42 Probanden von November 2017 bis
Marz 2019 rekrutiert. Hiervon wurden 31 Probanden in der vorliegenden Arbeit einge-
schlossen. Der Sarkopeniegrad konnte mithilfe der unter 4.2 beschriebenen klinischen
Untersuchungen bei jedem der 31 Probanden ermittelt werden. Myoblastenkulturen
konnten ebenfalls von allen 31 Probanden generiert werden und mittels der Seahorse
Analysen in Echtzeit metabolische Profile erstellt werden. Unter Bertcksichtigung der
Fragestellung nach Veranderungen des Metabolismus im Rahmen der Sarkopenie,
wurden deshalb diese 31 Probanden in die vorliegende Arbeit eingeschlossen. Fir die
Untersuchung der Atmungskettenenzyme war Material von insgesamt 8 (25.8%) der 31
Probanden verflgbar. Ausreichend Material fiir die Serumanalysen war von 24 (77.4%)
der 31 Probanden flr die Bestimmung von Vitamin D und der Eisenwerte verfugbar,
sowie von 18 (58.1%) Probanden flr die Untersuchung der Citratzyklusmetabolite, be-

ziehungsweise von 17 Probanden (54.8%) fur die Citratmessungen.

4.1.1 Patientencharakteristika und Einteilung in Sarkopeniegrade

Das Patientenkollektiv von 31 Probanden mit einem mittleren Alter von 82 + 6 Jahren
umfasste 14 Manner (45.2%) und 17 Frauen (54.8%). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht
Uber die Patientencharakteristika der Kohorte, getrennt nach Geschlecht. Ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den Geschlechtern zeigte sich in der Korpergrolie (p <
0.001), der Handkraft (p = 0.007) und dem SMI (p = 0.011). Die weiblichen Probanden
waren mit einer GréRe von X = 163.2 cm im Durchschnitt ca.12 cm kleiner als die
mannlichen Probanden (X = 175.4 cm) und verflgten im Vergleich zu den Mannern
Uber eine geringere Handkraft mit Xrraven= 19.4 kg, versus Xuznmer= 27.0 kg und niedrige-
ren SMI mit Xerauen= 6.4 kg/m?, versus Xuznner= 7.4 kg/m?.

Gesamtkohorte Manner Frauen
(n=31) (n=14) (n=17)

Alter [Jahre] 82.2 (+6.3) 82.7 (+6.0)  81.7 (x6.7)  0.344
Kérpergroke [cm] | 168.7 (9.2) 175.4 (+9) 163.2 (5) < 0.001

p- Wert

Kérpergewicht [kg] | 70.9 (#13.7) | 74.6 (x15)  67.8(x12)  0.085

BMI [kg/m?] 24.9 (+4.1) 242 (+39) 254 (+4.2)  0.198
Handkraft [kg] 22.8 (+8.8) 27.0 (+9.5)  19.4 (6.7)  0.007
SMI [kg/m?] 6.9 (+1.2) 7.4 (£1.2) 6.4 (x1.1)  0.011
Z-Score -0.9 (+1.8) -04(+1.8)  -14(x17)  0.065

Tabelle 1: Patientencharakteristika der Gesamtkohorte mit Mittelwert (xStandardabweichung) und
geschlechtergetrennt; p-Werte berechnet mit t-Test fiir unabhéngige Stichproben

43



Ergebnisse

Die Unterteilung der Kohorte erfolgte zusatzlich nach Sarkopeniegraden und Ge-
schlecht (Tabelle 2). Daraus wird ersichtlich, dass die mannlichen, sarkopenen Pro-
banden im Durchschnitt mit einem Alter von Xuznner= 86.3 Jahren alter waren als die
sarkopenen Probandinnen mit einer Alter von Xrawen= 79.5 Jahren. Aufgrund der kleinen
Probenzahl der sarkopenen Probanden (Manner= 2 und Frauen= 3) wurde auf einen
statistischen Vergleich der einzelnen Gruppen zwischen den Geschlechtern verzichtet.
Eine Korrelation steigenden Alters mit dem Z-Score konnte nicht festgestellt werden (r=
0.225, p = 0.224). Von den 31 Probanden waren insgesamt 16 Probanden nicht-
sarkopen (51.6%), 10 prasarkopen (32.3%) und 5 Probanden sarkopen (16.1%). Hier-
von waren unter den 14 mannlichen Probanden 5 nicht-sarkopen (35.7%), 7 prasarko-
pen (50.0%) und 2 sarkopen (14.3%). Die 17 Frauen unterteilten sich in 11 nicht-
sarkopene (64.7%), 3 prasarkopene (17.6%) und 3 sarkopene (17,6%) Probandinnen.

Manner Frauen
(n=14) (n=17)
nicht- sarko-  pra-sarkopen sarkopen nicht- sarko-  pra-sarkopen sarkopen
pen (n=7) (n=2) pen (n=3) (n=3)
(n=25) (n=11)
Alter [Jahre] 82.1 (¥5.9) 82.0 (£7.1) 86.3 (£1.0) 81.2 (£7.3) 85.9 (+4.5) 79.5 (£5.8)

Kérpergroke [cm]  177.8 (#11.0)  175.4 (+7.0) 169.0 (+13.0) | 163.2 (24.0) 157.3 (+3.0)  169.3 (1.0)
Korpergewicht [kg] ~ 79.9 (12.0)  78.3 (11.0)  48.8 (+12.0) | 72.2 (+11.0) 64.3(x9.0)  55.0 (¢5.0)

BMI [kg/m?] 251 (+1.2) 254 (x27) 175(x7.0) | 27.0@3.4) 259(x3.0) 19.2 (+1.5)
Handkraft [kg] 37.6 (+5.8)  225(3.9) 164 (x4.2) | 23.0(53) 120 (+27)  13.4 (x2.4)
SMI [kg/m?] 8.0 (+1.1) 7.5 (+0.6) 5.5 (+1.5) 6.7 (0.9) 6.8 (+1.3) 5.0 (+0.5)
Z-Score 2.0 (+1.4) 0.0 (0.7) 2.4 (£1.8) 22 (+1.4)  -0.6 (0.9) 0.9 (+0.4)

Tabelle 2: Patientencharakteristika mit Mittelwert (+Standardabweichung) geschlechtergetrennt und unterteilt nach Sarkopeniegra-
den

Die Einteilung in Sarkopeniegrade erfolgte anhand der Cut-Off-Werte fir Handkraft und
SMI nach den Kriterien der EWGSOP2 (54), wie in 4.2.3 beschrieben. Demnach wur-
den die mannlichen Probanden mit einer reduzierten Handkraft < 27kg und einem re-
duzierten SMI < 7kg/m?, sowie die weiblichen Probanden mit einer reduzierten Hand-
kraft < 16kg und einer reduzierten SMI < 5.5 kg/m? als sarkopen eingestuft. Probanden
mit reduzierter Handkraft, bei gleichzeitig nicht reduziertem SMI wurden als présarko-
pen definiert. Insgesamt lagen die Messungen bei 9 (64.3%) der mannlichen Proban-
den unter dem Cut-Off-Wert von 27 kg und bei 6 (41.2%) der weiblichen Probanden
unter dem Cut-Off-Wert von 16 kg. Bei den Messungen des SMI lagen 2 (14.3 %) der
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mannlichen und 3 (17.6%) der weiblichen Probanden unter dem jeweiligen Cut-Off-
Wert. Neben den zur Berechnung des Z-Scores verwendeten Variablen (Handkraft und
SMI), korrelierten Korpergewicht (r= -0.593 p < 0,001) und BMI (r= -0.739 p < 0,001)
signifikant mit dem Z-Score. Je hdher der Z-Score und somit sarkopener der Patient,
desto niedriger waren das Kdérpergewicht (Abbildung 6) und der BMI (Abbildung 7).
Nach Adjustierung durch das Geschlecht, sowie Geschlecht und Alter waren diese

Zusammenhange gleichbleibend signifikant.

105 r=-0.593
p < 0.001

Korpergewicht [kg]

Abbildung 6: Kérpergewicht [kg] in
35l - . . - Korrelation mit dem Z-Score

r=-0.739
p < 0.001

BMI [kg/m?]

Abbildung 7: BMI [kg/m?] in Korrela-
— o = > = o : 2 ; Y ; tion mit dem Z-Score

Z-Score

4.2 Aktivitat der Atmungskettenenzyme

Hinsichtlich der Fragestellung, ob mitochondriale Enzymkomplexe sarkopener, geriatri-
scher Patienten beeintrachtigt sind, wurde zunachst die Aktivitdt der mitochondrialen
Atmungskettenenzyme aus Muskelhomogenat der Muskelbiopsien des Musculus va-
stus lateralis bestimmt. Aufgrund der limitierten Menge des Muskelgewebes war flr die
Herstellung des Muskelhomogenats und im Zuge dessen fir die Bestimmung der
Atmungskettenenzymaktivitat ausreichend Material von 8 Probanden verfugbar. Darun-
ter waren 3 nicht-sarkopene (2 mannlich und 1 weiblich), 3 pra-sarkopene (2 mannlich
und 1 weiblich) und 2 sarkopene (2 weibliche) Probanden. Es wurde die Aktivitat von
Komplex |, Komplex II/ Il und Komplex IV bestimmt. Als Referenzwerte fiir die Kom-

plexe | bis IV wurde zusatzlich die Citratsynthase-Aktivitat bestimmt, worauf die Kom-
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plexaktivitaten normiert wurden. In der Regressionsanalyse zeigte die Komplex-I-
Aktivitat normiert zur Citratsynthase eine deutliche Tendenz der negativen Korrelation
zum Z-score mit einem Korrelationskoeffizienten von r=-0.661 und einer grenzwertigen
Signifikanz von p= 0.074. Je hdher der Z-Score und somit sarkopener der Proband,
desto niedriger war die Aktivitat von Komplex | (Abbildung 8). Aufgrund der grenzwerti-
gen Signifikanz in Assoziation mit dem Z-Score fur Komplex | wurde der Zusammen-
hang mithilfe der multiplen Regressionsanalyse um Geschlecht und Alter adjustiert.
Hierbei zeigte sich fir das Geschlecht eine Zunahme der Signifikanz (8= -0.812, p=
0.055), welche nach zusatzlicher Adjustierung durch das Alter wieder zurtickging (B=
0.0735, p= 0.098). Komplex Il/lll zeigte ebenfalls einen negativen Trend im Zusam-
menhang zum Z-Score, jedoch ohne Signifikanz (r = -0.397 p= 0.331) (Abbildung 9).
Fir Komplex IV konnte kein Zusammenhang zur Sarkopenie festgestellt werden
(Abbildung 10). Sowohl fir die Aktivitat von Komplex II/lll und Komplex IV wurde von
der Adjustierung nach Geschlecht und Alter aufgrund fehlender Hinweise auf Korrelati-
on abgesehen. Ebenso wurden die Messungen aufgrund der geringen Probenanzahl

nicht geschlechtergetrennt untersucht.

NADH Ubichinon Oxidoreduktase
/Citratsynthase

Abbildung 8: Komplex | (NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase) Aktivitat
in Korrelation mit dem Z-Score

Z-Score

0.4

03

Succinat-Cytochrom c-Oxidoreduktase
/Citratsynthase

Abbildung 9: Komplex Il/lll (Succinat-
00— - - - - Cytochrom-c-Oxidoreduktase) Aktivi-
Z-Score tét in Korrelation mit dem Z-Score
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4.0

Cytochrom c-Oxidase
/Citratsynthase
L]

Abbildung 10: Komplex IV (Cy-
ot " : - - tochrom-c-Oxidase) Aktivitét in Kor-
2-Score relation mit dem Z-Score

4.3 Metabolische Analysen

Zur Feststellung moglicher Veranderungen des Metabolismus sarkopener, geriatrischer
Patienten, wurden von den Myoblastenkulturen der Muskelbiopsien Echtzeitanalysen
mit dem Seahorse XFp Analyzer durchgefuhrt. Fir die Messungen des Metabolismus
konnten primare Myoblastenkulturen von allen 31 Probanden aus den Muskelbiopsien
des Musculus vastus lateralis generiert werden. Hierbei konnte weder fur den Mito-
Stresstest noch fir den Glyko-Stresstest ein Zusammenhang mit den Sarkopeniegra-

den festgestellt werden. Aus

Tabelle 3 Iasst sich entnehmen, dass die Mittelwerte der einzelnen Parameter des Gly-
ko-, also auch Mito-Stresstests zwischen den Sarkopeniegraden kaum Unterschiede
aufweisen. Da die nicht glykolytische Azidifikationsrate und nicht mitochondriale Respi-
ration durch andere Stoffwechselprozesse der Zellen zustande kommen und keinen
relevanten Messwert der Tests darstellen, wurde zur Ubersichtlichkeit auf die Darstel-

lungen der Mittelwerte fir diese Parameter in

Tabelle 3 verzichtet.
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Gesamtkohorte
(n= 31)
nicht-
sarkopen préa-sarkopen sarkopen
(n=16) (n=10) (n=25)

i ‘g ‘e Glykolyse 1.9 (x0.8) 1.7 (x1.2) 1.9 (x1.1)
(o £

= § T Glykolytische Kapazitat 2.6 (£1.0) 2.5 (£1.7) 2.6 (£1.6)
O g

» E Glykolytische Reserve 0.7 (x0.4) 0.7 (£0.5) 0.7 (£0.5)

Basale Respiration 1.9 (x0.7) 1.8 (x0.5) 1.9 (x0.7)

‘g‘ ‘e ATP-Produktion 1.5 (20.7) 1.1 (x0.7) 1.6 (20.6)
1 - E

é § S Maximale Respiration 4.0 (x1.8) 3.7 (x1.0) 3.9 (x2.1)
S E

» & Respiratorische Reservekapazitit 2.1 (x1.3) 1.9 (x0.7) 2.0 (x1.6)

Protonen Leck 0.4 (x0.3) 0.7 (x0.5) 0.3 (x0.1)

Tabelle 3: Mittelwerte (xStandardabweichung) des Glyko-Stresstests [mpH/min] und Mito-Stresstest
[pmol/min] unterteilt in Sarkopeniegrade

4.3.1 Ergebnisse des Mito-Stresstests

Bei dem Mito-Stresstest wurde wie in 4.5.2 beschrieben die OCR und somit der Sauer-
stoffverbrauch der Zellen in pmol/min gegen die Zeit ermittelt. Hierbei wurde der Sau-
erstoffverbrauch unter normalen Bedingungen, die basale Respiration, zunachst ohne
Inhibition einzelner Komponenten der Atmungskette gemessen. In der Regressions-
analyse zeigte die basale Respiration fir die Myoblastenkulturen der 31 Probanden
eine nicht signifikante, abnehmende Tendenz (r=-0.139, p= 0.456) des Sauerstoffver-
brauchs in Korrelation mit dem Z-Score (Abbildung 11). Nach Adjustierung durch das
Geschlecht (B1=-0.107, p= 0.562) und das Alter (B>= - 0.102, p= 0.577) bestand diese

Tendenz weiterhin, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.

