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LUSAMMENFASSUNG

Die Lebenserwartung steigt kontinuierlich an, sodass gesundes Altern ein aktuelles Thema ist.
Die Zunahme an oxidativem Stress (OS), der Proteine, Lipide und Erbgut schadigt, wird als eine
Hauptursache fiir das Altern angesehen. Freie Antioxidantien, wie Melatonin, sowie
antioxidative Enzyme, wie die Superoxiddismutase 1 (SOD1), wirken OS entgegen. Dabei
zeigen sowohl Melatonin als auch die SOD1 circadiane Rhythmen. Das Uhrengen hBmall ist
beteiligt an der Regulation der circadianen Rhythmik zahlreicher Uhrengen-kontrollierter
Gene. Mause, denen das mBmall-Gen fehlte, zeigten verfriihte Alterserscheinungen, die mit
einer verringerten Expression der SOD1 in Zusammenhang stehen kénnten. Ziel dieser Arbeit
war, herauszufinden, ob bei jlingeren und alteren Menschen ein Zusammenhang zwischen
dem Uhrengen hBmall und dem Gen fiir die SOD1 besteht. Ferner wurden Zusammenhange

mit dem SOD1-Protein, OS, Melatonin und lebensstilbezogenen Parametern untersucht.

Hierzu wurden 21 jlungeren (23,7 + 2,3 Jahre) und 21 &lteren (66,8 +5,7 Jahre) gesunden
Frauen zu sechs Zeitpunkten (08, 12, 16, 24, 04 Uhr) Mundschleimhautzellen (MSH) und
Speichel entnommen. Aus MSH wurden mRNA und Proteine zur quantitativen Bestimmung
der Genexpression (hBmall und hSod1) und der Proteinsynthese (SOD1) extrahiert. Die
guantitative Bestimmung basierte auf Echtzeit-Polymerasekettenreaktionen und Western
Blots mit anschlieBender Densitometrie. Im Speichel wurden mittels Enzymimmunoassays
(ELISA) OS- und Melatoninkonzentrationen bestimmt. Darlber hinaus wurden
Korpertemperaturdaten aufgezeichnet, anthropometrische Merkmale bestimmt und

lebensstilbezogene Parameter mithilfe von Fragebogen ermittelt.

Diese Arbeit zeigte, dass die Konzentrationen der mRNA von hBmall und hSod1 sehr dhnliche
Verlaufe mit Maxima in der Nacht und Minima am Morgen oder Vormittag aufweisen.
Zwischen den Genexpressionen von hBmall und hSodl bestanden zahlreiche — teils sehr —
signifikante Zusammenhdnge zwischen den einzelnen Messzeitpunkten. Dies stiitzt die
Annahme, dass BMAL1 als Transkriptionsfaktor die circadiane Synthese von hSod1-mRNA

beeinflusst.

Der OS nimmt in beiden Altersgruppen im Tagesverlauf signifikant ab (p <0,001) und zeigt

somit ebenfalls eine circadiane Rhythmik. Bei alteren Menschen war der OS zu jedem

\
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Zeitpunkt signifikant hoher (p < 0,050), was die Ergebnisse vorheriger Studien bestatigt. Von
08-20 Uhr nahmen OS und SOD1-Proteinkonzentration simultan ab, wobei in keiner
Altersgruppe ein signifikanter Zusammenhang zwischen OS und SOD1 bestand. Sport war bei
dlteren Frauen signifikant negativ mit der Konzentration freier Radikale im Speichel korreliert,
sodass regelmalliige Bewegung im Alter moglicherweise dem Anstieg an OS entgegenwirkt.
Andere Lebensstilparameter scheinen eine untergeordnete Rolle flir den OS zu spielen, da der
Konsum von Alkohol und Kaffee sowie Obst- und Gemiseverzehr ebenso wenig signifikante
Zusammenhdnge mit dem OS zeigten wie der subjektiv empfundene Stress oder die

Lebenszufriedenheit.
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ABSTRACT

Life expectancy is rising continuously, making healthy ageing a prevailing topic of research.
The increasing oxidative stress (0OS), that damages proteins, lipids and genome, is seen as a
main factor for ageing. Free antioxidants like melatonin and antioxidative enzymes like
superoxide dismutase 1 (SOD1) counteract OS. Melatonin as well as SOD1 show circadian
rhythmicity. The clock gene hBmall is part of the circadian regulation of clock controlled
genes. Mice lacking the mBmall gene showed premature ageing, that might be related to a
decreased expression of SOD1. This study aimed to analyze if there are relations between the
clock gene hBmall and the gene for SOD1 in younger and older woman. Moreover, relations

between SOD1-protein, OS, melatonin and lifestyle parameters were examined.