Basale Respiration [pmol/min]
°
L]

Abbildung 11: Basale Respiration
0 - - [pmol/min] in Korrelation mit dem Z-
) ) ) ) ) Score

Z-Score

Zur Uberprifung, ob sich die beobachtete Tendenz auf eine der zur Berechnung des Z-
Scores verwendeten Variablen zurlckfiihren lasst, wurde die basale Respiration zu-
satzlich mit der Handkraft, sowie dem SMI korreliert. Wie in Abbildung 12 zu sehen war

die mitochondriale Respiration in Bezug auf die Handkraft (r= -0.009, p= 0.963) und
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SMI (r= 0.047, p= 0.800) (Abbildung 13) nahezu gleichbleibend. Auch nach Adjustie-
rung auf Geschlecht und Alter fir Handkraft (81=0,045, p= 0.793; B2= 0.038, p= 0.818)
und SMI (B1=0.099, p= 0.571; B2= 0.099, p= 0.579) anderte sich dies nicht.

20 oo °
a

Basale Respiration [pmol/min]

s Abbildung 12: Basale Respiration
[pmol/min] in Korrelation mit der

° 0 10 20 30 40 50 Handkraft [kg]
Handkraft [kg]
'E 3.0 . R
g 25 ° R
% 20 /—A—/—L_./._/.:l_l//
s * Abbildung 13: Basale Respiration
[pmol/min] in Korrelation mit SMI

o 5 - . ; ; v [kg/m?]

SMI [kg/m?]

Daruber hinaus konnten auch in isolierter Betrachtung, unabhangig vom Sarkopenie-
grad, oder Z-Score keine geschlechterspezifischen Unterschiede fir die basale Respi-
ration festgestellt werden (Abbildung 14). Der Seahorse XFp Analyzer misst im Rah-
men des Mito-Stresstests wie in 4.5.2 beschrieben neben der OCR der basalen Respi-
ration, auch die OCR des Protonenlecks, der maximalen Respiration, sowie der nicht-
mitochondrialen Respiration. Aus diesen Werten lassen sich zudem die OCR der ATP-
Produktion und der respiratorischen Reservekapazitat berechnen. Da sich bei diesen
Variablen analog zur basalen Respiration in der statischen Analyse die gleiche Ten-
denz zeigte, ebenfalls ohne statistische Signifikanz, wurde auf die graphische Darstel-

lung dieser Variablen in der vorliegenden Arbeit verzichtet.
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Basale Respiration [pmol/min]

1o Abbildung 14: Boxplot der basalen
Respiration [pmol/min] aufgetragen
? weiblich mannlich gegen Geschlecht

Geschlecht

4.3.2 Ergebnisse des Glyko-Stresstests

Mit dem Glyko-Stresstest wurden pH-Veranderungen anhand der extrazellularen Azidi-
fikationsrate (ECAR) im Medium der Myoblastenkulturen in mpH/min gegen die Zeit
gemessen. Zunachst wurde die Glykolyse der Myoblastenkulturen, nach Zugabe von
Glukose im Ausgangszustand gemessen. Hierbei zeigte sich in Korrelation mit dem Z-
Score ahnlich wie bei der basalen Respiration fur die Myoblastenkulturen eine abneh-
mende Tendenz der ECAR mit steigendem Z-Score, jedoch ebenfalls keine Signifikanz
(r=-0.270 p= 0.141) (Abbildung 15).

Glykolyse [mpH/min]

° o ° Abbildung 15: Glykolyse [mpH/min]
L ” S > I P . > 3 T s in Korrelation mit dem Z-Score

Z-Score

Fir die Glykolyse wurde entsprechend zur Uberpriifung der beobachteten Tendenz
ebenfalls die Handkraft als auch SMI in Korrelation zum Z-Score untersucht. Fur die
Handkraft (r=0.192, p= 0.300) (Abbildung 16) als auch den SMI (r= 0.219, p= 0.237)
lied sich hierfur eine steigende Tendenz der ECAR beobachten, jedoch ohne Signifi-
kanz (Abbildung 17). Nach Adjustierung fiur Geschlecht, sowie Geschlecht und Alter
zeigte sich fur keine der drei Variablen Z-Score (B1= -0.259, p= 0.150, B>= -0.227, p=
0.217), Handkraft (B1=0.211, p= 0.212, B2= 0.156, p= 0.351) und SMI (B:=0.237, p=
0.166, B2= 0.246, p= 0.167) eine Anderung.
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Glykolyse [mpH/min]
°
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Abbildung 16: Glykolyse [mpH/min]
in Korrelation zur Handkraft [kg]

Abbildung 17: Glykolyse [mpH/min]
in Korrelation mit SMI [kg/m?]

Wie auch bei der basalen Respiration konnte bei der Glykolyse kein signifikanter Un-

terschied zwischen den Geschlechtern unabhangig vom Sarkopeniegrad und Z-Score

festgestellt werden (Abbildung 18). Im Rahmen des Glyko-Stresstests wurden eben-

falls weitere Parameter durch den Seahorse XFp Analyzer ermittelt, wie in 4.5.3 be-

schrieben. Fur die anderen drei Variablen im Rahmen des Glyko-Stresstests (glykolyti-

sche Kapazitat, glykolytische Reserve und nicht glykolytische Azidifikation) konnten

ebenfalls keine signifikanten Zusammenhange beobachtet werden, weshalb auch hier

auf eine graphische Darstellung verzichtet wurde.

Glykolyse [mpH/min]

weiblich mannlich

Geschlecht
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4.3.3 Serumanalysen

Fir die Untersuchungen des Einflusses multisystemischer Faktoren auf die Mitochond-
rien der geriatrischen und sarkopenen Patienten, wurde den Probanden am dritten
postoperativen Tag Blut entnommen. Fir die Serumanalysen konnte ausreichend Ma-
terial bei 24 (77%) von den 31 Probanden gewonnen werden. Fir diese 24 Probanden,
darunter 11 mannliche und 13 weibliche Probanden, erfolgte die Bestimmung von Vi-
tamin D und fir die Analyten des Eisenstoffwechsels, Ferritin, Transferrinsattigung und
sTfR. Fur die Citratzyklusmetabolite war ausreichend Material von 18 (58%) der 31
Probanden verfuigbar, beziehungsweise Material von 17 (54%) Probanden fir die Be-
stimmung von Citrat, welche sich in 9 mannliche, respektive 8 mannliche fur Citrat und
9 weibliche Probanden unterteilten. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht liber die verfiigbare
Probenanzahl der einzelnen Serumwerte, sowie die Mittelwerte und Standardabwei-
chung der Analyten, unterteilt in Sarkopeniegrade. Zwischen den Mittelwerten der Ser-

umanalysen zeigte sich zwischen den Geschlechtern kein signifikanter Unterschied.

Anzahl der Probanden mit Serumanalysen

nicht-sarkopen  pré-sarkopen sarkopen
Anzahl (n) 13 7 4 24
Vitamin D [ug/l] 29.2 (¥9.7) 25.8 (+6.6) 14.7 (£3.7)
Ferritin [ug/l] 324.4 (£240.9) 243.9 (£+120.4) 439.0 (+405.6)
Transferrinsattigung [%] 14.2 (+6.6) 23.4 (£6.8) 38.3 (£28.1)
sTfR [mg/l] 2.9 (x0.9) 2.3 (£0.4) 2.7 (£0.7)
Anzahl (n) 10 5 3 18
Fumarat [umol/l] 1.0 (x0.2) 1.4 (x0.3) 1.9 (x0.4)
Succinat [umol/l] 51 (x1.1) 5.8 (x1.5) 9.2 (+2.0)
Malat [umol/I] 4.4 (+0.8) 6.0 (x1.5) 9.3 (¢1.6)
Alpha-Ketoglutarat [umol/l] | 121.8 (+85.4) 99.5 (£37.5) 123.0 (£4.0)
Anzahl (n) 9 5 3 17
Citrat 60.0 (£14.2) 53.1 (£8.3) 126.4 (160.4)

Tabelle 4: Mittelwerte (+Standardabweichung) der Serumanalysen unterteilt nach Sarkopeniegraden
und Angabe der verfiigbaren Probenanzahl (n)

4.3.4 Ergebnisse der Vitamin D Analysen

Anhand der Mittelwerte fur Vitamin D Iasst sich eine deutliche Abnahme mit steigen-
dem Sarkopeniegrad beobachten (Tabelle 4). So zeigte sich in der Regressionsanaly-

se fur die Vitamin-D-Konzentration im Serum in Korrelation mit dem Z-Score ein signifi-
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kant erniedrigter Serumspiegel (r= -0.063 p= < 0,001). Je hoéher der Z-Score, desto
niedriger war die Vitamin-D-Konzentration im Serum der Probanden (Abbildung 19).
Dieser signifikante Zusammenhang blieb auch nach Adjustierung durch das Ge-
schlecht (1= -0.649, p< 0.001) und Alter (32= -0.640, p< 0.001) ohne wesentliche Ver-

anderung des Korrelationskoeffizienten r und Regressionskoeffizienten 8 bestehen.

r=-0.663
p < 0.001

Vitamin D [ng/ml]

Abbildung 19: Vitamin D [ng/ml] in
ol— - . . . Korrelation mit dem Z-Score

Z-Score

4.3.5 Ergebnisse fiir Ferritin, Transferrinsattigung und sTfrR

Die Messwerte von Ferritin, der Transferrinsattigung und sTfR zeigten fur alle Parame-
ter eine steigende Tendenz der Serumkonzentration in Bezug auf den Sarkopeniegrad
(Tabelle 4), wobei sich fiir die Serumkonzentration von Ferritin und sTfR zunachst ein
Abfall der Mittelwerte von nicht-sarkopene auf pra-sarkopene Probanden beobachten
lie, mit anschlieBendem Anstieg der Serumkonzentration bei den sarkopenen Pro-
banden. Entsprechend zeigte sich fir Ferritin (r= 0.124, p= 0.564) (Abbildung 20) und
sTfR (r= 0.075, p= 0.728) (Abbildung 21) keine signifikante Korrelation mit dem Z-
Score.

1000

800

Ferritin [pug/I]

200 .

° L Abbildung 20: Ferritin [ug/l] in Korre-
ob— - - - - lation mit dem Z-Score
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sTfR [mg/I1]
. \
L]

L Abbildung 21: Léslicher Transferrin-
rezeptor (sTfR) [mg/l] in Korrelation
- . . . . mit dem Z-Score

Z-Score

Die Adjustierung nach Geschlecht fiihrte fiir beide Parameter zu keiner Anderung. Im
Gegensatz dazu lie sich fur die Transferrinsattigung eine kontinuierliche Erhéhung im
Serum mit steigendem Sarkopeniegrad beobachten (Tabelle 4). Diese Beobachtung
bestatigte sich fur die Transferrinsattigung in einem linearen Zusammenhang zum Z-
Score mit einer signifikanten, positiven Korrelation (r= 0.450, p= 0.028) (Abbildung 22).
Nach Adjustierung fir das Geschlecht (B1= 0.550, p= 0.005) und Alter (B2= 0.571, p=
0.004) verstarkte sich der Zusammenhang.

Transferrinsittigung [%]

. Abbildung 22: Transferrinséttigung
oL — . - - [%] in Korrelation mit dem Z-Score

Z-Score

4.3.6 Ergebnisse der Citratzyklusmetabolite

Die Analysen der Citratzyklusmetabolite zeigten bis auf Alpha-Ketoglutarat in Bezug
auf den Sarkopeniegrad einen direkt proportionalen Konzentrationsanstieg (Tabelle 4).
Dieser Anstieg lief3 sich ebenso in Assoziation mit dem Z-Score beobachten. Ein signi-
fikanter Zusammenhang mit dem Z-Score zeigte sich dabei fir Fumarat (r= 0.697, p =
0.001) (Abbildung 23), Succinat (r= 0.714, p = < 0.001) (Abbildung 24), Malat (r= 0.711,
p = < 0.001) (Abbildung 25) und Citrat (r= 0.607, p = 0.010) (Abbildung 26). Fir alpha-
Ketoglutarat zeigte sich ebenfalls ein Trend, jedoch ohne Signifikanz (r= 0.135, p =
0.593) (Abbildung 27). Fur die Citratzyklusmetabolite Fumarat, Malat, Citrat und Suc-

cinat zeigte sich der Zusammenhang auch nach Adjustierung durch Geschlecht und
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Alter mit weiterhin eindeutiger Signifikanz. Fur Citrat nahm die Signifikanz nach Adjus-
tierung durch das Geschlecht (1= 0.598, p = 0.004) und Alter (B2= 0.588, p= 0.006) zu.

Fumarat [pmol/I]

Abbildung 23: Fumarat [umol/l] in

Succinat [pmol/I]

Z-Score

E Korrelation mit dem Z-Score

Abbildung 24: Succinat [umol/l] in

Malat [pmol/I]

Z-Score

5 Korrelation mit dem Z-Score

Abbildung 25: Malat [umol/l] in Kor-
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Abbildung 26: Citrat [umol/l] in Korre-
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5 Diskussion

5.1 Z-Score und Sarkopeniegrade

Sarkopenie ist ein geriatrisches Syndrom und wird definiert als progressiver Verlust
von Muskelmasse und -funktion (54). Wie in der Einleitung erlautert, Uberschneiden
sich die Ursachen fir die physiologische altersbedingte Muskelatrophie und den Funk-
tionsverlust der Muskulatur zum Teil mit der Pathogenese der Sarkopenie. Dadurch
wird deutlich, dass eine Differenzierung des altersabhangigen physiologischen Verlus-
tes von Muskelmasse und Muskelkraft gegenliber der Sarkopenie erschwert ist. Vor
diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit fir 31 Probanden ein Z-Score
berechnet und die Kohorte in die drei Gruppen nicht-sarkopen, pra-sarkopen und sar-
kopen unterteilt. Der Z-Score spiegelt dabei das Kontinuum der Sarkopenie-
Entwicklung wider und lasst somit eine differenziertere Betrachtung der Progression
pathologischen Muskelfunktionsverlusts zu. Es bleibt jedoch zu beachten, dass der Z-
Score ein berechneter Wert aus den erhobenen Messparametern Handkraft und Ske-
lettmuskelmasseindex ist. Die Stabilitat des Z-Scores ist stark von der Stichprobengré-
Re abhangig und kann bei kleinen Stichproben starker von zufalligen Schwankungen
beeinflusst werden. Trotz groRer Sorgfalt bei der Durchfihrung der Messung dieser
beiden Parameter ist der Untersucher auf eine adaquate Mitarbeit des Probanden an-
gewiesen, da Messfehler, oder tagesformabhangige Schwankungen einen direkten
Einfluss auf die Messwerte und folglich auch auf den Z-Score haben. Somit haben in
der vorliegenden Kohorte mit n=31 stark vom Mittelwert abweichende Werte einen
groRen Einfluss auf den Z-Score der gesamten Kohorte. Es ist zu beachten, dass die
Messungen fur Handkraft und Skelettmuskelmassenindex bei allen Probanden in ei-
nem vergleichbaren Setting nach stattgehabter Oberschenkelhalsfraktur und anschlie-
Render Operation durchgefihrt wurden. Unter Berlcksichtigung dieser Tatsachen und
in Hinblick auf die Normalverteilung der vorliegenden Daten stellt der Z-Score dennoch
ein nltzliches Instrument zur Interpretation und Bewertung fir das Ausmaf der Krank-
heitslast, beziehungsweise der Sarkopenieschwere dar. Die Unterteilung in die Sarko-
peniegrade wiederum erfolgt anhand absoluter Werte, wie in 4.2.3 beschrieben,
wodurch die Sarkopeniegrade im Gegensatz zum Z-Score unabhangig von der Zu-
sammensetzung der Kohorte sind. Die Einteilung in Sarkopeniegrade ist dadurch eine
robuste Methode gegenulber Ausreiltern. Auf diese Weise kdnnen Unterschiede inner-
halb der Kohorte, welche mit hoherer oder niedrigerer Krankheitslast einhergehen gut

beurteilt werden.

57



Diskussion

5.2 Verminderte mitochondriale Atmungskettenenzymaktivitat

Aufgrund der zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vollstadndig geklarten Rolle der Mito-
chondrien bei Sarkopenie, wurden in der vorliegenden Arbeit die Aktivitdten der mito-
chondrialen Atmungskettenenzyme untersucht und somit der zentrale Mechanismus
der Energieproduktion durch die oxidative Phosphorylierung, bei der Energie in Form
von ATP mithilfe der Atmungskettenenzyme generiert wird. Hierbei konnte eine deut-
lich abnehmende Tendenz mit annahender Signifikanz (p = 0.07) fur die Enzymaktivitat
der NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex I) in Assoziation mit dem Z-Score fest-
gestellt werden. Die Succinat-Dehydrogenase (Komplex 1) und Cytochrom-c-
Oxidoreduktase (Komplex Ill), folgten diesem Trend. Eine signifikante Abnahme zeigte
sich jedoch fir keinen der Komplexe im Zusammenhang mit dem Z-Score. Trotzdem
deuten die Ergebnisse auf eine Aktivitdtsabnahme der Atmungskettenenzymkomplexe
im Rahmen der Sarkopenie hin. Zwar wurde durch Boffoli et al. ebenfalls eine Aktivi-
tatsminderung, insbesondere fir die Komplexe I, Il und IV im alternden Skelettmuskel
festgestellt (162), jedoch scheint die Reduktion der Enzymaktivitat im Zusammenhang
der Sarkopenie starker ausgepragt zu sein. So zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie in
der vorliegenden Arbeit in einer Studie durch Migliavacca et al., in welcher ebenfalls
eine negative Korrelation der Atmungskettenenzymkomplex-Aktivitat im Zusammen-
hang mit Sarkopenie festgestellt wurde (163). Hierbei wurden durch enzymatische
Analysen isolierter Mitochondrien aus Muskelbiopsien sarkopener Probanden funktio-
nelle Defizite der mitochondrialen Enzymaktivitdt beobachtet, wobei besonders die
enzymatischen Aktivitadten der Komplexe | bis IV reduziert waren (163). Komplex | zeig-
te hierbei die deutlichste Aktivitdtsminderung, was auch in der vorliegenden Arbeit be-
obachtet werden konnte. Somit bestatigt sich die These, dass eine Aktivitdtsminderung
der Enzymkomplexe in der Pathogenese der Sarkopenie eine entscheidende Rolle
spielen konnte. Migliavacca et al. beobachteten auflerdem fir alle Atmungsketten-
enzyme, inklusive der ATP-Synthase eine verminderte Genexpression, woraus eine
globale Abnahme der Proteinexpression der aktiven Untereinheiten mitochondrialer
Atmungskettenenzymkomplexe resultierte (163). Insbesondere zeigte sich eine ver-
minderte Expression mitochondrialer Gene fiir die Komplexe |, Il, Il und Komplex V,
der ATP-Synthase. Diese waren bei den sarkopenen Probanden um 44- 51% reduziert.
Diese Beobachtungen sind ebenfalls vereinbar mit den vorliegenden Ergebnissen, so-
wohl fur die deutliche Aktivitdtsminderung von Komplex | als auch flr die abnehmen-
den Tendenz fir Komplex Il und lll. Zwar wurde in einer anderen Studie durch Zahn et
al. ebenfalls eine verminderte Genexpression mit zunehmendem Alter fir die
Atmungsketten-Enzymkomplexe beobachtet (164), dennoch scheint auch in diesem

Fall die verminderte Expression mitochondrialer Enzyme im Rahmen der Sarkopenie
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starker auszufallen. Ergebnisse einer Studie, in welcher "pre-frail" Probanden mit ei-
nem mittleren Alter von 70 Jahren untersucht wurden, deuteten ebenfalls auf eine deut-
liche Aktivitatsminderung von Komplex |, Il und IV hin und es zeigte sich eine tendenzi-
ell geringere mtDNA Dichte im Verhaltnis zur nukledren DNA, was mit einer auffallend
niedrigeren Transkription mitochondrialer Gensatze im Muskel einherging (165). Ob-
wohl Frailty, beziehungsweise Gebrechlichkeit, ein anderes Krankheitsbild beschreibt,
steht es pathophysiologisch teilweise im engen Zusammenhang mit Sarkopenie (166,
167). Es ist davon auszugehen, dass mit zunehmendem Alter eine generelle Aktivi-
tatsminderung der Atmungskettenenzymkomplexe auftritt, aber die Ergebnisse von
Andreux et al. (165) und Migliavacca (163) als auch die vorliegenden Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dass dieser Prozess im Rahmen der Sarkopenie aggraviert ablauft.
Ebenso ergab die Untersuchung der mitochondrialen Atmungskettenenzymaktivitat in
einer Studie von Pestronk et al. eine deutliche Reduktion bei sarkopenen Patienten,
insbesondere der Komplexe I, Il und II/lll (168). Allerdings sei erwahnt, dass in der
Studie durch Pestronk et al. Probanden im Alter = 50 Jahren und einer Muskelfase-
ratrophie mit einem durchschnittichen Durchmesser von 38 pm als sarkopen definiert
wurden. Die Diagnosekriterien entsprechen damit nicht denen der vorliegenden Arbeit,
trotzdem werden Muskelfaseratrophien zugunsten der in 1.1.2 beschriebenen Typ-I-
Fasern in der Literatur zunehmend mit Sarkopenie in Zusammenhang gebracht (79),
weshalb eine gewisse Vergleichbarkeit zu den vorliegenden Ergebnissen gegeben ist.
Bemerkenswert ist, dass insbesondere fir die Komplex-I-Aktivitat in der Arbeit von
Pestronk et al. eine starke Verringerung bei sarkopenen Patienten festgestellt wurde,
wohingegen das Alter allein nur eine mafig reduzierte Enzymaktivitat von Komplex |
zeigte (168).

Interessanterweise ergaben die Analysen der vorliegenden Arbeit ebenfalls ausschliel3-
lich eine nahezu signifikante Tendenz der Aktivitdtsminderung fir Komplex |. Fir Kom-
plex II/lll wurde zwar ein ahnlicher Trend beobachtet, allerdings sind die Unterschiede
zwischen den Gruppen nicht so deutlich. Ein solcher Trend fehlt flir Komplex 1V, da
hier weder eine Abnahme noch eine abnehmende Tendenz beobachtet werden konnte.
Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen scheint es also keinen Zusammenhang
zwischen Sarkopenie und der Aktivitat von Komplex IV zu geben. In Anbetracht dessen
liegt die Vermutung nahe, dass Sarkopenie nicht mit einem generellen Verlust von Mi-
tochondrien einhergeht, denn hierbei ware vermutlich eine Aktivitatsminderung aller
Komplexe zu beobachten. Stattdessen scheint vorrangig die Aktivitdtsminderung von
Komplex | mit Sarkopenie assoziiert zu sein, wie auch die Ergebnisse von Pestronk et
al. (168) vermuten lassen. Denkbar ware also, dass im Rahmen der Sarkopenie eine

mitochondriale Dysfunktion vorliegt, welche aus einer Reduktion der Aktivitat spezifi-
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scher Enzyme, beziehungsweise insbesondere der Reduktion der Enzymaktivitat von

Komplex | resultiert.

Die eingangs erwahnte Typ-ll-Muskelfaseratrophie, welche mit Sarkopenie in Zusam-
menhang gebracht wird (79) kann die isolierte Aktivitatsminderung von Komplex | nicht
erklaren, da sich die Muskelfasertypen zwar im Mitochondriengehalt unterschieden, bei
einer Anderung der absoluten Menge an Mitochondrien pro Zelle jedoch eine Aktivi-
tatsabnahme aller Atmungskettenenzyme zu erwarten ware. Wie in der Einleitung be-
schrieben gehdéren die Typ-lI-Fasern zu den schnellen glykolytischen Muskelfasern mit
geringerem Mitochondriengehalt. Somit gibt die Reduktion von Typ-lI-Fasern im sarko-
penen Muskel zwar ein Hinweis auf eine Anderung der Muskelzusammensetzung so-
wie der absoluten Menge an Mitochondrien pro Zelle, lasst jedoch zum aktuellen Zeit-
punkt keinen zuverlassigen Ruckschluss auf eine veranderte Atmungskettenenzymak-
tivitdt zu. In einer Studie durch Murgia et. al wurde mittels Quantifizierung der Expres-
sion jeder Untereinheit der gesamten Atmungskette festgestellt, dass der Rickgang
der Atmungskettenaktivitdt im Alter in den langsamen oxidativen Typ-lI-Muskelfasern
und schellen glykolytischen Typ-lI-Fasern ahnlich stark ausfallt (169). Insofern scheint
der fasertypspezifische Gehalt an Mitochondrien eine untergeordnete Rolle bezlglich
der Atmungskettenaktivitat zu spielen. Diese Beobachtung bestarkt die Vermutung,
dass die Unterschiede in der Zusammensetzung der Fasertypen zwischen sarkopenen
und nicht-sarkopenen Patienten (79) keinen Einfluss auf die beobachteten Ergebnisse
hat.

Es wird vermutet, dass die Aktivitatsminderung von Enzymen im Alter eine Konse-
quenz der durch ROS verursachten Schaden ist. Wie in 1.3.5 beschrieben, befindet
sich die mtDNA in direkter Nachbarschaft der Atmungskette, welche eine der Haupt-
quellen von ROS darstellt. Dadurch sind die Mitochondrien nicht nur Produzenten von
ROS, sondern gleichzeitig Ziel der reaktiven Sauerstoffspezies, denn durch die unmit-
telbare Nahe ist die mtDNA den ROS standig ausgeliefert. Dartber hinaus verfugt die
mtDNA im Gegensatz zu der zellularen nuklearen DNA Uber ein weniger ausgepragtes
Reparatursystem, was sie um ein vielfaches anfalliger fir oxidativen Stress und Scha-
den durch ROS macht (170). Short et al. stellten auRerdem fest, dass altere Menschen
signifikant hohere oxidative Schaden der nukledren DNA aufweisen. Gleichzeitig konn-
ten sie beobachten, dass damit einhergehend die Menge an mtDNA abnahm, was wie-
derum mit einer reduzierten Menge an mRNA-Transkripten verbunden war, welche fur
mitochondriale Proteine kodieren (143). Diese Beobachtung ist bedeutsam, da die
Kommunikation und Koordination der Transkriptionsereignisse sowohl in den Mito-
chondrien als auch im Zellkern von entscheidender Bedeutung fur die Produktion von

ATP und die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Homoéostase sind, da die meisten
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Proteine, welche fir die oxidative Phosphorylierung und andere mitochondriale Pro-
zesse erforderlich sind, nicht ausschlieBlich von der mtDNA, sondern teilweise auch
von der nuklearen DNA kodiert werden (171). Dementsprechend kdnnen oxidative
Schaden an der nuklearen DNA ebenso folgenreich fir die Funktion der Mitochondrien
sein, wie direkte Schaden an der mtDNA. Schlussfolgernd kénnte eine generelle Uber-
produktion von ROS als ein weiterer Pathomechanismus einer gestérten Biogenese

der Mitochondrien im Rahmen der Sarkopenie eine wichtige Rolle spielen.