21 young (23.7 £ 2.3 years) and 21 older (66.8 + 5.7 years) healthy women have been studied.
Buccal mucosa cells (MSH) and saliva were collected at six time-points (08, 12, 16, 20, 24, 04
o’clock) over one day. MRNA and proteins were isolated from MSH for quantitative analysis
of gene expression (hBmall and hSod1) and protein synthesis (SOD1). Quantitative analysis
was based on real time polymerase chain reaction and immunoblotting with attached
densitometry. Concentrations of OS and melatonin were analyzed from saliva via enzyme
immunosorbent assay (ELISA). Furthermore, body temperature and anthropometric
characters have been measured, while questionnaires asked aspects concerning lifestyle

parameters.

This study showed that mRNA concentrations for hBmall and hSodl have very similar
circadian rhythms with maxima in the night and minima at the morning or midday. Gen
expressions of hBmall and hSod1 were highly correlated with each other most of the time.
This finding supports the hypothesis that BMALL as transcription factor regulates the circadian
synthesis of hSod1-mRNA.

In both age groups, mean OS decreased significantly during the day (p < 0.010), showing
circadian rhythmicity. Older women showed significantly higher OS levels at all time-points
than younger subjects (p < 0.050). Although OS and SOD1 declined simultaneously during the
active phase between 08:00 and 20:00 o’clock, there was no significant correlation between

the enzyme and OS in any group. There were significant negative correlations between OS

Vi
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concentrations and sports in older women, suggesting that regularly exercises may counteract
free radicals in higher age. Other lifestyle parameters did not show any notably effect on the
OS level, for example consumption of alcohol, coffee, vegetables and fruits as well as

subjective stress and life satisfaction were not correlated with OS.

Vi
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1 EINLEITUNG

1.1 CHRONOBIOLOGIE

Die Chronobiologie (vom lateinischen chronos = Zeit) befasst sich mit der zeitlichen
Organisation von physiologischen Prozessen und wiederkehrenden Verhaltensmustern bei
Organismen. Sie beschreibt rhythmische Verhaltensweisen von Eukaryoten im Tages- und
Jahresverlauf (Pevet 2000). Neben den circadianen Rhythmen, die im folgenden Absatz naher
behandelt werden, und den circannularen Rhythmen (Jahresrhythmen), spielen circatidale
(Gezeiten-abhangige) und circalunare (Mond-abhangige) Rhythmen wichtige Rollen im
Tierreich (Haen u. Zulley 1994, Miiller et al. 2019). Circaannulare Rhythmen werden bei
Fortpflanzung, Wanderbewegungen oder Winterschlaf beobachtet (Pevet 2000). Diese gehen
haufig einher mit physiologischen und hormonellen Veranderungen, die mit AuBenfaktoren

wie der Tagesldange verknipft sind (Pevet 2000).

Solche periodischen Schwankungen gehoren zu den charakteristischen Eigenschaften aller
Organismen vom Einzeller bis zum Primaten (Dunlap 1993). Biologische Rhythmen sind bei
allen Eukaryoten bekannt und wurden erstmals durch den franzésischen Astronom Jean
Jacques d’Ortous de Mairan im Jahr 1729 beschrieben, der die taglichen Blattbewegungen von
Mimosen beobachtete und feststellte, dass diese Bewegungen auch bei anhaltender
Dunkelheit erhalten bleiben. Zur Beschreibung solch oszillierender Rhythmen werden
Rhythmus-Parameter einer Cosinor-Analyse herangezogen. Empirisch ermittelte Daten bilden
die Grundlage fir eine Cosinusfunktion, aus der die Parameter abgeleitet werden (Refinetti u.
Menaker 1992). Zu den beschreibenden Rhythmus-Parametern gehéren Mesor, Amplitude,
Periode und Akrophase. Der Mesor (midline estimating statistic of rhythm) beschreibt den
mittleren Wert der angepassten Cosinus-Funktion und ist somit der zentrale Wert, um den die
oszillierende Variable schwingt (Abb. 1). Die Amplitude ist definiert als halbe
Schwingungsbreite der Cosinusfunktion und beschreibt die halbe Differenz zwischen dem
Minimum (= Nadir) und dem Maximum (= Peak) (Abb. 1). Als Periode wird die Dauer einer
gesamten Schwingung, also der Abstand zwischen zwei sich zeitlich entsprechenden Punkten

(z. B. Peaks), bezeichnet (Abb. 1). Die Akrophase beschreibt die zeitliche Lage des Maximums
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der angepassten Funktion in Bezug auf einen Referenzpunkt (Abb. 1). Dieser liegt bei

tagaktiven Lebewesen wie dem Menschen nach internationaler Ubereinkunft um 24:00 Uhr.