Trotz des bedeutenden Anteils der durch die nukledre DNA kodierten Proteine zur Auf-
rechterhaltung der mitochondrialen Funktion, ist die mtDNA natirlich ebenso essenziell
fr deren Funktionalitat, denn sie kodiert ebenfalls Bausteine fur die Untereinheiten der
Atmungskettenenyzmkomplexe (172-174). Beachtlich ist, dass die mtDNA insgesamt
fur sieben Untereinheiten von Komplex | kodiert, welcher den gréf3ten Komplex mit 45
Untereinheiten der Atmungskette darstellt (51, 162, 175). Im Vergleich dazu kodiert die
mtDNA fiir eine der zehn Untereinheiten von Komplex Il und drei der circa 13 Un-
tereinheiten fir Komplex IV (162, 175). Das hebt die besondere Bedeutung von Kom-
plex | innerhalb der Atmungskette hervor, da ein beachtlicher Anteil seiner funktionellen
Untereinheiten direkt von der mtDNA stammt. Aufgrund dessen liegt die Vermutung
nahe, dass Veranderungen der mtDNA durch oxidativen Stress einen grofRen Einfluss
auf die Funktionalitdt von Komplex | hat. Dessen Aktivitat und Stabilitat kdnnten durch
Mutationen dieser durch die mtDNA kodierten Gene fiir die sieben Untereinheiten be-
eintrachtigt sein und letztlich zu einer Dysfunktion der Atmungskette flihren. Wie in der
Einleitung beschrieben, werden die reaktiven Sauerstoffspezies H.O, und das Super-
oxid-Anion O2 in den Mitochondrien hauptsachlich als Nebenprodukte der oxidativen
Phosphorylierung durch die Komplexe | und Il produziert (144-147, 176). Dies ge-
schieht wahrend der Ubertragung von Elektronen auf Ubichinon, wodurch es zu
Ubichinol reduziert wird. Dabei kann es zu einer unvollstandigen Ubertragung der
Elektronen kommen und einige Elektronen kdnnen auf molekularen Sauerstoff Ubertra-
gen werden, was zur Produktion von ROS fiihrt. In einer Ubersichtsarbeit von Hahn et
al. (177) wurde beschrieben, dass ein Funktionsdefekt von Komplex | und Komplex |l
zu einer unkontrollierten Oxidation von Ubichinol fuhren kann. Folglich fuhrt der Funkti-
onsdefekt der mitochondrialen Enzymkomplexe also zu einer gestorten Elektronen-
Ubertragung und koénnte eine Ubermaflige Produktion von ROS nach sich ziehen.
Dadurch ware der durch oxidativen Stress in der Einleitung beschriebene Circulus viti-
osus angeregt, indem mtDNA-Schaden zu einer gestdrten Synthese von Atmungsket-
tenenzyme flhren, welche ihrerseits zu einer gesteigerten Produktion von ROS flhren,
was wiederum weitere Mutationen der mtDNA begtinstigt (147-149). Dieser Circulus

vitiosus hat eine gestérte ATP-Produktion zur Folge, wodurch die addquate Energie-
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versorgung des Skelettmuskels nicht mehr durch die Mitochondrien gewahrleistet wer-
den kann. Die vorliegenden Ergebnisse bezuglich der Komplexe | bis Ill lassen dem-
nach durchaus einen erhdhten oxidativen Stress im Rahmen der Sarkopenie vermuten,
wobei Komplex | insbesondere davon betroffen zu sein scheint, da ein Grofteil des

Enzymkomplexes durch die mtDNA kodiert wird.

Allerdings wird die sogenannte "Theorie der freien Radikale" (148) in den letzten Jah-
ren in der Literatur kontrovers diskutiert, da ROS ebenso fir die Aufrechterhaltung vie-
ler Prozesse, unter anderem der Genexpression, notwendig sind (147, 178, 179).
Nichtsdestotrotz haben ROS aufgrund der oben genannten Griinde einen bedeutenden
Einfluss auf den Alterungsprozess und es wird angenommen, dass die durch ROS
ausgeldsten Akkumulationen von mtDNA Mutationen ebenfalls im Rahmen der Sarko-
penie eine wichtige Rolle spielen (180-182), was mit den aktuellen Ergebnissen ver-

einbar ware.

Andere Studien konnten hingegen keine Abnahme der Aktivitat von Komplex | feststel-
len, sowohl im alternden Skelettmuskel (183) als auch im sarkopenen Skelettmuskel
(184). Obwohl durch die Studie von Shah et al. generell keine Abnahme von Komplex |
im sarkopenen Skelettmuskel beobachtet wurde, konnte fiir die sarkopenen Probanden
ein signifikanter Zusammenhang zwischen mtDNA-Deletionen und einer reduzierten
Komplex-I-Aktivitat gezeigt werden und dass die mtDNA-Deletionen Uberwiegend die
kodierenden Regionen fur Komplex | betreffen (184). Sofern die Deletions-Mutationen
der mtDNA hauptsachlich in den Bereichen auftreten, welche fir Komplex | kodieren,
ist annehmbar, dass diese Mutationen zu einer gestérten Synthese von Proteinen flr
Komplex | fihren, was wiederum eine Beeintrachtigung der Enzymaktivitat nach sich
ziehen wirde. In Zusammenschau mit den vorliegenden Ergebnissen wirde das eben-
falls fir eine erhohte Rate an mtDNA-Deletionen in den flir Komplex | kodierenden Re-
gionen bei sarkopenen Patienten sprechen. In Tiermodellen mit sarkopenen Mausen
wurde gleichfalls die Annahme aufgestellt, dass mtDNA-Mutationen ursachlich fur Sar-
kopenie sind und analog zu den aufgeflhrten Erlauterungen argumentiert, dass auf-
grund der Beeintrachtigung der Atmungskettenenzymaktivitaten ein Mangel an oxidati-
ver Phosphorylierung besteht (185). In den sarkopenen Mausen wurde eine Reduktion
von 35-50% der Enzymaktivitdten von Komplex I, 1ll und IV beobachtet (185). Wie in
diesem Mausmodell beobachteten einige Studien eine Abnahme aller Komplexe und
nicht speziell fir Komplex |. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass aufgrund mangelnden
Probenmaterials in der vorliegenden Arbeit nur eine Teilmenge der Kohorte mit n = 8
auf die mitochondriale Enzymaktivitédt untersucht werden konnte. Daher ist es plausi-
bel, dass sich bei einer héheren Probenanzahl die Tendenzen aller Komplexe der Akti-

vitdtsminderung im Einvernehmen anderer Studien verdeutlicht hatte. So schlussfolger-
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ten auch Migliavacca et al., dass Sarkopenie eher durch ein allgemeines biodynami-
sches Defizit verursacht wird und nicht durch eine Aktivitdtsminderung eines spezifi-

schen Komplexes (163).

Es stellt sich jedoch die Frage, inwieweit sich die verringerte Aktivitat eines einzelnen
Atmungskettenkomplexes auf die Aktivitat der anderen Komplexe auswirkt. Die NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase, Komplex |, liefert ein Produkt, welches zugleich ein ent-
scheidendes Substrat der weiteren Komplexe darstellt. Liegt dieses Substrat wie im
Falle einer Reduktion der Komplex-I-Aktivitat in verringerter Konzentration vor, ware
anzunehmen, dass die nachfolgenden Komplexe ebenfalls in ihrer Funktion und Aktivi-
tat eingeschrankt waren. In einer Ubersichtsarbeit wurde dargestellt, dass alternative
Elektronendonatoren in der Atmungskette, wie bspw. Komplex Il oder andere Ubichi-
non-reduzierende Enzyme eine deutlich geringere Effizienz der Atmungskette bei ver-
minderter Komplex-I-Aktivitat zeigten (186, 187). Demnach scheint Komplex | eine
Schlisselrolle im Elektronentransport der mitochondrialen Atmungskette zu spielen.
Somit kdnnen bei einer Beeintrachtigung der Komplex-I-Aktivitat die nachfolgenden
Komplexe nicht im vollen Umfang kompensieren, was eine gestorte zellulare Energie-
produktion zur Folge hatte. Eine verminderte Komplex-I-Aktivitdt hat demnach einen
bedeutenden Einfluss auf die Energieversorgung des Skelettmuskels. Entsprechend
kdnnte eine Aktivitdtsminderung einzig von Komplex | fir den Funktionsverlust der
Skelettmuskulatur im Rahmen der Sarkopenie durchaus eine entscheidende Rolle

spielen.

5.3 Stoffwechselveranderungen in sarkopenen Myoblasten-

zellkulturen

Aus den Muskelbiopsien der Probanden wurden Myoblastenzellkulturen angelegt und
mittels Echtzeitanalysen die Glykolyse und die mitochondriale Respiration der Zellen
untersucht. Aufgrund des fortgeschrittenen Alters der Probanden mit einem Durch-
schnittsalter von 82 Jahren, wurden die Myoblastenzellkulturen nach der zweiten Pas-
sage untersucht, um eine in vitro Seneszenz der Zellen und somit eine fortschreitende
Zellalterung zu verhindern. Da die Muskelbiopsien der Probanden eine annahernd sig-
nifikante Aktivitdtsminderung von Komplex | zeigten, ware fur die Myoblastenzellkultu-
ren in Konkordanz eine Abnahme der mitochondrialen Respiration zu erwarten gewe-
sen. Die Analysen zeigten jedoch sowohl fur die Basale Respiration als auch fur die
Glykolyse der Zellen nur eine leicht abnehmende Tendenz in Zusammenhang mit dem
Z-Score, jeweils ohne Signifikanz. Der Effekt war somit fur die Mitochondrien in den

angelegten  Myoblastenzellkulturen der Muskelbiopsien nicht reproduzierbar.
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Der abnehmende Trend der basalen Respiration und Glykolyse gibt zumindest einen
Hinweis darauf, dass mit dem Sarkopenieschweregrad sowohl die mitochondriale
Funktion als auch die glykolytische Funktion der Myoblasten nachzulassen scheint.
Gemal dieser Beobachtung wurde durch Analysen von Genexpressionsprofilen in My-
oblasten von Spendern unterschiedlichen Alters und in unterschiedlichen Proliferati-
onsstadien, sowohl in vivo als auch in vitro altersbedingte Veranderungen der Stoff-
wechselkapazitat und der zugehoérigen Geneexpressionsprofile bei den alteren Spen-
dern im Alter von 79 Jahren festgestellt (188). Die Ergebnisse von Bortoli et al. zeigten,
dass Gene, welche unter anderem an den Stoffwechselwegen des mitochondrialen
Elektronentransport, der ATP-Synthase als auch an der Glykolyse und dem Citratzyk-
lus beteiligt sind in den Myoblasten der 79-jahrigen Spender vermindert waren. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass sich allein das fortgeschrittene Alter auf die Stoffwech-
selkapazitat der Myoblasten auswirkt, was in einer gestérten Muskelfunktion resultiert.
Die vorliegenden Ergebnisse bezlglich der Stoffwechselaktivitat der Probanden geben
einen Hinweis darauf, dass dieser Alterungsprozess im Rahmen der der Sarkopenie
beschleunigt sein konnte. Wie bereits erwahnt, besteht ein Zusammenhang zwischen
Sarkopenie und einer Muskelfaseratrophie der schnellkontrahierenden Typ-llI-Fasern
(79). Da die Typ-ll-Fasern die Energie vor allem durch anaeroben Stoffwechsel gene-
rieren, ware im Rahmen der Sarkopenie bei der Verschiebung von Muskelfaser Typ Il
zu Typ | eine Abnahme der anaeroben Glykolyse zu erwarten, was durch die abneh-
mende Tendenz der vorliegenden Ergebnisse bestatigt wird. Sofern allerdings eine
Verschiebung zu einer insgesamt langsameren Typ-I-Muskelfaserpopulation stattfindet,
ware theoretisch ein gleichzeitiger Anstieg der oxidativen Stoffwechselprozesse bei der
Energiegewinnung zu erwarten, da die langsam kontrahierenden Typ-I-Muskelfasern
einen héheren Anteil an Mitochondrien besitzen und die Energie Uberwiegend tber die
oxidative Phosphorylierung gewinnen. Allerdings stellt sich die Frage, inwiefern Unter-
suchungen an Vorlauferzellen in vitro, hier Myoblastenkulturen, Rickschlisse auf aus-
differenzierte Muskelfasern des Metabolismus zulassen und ob sich die veranderte
Faserzusammensetzung mit diesem Modell suffizient abbilden lasst. Eine Studie, in
welcher ebenfalls mittels der Seahorse-Technologie die Respiration von Zellkulturen
untersucht wurden, zeigte sowohl fiir die basale als auch fir die maximale Respiration
seneszenter Myoblasten im Vergleich zu jungen Myoblasten signifikant héhere Werte
(189). Diese Beobachtung stimmt mit der erwarteten Veranderung bei einer vermehr-
ten Atrophie von Typ-ll-Fasern Uberein und spricht fur die Validitdt des Modells.
Gleichzeitig wurde durch Baraibar festgestellt, dass Zwischenprodukte der Glykolyse in
seneszenten Myoblasten vermindert waren, was auf eine reduzierte Glykolyse schlie-
Ren lasst. Allerdings ist zu beachten, dass in der Studie durch Baraibar Muskelsatelli-

tenzellen des Quadrizeps eines 5 Tage alten weiblichen Sauglings isoliert und an-
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schlieRend in Wachstumsmedium expandiert und kultiviert wurden und somit nur in
vitro gealtert sind. Ahnliche Ergebnisse beziiglich der replikativen Seneszenz, also
dem Altern in vitro, wurden in einer Ubersichtarbeit durch Hamon et al. dargestellt.
Hierbei zeigte sich, dass die replikative Seneszenz mit oxidativen Veranderungen von
Proteinen einhergeht. Diese Beobachtungen betrafen insbesondere Proteine der Gly-
kolyse der Myoblasten, wahrend in den Mitochondrien der seneszenten Myoblasten
kaum Proteine modifiziert zu sein schienen (190). Fiir die Ubertragbarkeit dieser Be-
obachtungen ist es jedoch entscheidend, ob Myoblasten der verschiedenen Muskelfa-
sertypen bereits je nach Fasertyp eine unterschiedliche Dichte an Mitochondrien auf-
weisen und ob sich die Faserzusammensetzung bei replikativer Alterung in vitro analog
zur Alterung in vivo zugunsten der Typ-I-Fasern verandert. In dieser Hinsicht ist das
vorliegende Studiendesign mit Myoblastenzellkulturen der = 80 Jahre alten Probanden,
dem der replikativen Seneszenz hinsichtlich der Ubertragbarkeit der Ergebnisse (iber-
legen.

Dennoch zeigen die Seahorse-Analysen der vorliegenden Arbeit fir beide Stoffwech-
selwege in den Myoblasten eine abnehmende Tendenz, wobei die Abnahme der Gly-
kolyse minimal starker ausgepragt ist. Obwohl die Typ-I-Muskelfasern ihre Energie
hauptsachlich Gber die Mitochondrien generieren, liel? sich kein Shift von anaeroben zu
aerober Energiegewinnung in den Myoblasten der Probanden beobachten. Ursachlich
dafur konnte ein Defekt der Mitochondrien sein, welcher trotz der Verschiebung bei
Sarkopenie zu langsam kontrahierenden Typ-I-Muskelfasern durch eine krankheitsbe-
dingte mitochondriale Dysfunktion dazu fuhrt, dass der Energiebedarf nicht kompen-
siert werden kann. In einer Studie Uber Mitochondrien aus Myoblastenkulturen von 27-
bis 33-Jahrigen im Vergleich zu 72- bis 78-jahrigen mannlichen Probanden, wurde in
den Myoblasten der alteren Probanden ein signifikant erhéhter Grundgehalt des Su-
peroxid-Anion O2 in den Mitochondrien festgestellt, bei gleichzeitig niedrigerer Expres-
sion einer Superoxiddismutase, welche zum Schutz der Mitochondrien das Superoxid-
Anion Oz eliminiert (191). So schlussfolgerten Marrone et. al ebenfalls, dass die auf-
grund oxidativen Stresses beeintrachtigen Mitochondrien die metabolische Plastizitat
der Myoblasten nachteilig beeinflussen. Zwar wird hier lediglich die Auswirkung des
Alters beziglich der Myoblasten betrachtet, aber diese konnte im Kontext der Sarko-
penie verstarkt sein. Die Ergebnisse der Atmungskettenenzym-Analysen wie in 4.3.1
beschrieben, bestatigen diesen Verdacht. Es konnte aulRerdem ein Zusammenhang
zwischen einer Reduktion der mitochondrialen Kapazitat sowie Effizienz und einer ver-
langsamten Gehgeschwindigkeit bei dem 400m Gehtest gezeigt werden, sowohl fir
Frauen als auch Manner mit einem mittleren Alter von 78 Jahren (192). Wie in 1.2.2
beschrieben, lasst sich der Sarkopenieschweregrad nach den Kriterien der EWGSOP2

(54) unter anderem Uber einen 400m-Gehstrecke-Test feststellen. Diese Ergebnisse
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deuten ebenfalls auf einen mitochondrialen Defekt im Rahmen der Sarkopenie hin.
Dennoch ergibt sich in Hinblick der vorliegenden Ergebnisse und der obengenannten
Studien die Uberlegung, inwieweit der Metabolismus, der in vitro kultivierten Myoblas-
ten mit den Myoblasten in vivo vergleichbar ist, insbesondere bei fortgeschrittenem
Alter des Spenders. Paasuke et al. stellten diesbeziiglich fest, dass bei der Proliferati-
on von Myoblasten in vitro sowohl bei jungen Spendern mit einem Durchschnittsalter
von 23 Jahren als auch bei Spendern mit einem Durchschnittsalter von 76 Jahren, die
oxidative Phosphorylierung vermindert war (193). Allerdings traten die Veranderungen
der oxidativen Phosphorylierung bei den jungen Probanden erst ab der dritten Passage
der Zellen auf. Im weiteren Verlauf zeigte sich gleichermal3en fir beide Altersgruppen
von der zweiten bis zur sechsten Passage eine Abnahme der oxidativen Phosphorylie-
rung. Dies deutet darauf hin, dass sich die Abnahme der oxidativen Phosphorylierung
fur die alteren Probanden bereits in den frihen Passagen manifestiert. Diese Beobach-
tung wiederum gibt einen Hinweis darauf, dass die Kapazitat der oxidativen Phospho-
rylierung mit dem tatsachlichen Alter nachzulassen scheint. Gleichermal3en zeigt die
Reduktion der oxidativen Phosphorylierung Uber die zweite bis sechste Passage hin-
weg, dass die Proliferation in vitro unabhangig vom Alter des Spenders mit einer Ab-
nahme der oxidativen Phosphorylierung einherzugehen scheint, je fortgeschrittener die
Subkultivierung der Zellkultur und somit die replikative Seneszenz ist. Insofern hat das
tatsachliche Alter auch auf das replizierende Altern in vitro einen Einfluss, zumindest
auf die mitochondrialen Stoffwechselwege der Myoblasten ab der zweiten Passage,
wie die Studie durch Paasuke et al. zeigt. Insgesamt bestatig sich dadurch, dass das
Vorgehen der vorliegenden Arbeit richtig war, da die Durchfihrung der Messungen
bereits nach der zweiten Passage das Auftreten einer in vitro Seneszenz verhindert,
welche mogliche Unterschiede verschleiern konnte. Die Enzyme Hexokinase und
Pyruvatkinase der Glykolyse wurden durch den in vitro Alterungsprozess interessan-
terweise bei beiden Gruppen in der Studie durch Paasuke et al. nicht beeinflusst. Wei-
tere Unterstutzung findet das von uns verwendete Modell von einer Studie durch Als-
harida et al. Hierbei wurden Myoblastenkulturen von 20 bis 25-Jahrigen im Vergleich
zu 67 bis 82-Jahrigen im Laufe der replikativen Seneszenz untersucht, allerdings wur-
de in der Studie keine Anzahl der Passagen bis zum Erreichen der replikativen Senes-
zenz angegeben. Zwar traten bei den seneszenten in vitro gealterten Zellen unter an-
derem eine gréRRere Anzahl an Zellen mit DNA-Schaden und einer beeintrachtigten
Expression von Differenzierungsmarken auf, allerdings zeigte sich kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Ganz im Gegenteil ergaben sich klare Hinweise darauf,
dass die Veranderungen von muskularen Vorlauferzellen in Kultur bei sowohl jungen
als auch alteren Menschen ahnlich sind und das Alter der Spender somit keine Rolle

spielt (194). Dabei muss allerdings beachtet werden, dass in der Studie durch sowohl
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Paasuke et al. als auch Alsharida et al. die Myoblasten gesunder Erwachsener unter-
sucht wurden, wohingegen die Probanden dieser Arbeit zumindest an Prasarkopenie
oder Sarkopenie erkrankt waren und eventuelle weitere Komorbiditaten vorlagen, so-
lange diese im Einklang der Einschlusskriterien waren, welche in 3.1.2 beschrieben
sind. Trotzdem ist annehmbar, dass das von uns verwendete Modell die Beobachtung
von Unterschieden der Myoblasten erkrankter Probanden im fortgeschrittenen Alter in
vitro im Vergleich zu gesunden Probanden, oder wie in unserem Fall nicht-sarkopenen
Probanden erlaubt. Insgesamt deutet die nur leicht abnehmende Tendenz der Glykoly-
se und Basalen Respiration bei gleichzeitig stark verminderter Komplex-I-Aktivitat da-
rauf hin, dass die Abnahme der Muskelfunktion bei Sarkopenie mdglicherweise nicht
auf einen defekten Metabolismus der Vorlauferzellen beruht. Die Ergebnisse legen
somit nahe, dass muskulare Dysregulation im Zusammenhang mit Sarkopenie nicht

unbedingt eine genetische Ursache haben.

5.4 Diskussion multisystemischer und externer Einflussfakto-

ren auf Sarkopenie

5.4.1 Diskussion der Citratzyklusmetabolite

Die Blutseren der Patienten wurden mithilfe von Stoffwechselanalysen auf verschiede-
ne Metabolite untersucht. Hierbei zeigte sich insbesondere fir einige Metabolite des
Citratzyklus eine signifikante Zunahme der Serumkonzentration bei Patienten mit ho-
hem Z-Score. Diese Ergebnisse sind konsistent mit der verminderten Komplex-I-
Aktivitat der vorliegenden Arbeit, denn wie einleitend beschrieben, wird unter anderem
durch einzelne Schritte des Citratzyklus NADH in den Mitochondrien produziert und im
weiteren Verlauf durch die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase, Komplex I, zu NAD+ oxi-
diert. Eine verminderte Aktivitat von Komplex | resultiert in einem verminderten Abbau
von NADH und fuhrt somit zu einer Anhaufung von NADH. Entsprechend wurde in ei-
ner Ubersichtsarbeit zusammengefasst, dass erhohte NADH Werte eine direkte Folge
von mitochondrialer Dysfunktion sind, da eine der wesentlichen Funktionen von Kom-
plex | die Oxidation von NADH ist (195). Eine NADH-Akkumulation wiederum kann
samtliche Enzyme des Citratzyklus und die damit verbundenen Stoffwechselwege
hemmen, was zu einem gestdrten Ablauf des Citratzyklus fuhrt (195). Die Regulation
des Citratzyklus erfolgt hauptsachlich tber die Konzentrationen von ADP, ATP, NAD+
und NADH, wobei die inhibitorischen Effekte von NADH insbesondere das regulierende
Schlisselenzym Isocitrat-Dehydrogenase betreffen, sowie die a-Ketoglutarat- und die
Malat-Dehydrogenase des Citratzyklus (44). Mehrere Enzyme des Citratzyklus werden
also durch ihr jeweiliges Produkt gehemmt, weshalb eine NADH-Akkumulation die sig-

nifikanten Erhdhungen der Citratzyklusmetabolite der vorliegenden Arbeit begriinden
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kdnnte. In der bereits erwahnten Studie durch Migliavacca et al. konnte aul3erdem ge-
zeigt werden, dass die enzymatische Aktivitat der beiden Enzyme Citrat-Synthase und
Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus im sarkopenen Muskel deutlich reduziert ist
(163), wobei die Succinat-Dehydrogenase wie einleitend beschrieben eine Doppelfunk-
tion im mitochondrialen Stoffwechsel hat und aulRerdem dem Komplex Il der Atmungs-
kette entspricht, welcher in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine abnehmende Ten-
denz zeigte. Die Succinat-Dehydrogenase katalysiert die Oxidation von Succinat zu
Fumarat und eine Abnahme ihrer Aktivitat kdnnte zu einer Anhaufung von Succinat
fihren. Die Citratsynthase katalysiert den ersten Schritt des Citratzyklus, die Konden-
sation von Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat (44). Eine verminderte Aktivitat wirde
also diesen ersten Schritt des Citratzyklus beeintrachtigen und infolgedessen zunachst
einen Anstieg von Oxalacetat und Acetyl-CoA verursachen. Dieses Ungleichgewicht
wiederum konnte zu einer Stérung des Citratzyklus fihren, was im weiteren Verlauf
wiederum einen Anstieg von Citrat bedingen kénnte. Insgesamt deuten die verminder-
ten Aktivitaten der Succinat-Dehydrognase und Citratsynthase der Studie ebenfalls auf
eine generelle Dysregulation des Citratzyklus bei Sarkopenie hin. Die Akkumulation
von NADH ist ein plausibler Grund fir diese Dysregulation, da die NADH-Anhaufung
durch direkte Hemmung wie oben erwahnt einige Schlisselenzyme des Citratzyklus
inaktiviert und es infolgedessen zu einer indirekten Hemmung weiterer Enzyme kommt,
wodurch der Ablauf des Citratzyklus beeintrachtigt ist und dadurch die entsprechenden
Citratzyklus-Metabolite anfallen. Eine vergleichbare Studie an Rhesusaffen, in welcher
der Einfluss des Alterungsprozesses und Sarkopenie auf den Stoffwechsel anhand von
Muskelbiopsien des Musculus vastus lateralis untersucht wurde, zeigte ahnliche Er-
gebnisse. Bei den Rhesusaffen mittleren Alters und beginnender Sarkopenie wurde
festgestellt, dass das Redox-Verhaltnis zugunsten der reduzierten Coenzyme NADH
und FAD verschoben war und diese im Skelettmuskel signifikant erhéht waren (196),
wobei FAD wie einleitend beschrieben als Cofaktor der Succinat-Dehydrogenase und
somit Komplex Il der Atmungskette fungiert. Bei der Oxidation von Succinat zu Fuma-
rat werden zwei Elektronen und zwei Protonen auf das FAD-Molekil Ubertragen,
wodurch FADH; entsteht, was bei den sarkopenen Rhesusaffen auszubleiben schien,
wie sich an den erhdhten FAD Werten zeigte. Diese Ergebnisse stimmen sowohl mit
der abnehmenden Tendenz fir die Komplex-ll-Aktivitat als auch den erhdhten Suc-
cinat-Werten der vorliegenden Arbeit Uberein, denn eine Anhaufung von Succinat
kdnnte sich moglicherweise auf den Redoxzustand von FAD auswirken durch eine ne-
gative Ruckkopplungshemmung von Komplex II. Erhéhte Succinat-Werte kénnten wie-
derum wie oben beschrieben die Folge der Dysregulation des Citratzyklus sein. Sowohl
die erhohten NADH-Werte als auch FAD-Werte der sarkopenen Rhesusaffen deuten in

Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass es im Rahmen der

68



Diskussion

Sarkopenie zu Veranderungen im Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid und auch den Fla-
vin-Adenin-Dinukleotid bezogenen Stoffwechsel kommt und es ist annehmbar, dass
insbesondere die verminderte Komplex-I-Aktivitat als auch eine verminderte Komplex-
[I-Aktivitat der Grund dafiir sein kénnten. Ein veranderter NAD+/NADH Stoffwechsel
zeigte sich ebenfalls in der Studie durch Migliavacca et al., in welcher niedrige NAD+
Spiegel und somit niedrige Spiegel der oxidierten Form von Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotid im Muskel der sarkopenen Probanden festgestellt wurden (163). Die er-
niedrigten Werte wurden hier allerdings auf eine gestérte NAD+ Biosynthese und Spei-
cherung im Muskel zurlickgefiihrt. Die Ursache wird somit in dieser Studie nicht spezi-
ell mit der Inaktivitdt von Komplex | begriindet, sondern mit einer verringerten Expres-
sion von Enzymen, welche unter anderem an der Regulation der NAD+ Biosynthese
beteiligt sind. Die Abnahme des NAD+ Spiegels zeigte in der Studie aber zusatzlich
noch eine Korrelation mit verschiedenen Parametern, wie der Handkraft, der Gehge-
schwindigkeit und aulRerdem mit der Komplex-I-Aktivitat (163). Diese Beobachtung legt
nahe, dass niedrige NAD+ Werte mit einer reduzierten Aktivitdt von Komplex | einher-
gehen, was die Annahme unterstitzt, dass die Inaktivitdt von Komplex | im Rahmen
der Sarkopenie zu der Akkumulation von NADH malfgeblich beitragt und dass die dar-
aus resultierenden Veranderungen im NAD+/NADH-Stoffwechsel die mitochondriale
Funktion bei Sarkopenie beeintrachtigen. So schlussfolgerten auch Migliavacca et al.,
dass die NAD+ Erschopfung ein Schllisselfaktor sein konnte, welcher die mitochondria-
le Aktivitat und die Muskelgesundheit bei Personen mit Sarkopenie beeinflusst (163).
Die Verschiebung des Redox-Verhaltnisses zugunsten von NADH hat eine starke Wir-
kung auf das gesamte metabolische Gleichgewicht und kann zu Stérungen des Zell-
stoffwechsels, Funktionsstérungen der Mitochondrien und damit einhergehend erhdh-
tem oxidativem Stress fuhren (197), welche haufig mit altersbedingten Krankheiten
einhergehen. NAD+ ist fur die Aufrechterhaltung und Reparatur der DNA unerlasslich
und erniedrigte NAD+ Spiegel werden sowohl mit neurodegenerativen Erkrankungen,
einer beschleunigten Seneszenz und "Inflammageing" in Verbindung gebracht, wobei
letzteres den Zustand einer niedriggradigen, chronischen Entziindung im Alterungspro-
zess kennzeichnet und mit einer erhdhten Anfalligkeit fur altersbedingte Krankheiten
verbunden ist (198). Angesichts der Bedeutung von NAD+ bei der Regulation vielfa-
cher Stoffwechselprozesse ist es plausibel, dass eine Akkumulation von NADH auf-
grund einer verminderten Komplex-I-Aktivitat eine Rolle bei der Entwicklung oder dem
Fortschreiten von Sarkopenie spielen koénnten, durch Beeintrachtigung des Muskel-

stoffwechsel, der mitochondrialen Funktion und zellularen Reparaturmechanismen.

Trotz der Tatsache, dass die im Blutserum analysierten Citratzyklusmetabolite nicht

ausschliellich aus dem Muskelgewebe stammen, lassen sich daraus dennoch Er-
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kenntnisse bezlglich des Muskelstoffwechsels und méglicher Muskelpathologien ablei-
ten. Wie einleitend beschrieben, ist der Muskel abseits seiner mechanischen Funktion
malgeblich an verschiedenen Stoffwechselprozessen beteiligt und tragt als metabo-
lisch aktives Organ dazu bei, den Energiehaushalt zu regulieren. In einer Ubersichtsar-
beit wurde dargestellt, dass insbesondere Citratzyklusmetabolite als wichtige Signale
flr die Substratoxidation und Substratumwandlung im aktiven Muskel fungieren, indem
Metabolite wie Citrat, Succinat, Fumarat und Malat regulatorische und signallbertra-
gende Funktionen ausfiihren (199). Ebenso existiert Kenntnis Uber einige Krankheiten,
bei denen mitochondriale Pathologien und Stresssignale durch eine Veranderung der
Citratzyklusmetabolite Einfluss auf den zellularen Stoffwechsel nehmen. Uber ver-
schiedene Signalwege kdnnen sie eine Rolle bei Krankheitsentstehung spielen und bei
mitochondrialer Dysfunktion sowohl einen Einfluss auf die Genetik und Epigenetik ha-
ben als auch eine Steuerung der Immunantwort bewirken (200). Vuijic et al. schlussfol-
gerten, dass die Metabolite des Citratzyklus als wichtige mitochondriale Botenstoffe
zwischen verschiedenen Stoffwechselorganen fungieren und nicht nur als Zwischen-
substrate fur die Energieerzeugung im Mitochondrium (200). Bezuglich der Diagnostik
von Erkrankungen spielt beispielsweise Succinat als zirkulierender Biomarker eine zu-
nehmend gréRere Rolle fur diverse metabolische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus
(201) und Fettleibigkeit (202) als auch fiir Krebserkrankungen (203) und kardiovaskula-
re Erkrankungen (204). Es ist also annehmbar, dass eine Zunahme von Citratzyklus-
metaboliten im Blutserum auch Informationen bezlglich des muskularen Stoffwechsels
im Kontext von Pathologien wie Sarkopenie liefern kénnten. So konnte beispielsweise
in einer Studie Uber metabolische Funktionsstérungen ein Zusammenhang von Ge-
brechlichkeit mit einem deutlichen Anstieg von Citratzyklusmetaboliten im Blutserum
beobachtet werden. Der Unterschied zeigte sich bei durchschnittlich 79-jahrigen Pro-
banden mit diagnostizierter ,Frailty” im Vergleich zu durchschnittlich 77-Jahrigen Pro-
banden ohne ,Frailty“ (205). Hierbei ist erneut wichtig zu bemerken, dass es sich bei
Gebrechlichkeit und Sarkopenie zwar um zwei verschiedene Krankheitsbilder handelt,
diese beiden Erkrankungen im Kontext der geriatrischen Gesundheit jedoch eng mitei-
nander verbunden sind und zumindest Hinweise auf sich Uberschneidende Pathophy-
siologien existieren (167). Die Studie durch Westbrook et al. zeigt die Wichtigkeit der
Rolle der Citratzyklusmetabolite und ihre Bedeutung in der Pathophysiologie der Ge-

brechlichkeit, was auch fir Sarkopenie von Nutzen sein konnte.

5.4.2 Diskussion der Eisenwerte

Die Aktivitatsminderung von Komplex |, welche sich fiir Sarkopenie in der vorliegenden

Arbeit zeigte, kdnnte auRerdem im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Serum-
70



Diskussion

analysen bezlglich der Eisenwerte stehen. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten
Zusammenhang der Transferrinsattigung und hohem Z-Score, sowie eine leicht anstei-
gende Tendenz der Ferritin-Werte, bei gleichzeitig nahezu unveradnderten Werten des
I8slichen Transferrinrezeptors (sTfR) fir die Probanden mit hohem Z-Score. Diese
Konstellation kdnnte auf eine Eisenstoffwechselstérung, beziehungsweise Eisenvertei-
lungsstérung im Rahmen der Sarkopenie hindeuten, was im weiteren Verlauf zu einem
funktionellen Eisenmangel fiihren kénnte. Der signifikante Zusammenhang der stei-
genden Transferrinsattigung mit dem Z-Score kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Transferrinbindungsstellen fir Eisen Ubersattigt sind und das verfligbare Eisen nicht
effizient genutzt wird, denn die gleichzeitig normalen sTfR-Werte deuten darauf hin,
dass keine erhdhte Anzahl von l6slichen Transferrinrezeptoren exprimiert und somit
zunachst keine Unterversorgung von Eisen durch die Zellen signalisiert wird. Die an-
steigende Tendenz der Ferritin-Werte wiederum kénnten ein Hinweis auf eine adaptive
Reaktion des Korpers sein und damit auf den Versuch, die begrenzte Verfugbarkeit
von Eisen zu kompensieren, indem verstarkt vorhandenes Eisen in den Eisenspeichern
gehalten wird, aber der Zelle nicht zur Verfigung steht. Ein daraus resultierender funk-
tioneller Eisenmangel kdnnte Auswirkungen auf die Muskelmasse -funktion und -kraft
haben. Entsprechend dieser Vermutung konnte in einer Studie ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen einer verminderten Muskelmasse und einem Eisenmangel in
der Allgemeinbevdlkerung im Alter von 25 bis 75 Jahren festgestellt werden (206).
Gleichfalls konnten Vinke et al. im Rahmen dieser Studie an einem Mausmodell zei-
gen, dass ein Eisenmangel die Proliferation von Myoblasten beeintrachtigt, was wiede-
rum einen grofien Einfluss auf den Muskelerhalt und die Muskelfunktion haben kann
(206). Wie einleitend beschrieben ist Eisen als Baustein fir die Funktion vieler Enzy-
me, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind, unerlasslich. Die Struktur der
einzelnen Enzyme der Atmungskette enthalten Eisen, entweder in Form von Eisen-
Schwefel-Zentren in Komplex |, Il und Ill, oder in Form einer Hamgruppe in Komplex lli
und IV, wobei Hamgruppen und Eisen-Schwefel-Zentren auch im selben Proteinkom-
plex, wie in den Komplexen Il und Ill, vorhanden sein kénnen (207). Hierbei ist zu be-
achten, dass Komplex | als der grofite Enzymkomplex der Atmungskette auch den
héchsten Anteil von insgesamt acht Eisen-Schwefel-Zentren besitzt (44, 208), was die
Bedeutung von Eisen fiur die Funktionalitat von Komplex | deutlich macht. Im Mito-
chondrium wird Eisen durch die Hdm- und Eisen-Schwefel-Zentrum-Synthese in seine
bioaktive Form umgewandelt, was entscheiden fur die Aufrechterhaltung der zellularen
und mitochondrialen Funktionen ist (132). Die Eisen-Schwefel-Zentren sind dabei nicht
nur essenziell fir die Stabilitdt und Funktionalitdt der Atmungskettenenzymkomplexe
und dabei insbesondere fir Komplex | (209), sondern haben weitere vielfaltige Aufga-

ben im sowohl zelluldren als auch mitochondrialen Stoffwechsel (210). Das Eisenatom
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spielt als Donor und Akzeptor fir Elektronen im Wechsel zwischen oxidiertem und re-
duziertem Zustand im Eisen-Schwefel-Zentrum eine entscheidende Rolle, unter ande-
rem im Citratzyklus als Cofaktor fir die Aktivitdt verschiedener Enzyme und in der oxi-
dativen Phosphorylierung (210). Daraus wird ersichtlich, dass die Eisenverflugbarkeit
einen direkten Einfluss auf die Energieproduktion hat (211). In einer Ubersichtsarbeit
bezlglich Eisen-Schwefel-Zentren konnte gezeigt werden, dass eine Dysregulation der
Eisen-Schwefel-Zentrum-Synthese schwere Auswirkungen auf die Zellfunktion und im
weiteren Verlauf auf die Gesundheit haben kann (209). Entsprechend konnten die Er-
gebnisse einer Studie an einem Mausmodell, in welchem der Einfluss von eisenregulie-
renden Proteinen auf die mitochondriale Funktion untersucht wurde, zeigen, dass ein
mitochondrialer Eisenmangel unter anderem die Eisen-Schwefel-Zentren in ihrer Funk-
tion beeintrachtigt (137). Es ist also anzunehmen, dass ein Eisenmangel oder generell
ein gestorter Eisenstoffwechsel, beziehungsweise eine gestérte Eisenhomoéostase wie
in der vorliegenden Arbeit in einer gestdrten Synthese und damit gestdrten Funktion
der Eisen-Schwefel-Zentren resultiert. Dies konnte insbesondere auf Komplex | der
Atmungskette einen gro3en Einfluss haben und zu einer Funktionsstérung und infolge-
dessen einer Aktivitatsminderung von Komplex | fihren. Gemaly dieser Annahme
konnte in einem Mausmodel gezeigt werden, dass ein Eisenmangel ohne das Auftreten
einer Anamie zu einer signifikanten Aktivitdtsminderung von Komplex | im Skelettmus-
kel fuhrt (212). Diese Ergebnisse zeigten sich vor allem im Musculus soleus mit tUber-
wiegend oxidativem Stoffwechsel und einem entsprechend gréReren Anteil an Muskel-
fasertyp | und nicht fir den Musculus quadriceps femoris, welcher vor allem Muskelfa-
sern vom Typ Il enthalt (212). Vor dem Hintergrund, dass Sarkopenie ohnehin mit einer
Muskelfaseratrophie vom Typ Il einhergeht (79), wirde das zusatzlich die Vermutung
einer Komplex | Aktivitdtsminderung aufgrund eines Eisenmangels bei Sarkopenie be-
statigen. Interessanterweise zeigte sich in der genannten Studie fiir den Komplex IV
weder im Musculus soleus, noch im Musculus quadriceps femoris eine Aktivitatsminde-
rung zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Eisenmangel (212). Diese Er-
gebnisse verdeutlichen, dass ein Eisenmangel spezifisch die Komplex | Aktivitat der
Skelettmuskulatur betrifft, was ebenfalls die Aktivitatsminderung von Komplex | der
vorliegenden Resultate begriinden kénnte. Gleichermal3en liefern die Ergebnisse einer
weiteren Studie Aufschluss Gber die Bedeutung der Eisenregulation in Bezug auf Kom-
plex |, in welcher gezeigt werden konnte, dass die Hemmung von Komplex | durch fehl-
reguliertes Eisen den Zelltod ausloste (213). Zwar beziehen sich die Ergebnisse von
Urrutia et al. nicht auf Muskelzellen, dennoch verdeutlichen sie die Notwendigkeit einer
adaquaten Eisenregulierung, um eine mitochondriale Dysfunktion zu verhindern. Au-
Rerdem werden mitochondriale Dysfunktionen, welche mit einer gestérten Regulation

des Eisenstoffwechsels einhergehen mit verschiedenen Krankheitsbildern und ent-
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sprechend mit verschiedenen Zelltypen in Verbindung gebracht (214), sodass die Er-
gebnisse ebenfalls Anhaltspunkte fir muskulare Erkrankungen wie Sarkopenie liefern
konnten. Die zelluldre und mitochondriale Eisenhomdostase ist ein streng regulierter
Prozess, an welchem eine Vielzahl von Proteinen beteiligt sind und sowohl ein Eisen-
mangel als auch eine Eisenlberladung kann die zellulare und mitochondriale Funktion
stark beeintrachtigen (211). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen wie zuvor erlautert vor
allem an, dass eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels vorliegt. Diese Dysregulati-
on kénnte sowohl zu einem funktionellen Eisenmangel fiihren mit den beschriebenen
Konsequenzen als auch zu einer Eisenlberladung. So kdénnten die vorliegenden Er-
gebnisse bezlglich des Ubersattigten Transportproteins, bei gleichzeitig normwertigem
I6slichen Tansferrinrezeptor und steigender Tendenz der Werte fir den Eisenspeicher
Ferritin ebenso ein Zeichen daflr sein, dass die Eisenspeicher geflllt und somit ein
Uberangebot an Eisen besteht. Die daraus resultierende Eiseniiberladung kénnte
ebenso wie ein Eisenmangel einen direkten Einfluss auf den Muskelstoffwechsel und
im weiteren Verlauf auf die Muskelfunktion und Muskelmasse haben. Entsprechend
konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass eine UbermaRige Eisenanreiche-
rung die Differenzierung der Skelettmuskulatur hemmt und zu einem generellen Riick-
gang der Muskelregeneration flhrt und folglich zu einer verringerten Muskelmasse
(215). Ergebnisse einer Studie konnten zeigen, dass bei alteren Probanden = 70 Jahre
Serumferritin signifikant erhéht war, im Vergleich zu der jungen Kontrollgruppe, bei
gleichzeitig geringerem mtDNA-Gehalt, welche zudem eine erhéhte Anzahl an mtDNA-
Schaden zeigten (133). Hieraus schlussfolgerten Picca et al., dass eine gestorte Ei-
senhomdstase, in diesem Fall ein Uberangebot von Eisen, zum Verlust der mtDNA-
Stabilitdt beitragen koénnte. Eine instabile, beziehungsweise geschadigte mtDNA wie-
derum kdnnte in einer beeintrachtigen Synthese und folglich einer Funktionsminderung
von Komplex | resultieren, wie in 5.2 beschrieben. In Anlehnung daran konnte in einem
Mausmodell festgestellt werden, dass nach einer artifiziell verursachten Eisenuberla-
dung insbesondere die Komplexe | und IV eine verringerte Aktivitat zeigten, was eben-
falls auf mtDNA-Schaden und eine veranderte Expression der mRNAS fir die Un-
tereinheiten der Atmungskettenenzyme zurtickgefiihrt wurde (216). Diese Beispiele
verdeutlichen, dass ein Uberschuss an Eisen ebenfalls einen groRen Einfluss auf die
mitochondriale Funktion hat und zu einer Aktivitdtsminderung von insbesondere Kom-
plex | fihren kann, was moglicherweise zur Pathogenese der Sarkopenie beitragt.
Ubereinstimmend damit wurde bereits in mehreren Studien eine Eisenanreicherung im

Zusammenhang mit Sarkopenie beschrieben (217).

Obwohl Ferritin ein gangiger Marker fur eine Eisentberladung darstellen kann (218), ist

es auch ein Biomarker fir akute und chronische Entziindungen und somit bei einer
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Vielzahl entzindlicher Prozesse im menschlichen Korper erhéht (219). In der bereits
erwahnten Studie durch Picca et al. waren bei den alteren Probanden sowohl Ferritin,
Hepcidin, Interleukin-6 als auch das C-reaktive Protein erhoht, was ebenfalls Hinweise
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Eisenstoffwechsel und Entzin-
dungen geben konnte (133). Die Ferritin Werte der vorliegenden Ergebnisse liegen fir
alle Gruppen und somit fiir nicht-sarkopene, pra-sarkopene und sarkopene Probanden
Uber dem Normalwert, sowohl fir Frauen (Normwert = 50 - 150 pg/l (218)) als auch
Manner (Normwert = 15 - 200 pg/l (218)). Sie zeigen jedoch mit zunehmendem Z-
Score eine ansteigende Tendenz, was auch auf eine entziindliche Reaktion im Korper
hindeuten kdnnte, welche den Eisentransport und die Eisenverwertung beeintrachtigen
kdénnte. AuRerdem ist zu beachten, dass es sich bei der Kohorte um geriatrische und
damit teils multimorbide Patienten mit einem hohen Durchschnittsalter handelt, zusatz-
lich mit Zustand nach einem Trauma. Die Blutentnahmen erfolgten am dritten postope-
rativen Tag. Es ist also annehmbar, dass zum Zeitpunkt der Blutenthahme entzindli-
che Prozesse im Korper stattgefunden haben und die Ferritin Werte postoperativ auf-
grund dessen erhoht gewesen sein konnten. Dennoch zeigte sich mit steigendem Z-
Score eine steigende Tendenz der Ferritinerh6hung und alle Probanden wurden unter
vergleichbaren Bedingungen untersucht. Fur eine umfassende Abklarung, ob im Rah-
men der Sarkopenie eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels vorliegt beziehungs-
weise ein Eisenmangel, oder eine Eisenuberladung, sollten gegebenenfalls noch weite-
re Laborwerte bestimmt werden, um eine differenziertere Aussage diesbezuglich tref-
fen zu kénnen, denn mit den gegebenen Laborwerten kann nicht eindeutig geklart wer-
den, ob ein Eisenmangel, oder eine Eisenuberladung die Entwicklung der Sarkopenie
bedingt. Dennoch geben die vorliegenden Resultate einen Hinweis auf einen gestorten
Eisenstoffwechsel bei Sarkopenie, welcher entweder zu einem Eisenmangel oder einer
Eisenuberladung fuhren kénnte und in beiden Féllen eine gestérte mitochondriale
Funktion und insbesondere eine verminderte Komplex | Aktivitdt nach sich ziehen

kdnnte.

5.4.3 Einfluss von Vitamin D auf Sarkopenie

Die Serumanalysen ergaben einen signifikant erniedrigten Vitamin-D-Spiegel im Zu-
sammenhang mit einem erhdhten Z-Score. Das gibt einen Hinweis darauf, dass ein
Vitamin-D-Mangel eine mdgliche Rolle in der Pathogenese der Sarkopenie spielt. Die-
se Beobachtung stimmen mit anderen Studien Uberein, welche ebenfalls einen Zu-
sammenhang zwischen einem Vitamin-D-Mangel und Sarkopenie feststellen konnten
(220, 221). Aullerdem wurde bereits in einigen Studien eine Korrelation zwischen ei-
nem Vitamin-D-Mangel und erhéhtem Sturzrisiko beobachtet (222, 223). Dieser Zu-

sammenhang stimmt ebenfalls mit den vorliegenden Ergebnissen Uberein, da bei allen
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Probanden ein Zustand nach Sturz und Oberschenkelhalsfraktur vorliegt. In einer Stu-
die an humanen primaren Myoblastenkulturen, deren mitochondriale Respiration wie in
der vorliegenden Arbeit mithilfe des Seahorse Analyzers untersucht wurde, konnte ein
signifikanter Anstieg der mitochondrialen OCR nach Behandlung der Myoblasten mit
1,25(0OH)2D3 gezeigt werden (224). Die mitochondriale Sauerstoffverbrauchsrate
OCR verhielt sich dabei dosisabhangig und zeigte mit steigender Konzentration von
1,25(0OH)2D3 einen entsprechenden Anstieg. Diese Beobachtung gibt einen eindeuti-
gen Hinweis auf die direkte Wirkung von 1,25(0OH)2D3 im Zusammenhang mit einer
verbesserten mitochondrialen Funktion der Myoblasten. Auf3erdem zeigte der dosisab-
hangige Anstieg der OCR eine Korrelation mit dem Vitamin-D-Rezeptor (VDR) ,
wodurch die OCR ebenso von der Expression des VDR abhéangig zu sein scheint. Die-
se Beobachtung konnte in einer weiteren Studie an Myoblasten und Myotuben von
Mausen bestatigt werden, in welcher gezeigt wurde, dass ein Verlust an Vitamin-D-
Rezeptoren zu einer signifikant verringerten mitochondrialen Atmung fihrte und die
oxidative Phosphorylierung und ATP-Produktion beeintrachtigte (225). Insgesamt ver-
anschaulichen diese Zusammenhange, dass sowohl Vitamin D als auch der Vitamin-D-
Rezeptor eine entscheidende Rolle bei der Regulierung des mitochondrialen Sauer-
stoffverbrauchs, fir die oxidative Phosphorylierung und ATP-Produktion in Muskelzel-
len spielen. Dieser Zusammenhang verdeutlicht, wie gro® der Einfluss eines Vitamin-
D-Mangels auf die mitochondriale Funktion und den Energiestoffwechsel im Skelet-
muskel ist. Interessanterweise wurde in einer anderen Studie an humanen primaren
Myoblasten beobachtet, dass Vitamin D die Proliferation von Myoblasten hemmt, was
sich sowohl fur humane Myoblasten als auch Maus-Myoblasten zeigte (226). Da die
proliferationsinhibierende Wirkung allerdings nicht mit einer Zunahme des Zelltods ein-
herging, wurde durch Montenegro et al. vermutet, dass Vitamin D die Quieszenz for-
dert und damit eine Stammzellpopulation aufrechterhalt und somit letztlich die Selbst-
erneuerungskapazitat fordert (226). Ahnliche Ergebnisse erzielte eine Studie an huma-
nen Myoblasten, in welcher gezeigt wurde, dass die direkte Wirkung von 1,25(0OH)2D3
hauptsachlich in Muskelvorlauferzellen stattzufinden scheint und 1,25(0OH)2D3 bei My-
oblasten zu einer Hemmung der Proliferation durch eine veranderte Expression von
Zellzyklusregulatoren fihrt, wobei diese Effekte ebenfalls in Zusammenhang mit einer
Forderung der Selbsterneuerung von Myoblasten und Aufrechterhaltung des Satelli-
tenstammzellpools gebracht wurden (227). Im Umkehrschluss kann mithilfe dieser Er-
gebnisse geschlussfolgert werden, dass ein Vitamin-D-Mangel den gegenteiligen Effekt
hatte und sich entsprechend negativ auf eine Aufrechterhaltung der Stammzellpopula-
tion und im weiteren Verlauf auf die Muskelregeneration auswirken wirde und somit
die Progression von Sarkopenie férdern kdnnte. In einem Mausmodell konnte zudem

gezeigt werden, dass infolge eines dreimonatigen, ernahrungsbedingten Vitamin-D-
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Mangels die mitochondriale Respiration durch Komplex | und Komplex Il der Atmungs-
kette im Vergleich zu Vitamin-D-gesattigten Mausen um 35 bis 37 Prozent im Muskel
signifikant erniedrigt war (228). In der Studie wurden zusétzlich verschiedene Marker
des mitochondrialen Proteingehalts von den Untereinheiten der Atmungskettenenzyme
und der Citratsynthase untersucht und es konnten keine signifikanten Veranderungen
beobachtet werden, was darauf hindeutet, dass ein Vitamin-D-Mangel die mitochondri-
ale Atmung unabhangig von dem mitochondrialen Proteingehalt direkt beeinflusst
(228). Das lasst darauf schliefien, dass ein Vitamin-D-Mangel eher die funktionellen
Aspekte der mitochondrialen Atmungskettenenzymkomplexe und davon insbesondere
Komplex | und Komplex Il beeintrdchtigt und nicht ihre strukturelle Zusammensetzung.
Im Kontext der vorliegenden Ergebnisse kénnte das bedeuten, dass der Vitamin-D-
Mangel in Korrelation mit steigendem Z-Score einen direkten Einfluss und gegebenen-

falls ein weiterer Ausloser der Aktivitatsminderung von Komplex-l sein kénnte.

Der Einfluss externer Faktoren, wie eines Vitamin-D-Mangel und einer Eisenstoffwech-
selstorung, vergleichbar mit den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Veranderungen,
kénnten somit die Ursache der Aktivitdtsminderung von Komplex | darstellen, welche
eine Beeintrachtigung des Citratzyklus zur Folge hat. Diese mitochondrialen Beein-
trachtigungen wiederum wirken sich negativ auf den gesamten Stoffwechsel der Mus-
kelzellen aus, was insgesamt zur Entwicklung von Sarkopenie beitragen konnte. Ab-

schlieRend ist somit von einer multifaktoriellen Genese auszugehen.

5.5 Diskussion der Methodik und Limitationen

Bei der Auswertung der vorliegenden Ergebnisse sollten einige Limitationen bertck-
sichtigt werden. Diese umfassen zum einen die geringe Anzahl von insgesamt nur 31
Studienteilnehmern, wovon zehn Probanden als prasarkopen und nur flinf Probanden
als sarkopen diagnostiziert wurden. Somit bieten sdmtliche Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit keinen Kausalitatsnachweis, sondern lediglich einen Hinweis auf mégliche
Pathologien im Zusammenhang der Sarkopenie. Zudem handelt es sich hierbei um
eine Querschnittstudie, wodurch weder Rickschlisse auf den Verlauf noch mégliche

intraindividuelle Veranderungen der analysierten Variablen gezogen werden konnten.

Dennoch behalt die vorliegende Arbeit eine Relevanz, da Muskelbiopsien geriatrischer
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 82 + 6 Jahren nicht einfach zu beschaffen
sind und das Probenmaterial somit von besonderem Wert ist. Da infolge der proxima-
len Femurfraktur ohnehin ein operativer Eingriff bei den Probanden durchgefiihrt wur-
de, konnte gleichzeitig aufgrund der glinstigen anatomischen Nahe eine Biopsie vom
Musculus vastus lateralis enthommen werden. Dadurch begrenzte sich zwar die Aus-
wahl der Studienteilnehmer ausschlieRlich auf Patienten mit Femurfraktur, jedoch war
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es auf diesem Wege mdoglich wertvolles Material, ohne einen erneuten invasiven Ein-
griff fir die Analyse des Muskelgewebes zu entnehmen. Dennoch ergibt sich durch
diese Einschlusskriterien ein Selektionsfehler, wodurch die Vergleichbarkeit auf die
allgemeine altere Bevolkerung eingeschrankt ist. Hinzu kommt, dass fir die Messun-
gen der Atmungskettenkomplex-Enzymaktivitaten nur ausreichend geeignetes Pro-
benmaterial von insgesamt acht Probanden verfigbar war, worunter sich drei prasar-
kopene und zwei sarkopene Probanden befanden. Die in den Abbildungen dargestell-
ten Korrelationen fur die Atmungskettenenzyme mit dem Z-Score weisen entsprechend

fur kleine Stichproben somit nur eine geringe bis moderate Starke auf.

Des Weiteren ist zu berlcksichtigen, dass sowohl die Messungen der Handkraft als
auch die BIA nach dem Sturz und anschlieltender operativer Versorgung der Femur-
fraktur erfolgt sind. Gleiches gilt fur die Blutentnahmen, welche drei Tage postoperativ
abgenommen wurden. Die postoperative Verfassung der Probanden kdnnten mdglich-
erweise Einflisse sowohl auf die Ergebnisse der funktionellen und physikalischen
Messungen als auch auf die Resultate der laborchemischen Analyseverfahren haben.
Folglich kdnnte der beeintrachtigte Gesundheitszustand der Studienteilnehmer die
Handkraftmessung verfalscht und mdgliche Effekte auf die muskularen Stoffwechsel-
prozesse haben. Da die Untersuchungsbedingungen fir alle Probanden identisch wa-
ren, ist der Einfluss auf die Messungen jedoch vernachlassigbar. Zudem war nicht bei
allen Studienteilnehmern eine Blutentnahme fir die Analysen moglich, oder es stand
nicht ausreichend Material zur Verfigung. Fur Vitamin D und die Eisenwerte war aus-
reichend Material von 24 Probanden, darunter 13 nicht-sarkopene, sieben pra-
sarkopene und vier sarkopene Probanden vorhanden und fir die Citratzyklusmetaboli-
te stand Material von 18 Probanden zur Verfiigung, darunter zehn nicht-sarkopene,
funf pra-sarkopene und drei sarkopene Probanden, wobei fir die Analysen von Citrat
zusatzlich das Material eines nicht-sarkopenen Probanden fehlte und somit nur von
neun nicht-sarkopenen Probanden die Citratanalysen erfolgten. AuRerdem kdnnte die
Betrachtung zusatzlicher Eisen-Serumparameter, wie Transferrin, Hamoglobin, mittle-
res corpuskulares Hamoglobin (MCH) und mittleres corpuskulares Volumen (MCV)
eine umfassendere Beurteilung des gestorten Eisenstoffwechsels in Bezug auf Sarko-
penie erlauben. Die BIA entspricht aulRerdem nicht dem Goldstandard zur nichtinvasi-
ven Quantifizierung der Muskelmasse, da im Vergleich Methoden wie Magnetreso-
nanztomographen, oder Computertomographie eine genauere Bestimmung erlauben.
Diese Verfahren kommen in der Primarversorgung aufgrund des hohen Kostenauf-
wands und des Bedarfs hochqualifizierten Personals kaum zur Anwendung (54, 229).
Eine zusatzliche Option zur BIA, welche in Klinik und Forschung derzeit zur Bestim-

mung der Muskelmasse und zur Diagnostik flir Sarkopenie haufig Verwendung findet,
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ist die DXA (230). Hierbei handelt es sich um die einzige, radiologische Messmethode
mit anerkannten Grenzwerten fir die Diagnose von Sarkopenie, welches sowohl ein
hohes Mal} an Genauigkeit und dadurch eine prazise Bestimmung der Muskelmasse
als auch reproduzierbare und damit im Zeitverlauf vergleichbare Ergebnisse liefert
(230). Zwar ist die Strahlenbelastung der DXA-Messungen gering, allerdings sind die
DXA-Messinstrumente nicht portabel und somit bei bettldgerigen Patienten postopera-
tiv nur erschwert einsetzbar (230). Die BIA-Messinstrumente hingegen sind portabel
und komplikationslos einzusetzen. Die BIA bietet insgesamt mehr Flexibilitat, sowohl
fir das Forschungsteam als auch fur die Probanden, weshalb in der vorliegenden Stu-
die die BIA-Messmethodik zur Quantifizierung der Skeletmuskelmasse gewahlt wurde.
Nach Empfehlungen der EWGSOP2 wurden die Messergebnisse mithilfe der Glei-
chung durch Sergi et al. standardisiert (55, 157), wodurch eine bessere Vergleichbar-

keit der Ergebnisse gewahrleistet wurde.

Bezuglich der Echtzeitmessungen des Metabolismus mithilfe des Seahorse XFp Ana-
lyzers kdnnte eine potenziell ungleichmaRlige Verteilung der Zellen in den einzelnen
Wells in der Mikroplatte eine weitere Einschrankung der Studie darstellen. Zwar wurde
am Tag vor der Messung eine Zellzdhlung durchgefiihrt und vor dem Beimpfen jedes
Wells die Zellsuspension sorgfaltig resuspendiert, sowie am Tag der Messung die
Wells mikroskopisch auf Zellwachstum und eine homogene Verteilung kontrolliert, je-
doch besteht die Moglichkeit geringer Abweichungen der Zellzahl zwischen den ver-
schiedenen Wells, was infolge zu Messungenauigkeiten fihren kénnte und somit eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Messungen beeintrachtigen kdnnte. Durch die sorgfalti-
ge Durchfihrung, sowie die weitgehend automatisierte Durchfiihrung des Seahorse
Verfahrens konnten jedoch Messungenauigkeiten bestméglich reduziert werden. Da
das Verfahren insgesamt nur wenig Probenmaterial erfordert, eignete sich diese Tech-
nik gut zur Untersuchung des Metabolismus der Myoblastenzellkulturen und die
Messmethodik liefert wertvolle Informationen Uber die mitochondrialen und zellularen
Funktionen in Echtzeit (231). Dennoch ist unklar, inwieweit der Stoffwechsel der My-
oblastenzellkulturen von gesundheitlich beeintrachtigen Probanden mit einem Durch-
schnittsalter von 82 + 6 Jahren in vitro mit den komplexen Stoffwechselvorgangen der
Myoblasten in vivo vergleichbar ist. Deshalb geben die vorliegenden Ergebnisse die
Stoffwechsellage in vivo vermutlich nur bedingt wieder, stellen jedoch einen notwendi-

gen Kompromiss in Ermangelung praziserer Messmethoden dar.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend liefert diese Studie Hinweise darauf, dass ein Komplex-I-Mangel,
respektive eine Aktivitatsminderung von Komplex | der mitochondrialen Atmungskette,
eng mit der multifaktoriellen Pathogenese von Sarkopenie verzahnt ist. In Zusammen-
schau der Ergebnisse bezlglich der Serum- und zellbiologischen Analysen wird dabei
deutlich, dass die beeintrachtige Funktion von Komplex | viel eher durch externe Fakto-
ren, wie ein Vitamin-D-Mangel und einen gestorten Eisenstoffwechsel verursacht wird,
als durch intrinsische, genetische Veranderungen, wie die Ergebnisse der Seahorse
Analysen der primaren Myoblastenkulturen sarkopener Probanden vermuten lassen.
Eine definitive Schlussfolgerung, ob keine intrinsischen Ursachen vorliegen, erfordert
jedoch umfassendere Untersuchungen hinsichtlich des Metabolismus, die andere po-
tenzielle Faktoren und Mechanismen unter Einsatz verschiedener methodischer Ansat-
ze berlcksichtigen. Infolge des beobachteten Komplex-I-Mangels scheint es zu einer
Beeintrachtigung des Citratzyklus zu kommen, was sich durch die erhéhten Citratzyk-
lusmetabolite im Blutserum der sarkopenen Probanden zeigt. Diese Konstellation re-
sultiert vermutlich in einer mitochondrialen Dysfunktion, welche zu einer Reduktion der
Muskelfunktion fihrt und letztlich eine wichtige Ursache fur die damit einhergehende

Muskelschwache im Rahmen der Sarkopenie darstellt.

Die Berucksichtigung externer Faktoren wie Vitamin D und auch Eisen sowie deren
Auswirkungen auf die mitochondriale Funktion bieten vielversprechende Méglichkeiten
fr eine schnelle Diagnostik und gegebenenfalls gezielte Therapie durch Nahrungser-
ganzung zur Pravention und Behandlung von Sarkopenie. Da sowohl ein Eisenmangel
als auch eine Eisenuberladung pathologische Auswirkungen auf den gesamten Orga-
nismus haben kann (218) und speziell einen negativen Einfluss auf mitochondriale Me-
chanismen wie die Atmungskette und den Citratzyklus gezeigt werden konnte, ist es
von grofder Bedeutung im Zusammenhang altersbedingter Veranderungen der Ske-
lettmuskulatur eine regelrechte Eisenhomostase aufrecht zu erhalten (232). Gleicher-
malden ist ein normaler Serum-Vitamin-D-Spiegel von enormer Wichtigkeit fir die Mus-
kelfunktion (130). In einer Studie an humanen Muskelzellen konnte gezeigt werden,
dass eine Vitamin-D-Supplementierung oxidativen Stress reduzieren kann, indem die
Aktivitat antioxidativer Enzyme verstarkt wird (233). Weiterhin konnte unter Therapie
mit Vitamin D eine signifikante Verbesserung der maximalen oxidativen Phosphorylie-
rung in den Mitochondrien Erwachsener beobachtet werden (234). Die Studienlage
zeigt, dass eine Vitamin-D-Supplementierung positive Auswirkungen auf die Gesund-
heit und Funktion der Muskulatur hat und insbesondere einen positiven Effekt auf mito-
chondriale Funktionen, weshalb sich Nahrungserganzungen mit Vitamin D bereits als

potenziell vorteilhaft fur die Pravention und Behandlung von Sarkopenie erwiesen ha-
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ben (235). Wie die Ergebnisse der Studie auRerdem zeigen, kénnten Serumspiegel der
Citrazyklusmetabolite zusatzlich erste Hinweise auf eine mitochondriale Dysfunktion im
Kontext der Sarkopenie geben und perspektivisch als prognostische Marker fir die
Diagnostik von Sarkopenie genutzt werden. Einige Studien Gber das Metabolom konn-
ten bereits zeigen, dass Metabolite eine bedeutende Rolle im Rahmen der Diagnostik
fir degenerative Veranderungen des Muskels spielen und wichtige neue Erkenntnisse
in der Pathophysiologie des progressiven Muskelabbaus im Alter bieten, insbesondere
bei Erkrankungen wie Sarkopenie (115, 236, 237). Jedoch ist weitere Forschung nétig,
um die genauen molekularen Mechanismen zu verstehen, um Metabolite als diagnosti-

sches Mittel in Zukunft gezielt einzusetzen.

Die Atiologie von Sarkopenie ist bis zum aktuellen Zeitpunkt nicht vollstéandig geklart
und wie die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen, unterliegt die Pathogenese kom-
plexen, multifaktoriellen Mechanismen auf sowohl zelluléarer als auch molekularbiologi-
scher und biochemischer Ebene. Um ein besseres Verstandnis fur die zugrundeliegen-
den Mechanismen zu entwickeln, bedarf es weiterer Forschung mit gréReren Fallzah-
len von sarkopenen Patienten, bestenfalls Uber einen langeren Beobachtungszeitraum.
Die Serumanalysen bezlglich Citratzyklusmetaboliten, Vitamin-D- und Eisenwerten
bieten ein simples und kostengunstiges, minimal-invasives diagnostisches Mittel, wel-
ches in Zukunft moéglicherweise nicht nur bei der Sarkopeniediagnostik, sondern auch
fur therapeutische Zwecke und zur Pravention von Sarkopenie eine groRe Hilfestellung

bieten konnte.
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