MESOR AMPLITUDE

€MESOR/

Amplitude L MESOR
(I(),o;).r;eﬁlt-e&r-n—l;li-tl_u-i;-“
PERIODE AKROPHASE
Referenz-
it kt
zeftpun ¢Akrophase
‘Periode ! Rhythmische.
H Funktion =
I
. 1 > Zeit
Rhythmische,/"
Funktion

ABB. 1: MESOR, AMPLITUDE, PERIODE UND AKROPHASE (VERANDERT NACH HAUS U. TouITou 1992)

1.2 CIRCADIANE RHYTHMEN

Der Begriff der circadianen Rhythmik wurde 1959 von Halberg et al. eingefiihrt und beschreibt
den bei Bakterien und Eukaryoten anzutreffenden physiologischen Zyklus von etwa 24
Stunden Dauer, der auch bei Abwesenheit dulRerer Zeitgeber fortbesteht (Mdiller et al. 2019).
Circadiane Rhythmik (vom lateinischen circa = ungefahr, dies =Tag) bezeichnet den
periodischen Ablauf eines anndherungsweise 24-stiindigen Rhythmus. Die Ldnge eines
circadianen Rhythmus dauert somit etwa einen Tag, wobei die ,frei laufenden” Perioden ohne

externe Zeitstimuli von 16 bis 32 Stunden variieren (Refinetti u. Menaker 1992).

Alle eukaryotischen Organismen verfligen lber eine innere Uhr, mit der sie biologische
Prozesse zyklisch steuern. Circadiane Rhythmen finden sich folglich in den verschiedensten

Organisationsformen des Lebens. Im Pflanzenreich sind sie beispielsweise bei den

2
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Schlafbewegungen der Bohnenblitter sowie bei der Offnung der Stomatazellen zu
beobachten (Blinning 1977; Brinker 2002). Auch wenn die Pflanze dauerhaft im Dunkeln steht,
offnet sie nachts die Stomatazellen zur Aufnahme von Kohlenstoffdioxid. Zum Tag schlieen

sich die Zellen, um Wasserverluste zu verringern (Mohr u. Schopfer 2013).

Circadiane Rhythmen werden durch starke endogene Parameter gesteuert und die Rhythmik
endogen generiert. Diese Rhythmik wird als die innere Uhr eines Organismus bezeichnet. Die
innere Uhr generiert selbsterhaltende und zellautonome Oszillationen mit einer Dauer von
etwa 24 Stunden. Der endogene Rhythmus stimmt nicht vollkommen mit dem AulRenzyklus
des 24-Stunden Tages Uberein. Deshalb wird die innere Uhr Uber exogene zyklische
Umweltfaktoren, sogenannte Zeitgeber, mit dem 24-Stunden Tag synchronisiert. Dabei ist das
Licht und der damit einhergehende tagliche Hell-Dunkel-Wechsel — die Photoperiode — der
wichtigste exogene Zeitgeber. Ohne exogene Zeitgeber sind die ,frei laufenden” Rhythmen
geringfligig kiirzer oder langer als der 24-Stunden Tag. Der circadiane Rhythmus bleibt folglich
erhalten, verschiebt sich jedoch ohne externe Stimuli gegeniiber dem chronometrischen

Tagesverlauf mit exakt 24 Stunden.

1.3 CIRCADIANE UHR DES MENSCHEN

Der circadiane Rhythmus des Menschen wurde im Experiment von Aschoff in den 1960er
Jahren untersucht, bei dem sich freiwillige Versuchspersonen mehrere Wochen ohne externe
Zeitgeber (z. B. Licht, Uhren, etc.) in unterirdischen Raumen aufhielten (Aschoff 1965). lhren
Tagesablauf durften die Personen frei gestalten. Der unter diesen Bedingungen festgestellte
Schlaf-Wach-Rhythmus des Probandenkollektivs hatte eine mittlere Periodenlange von 25
Stunden (Aschoff 1965), wobei es ausgepragte interindividuelle Unterschiede gab. Unter
natirlichen Umstdanden synchronisieren Menschen ihren Aktivitatsrhythmus wie andere
Lebewesen mithilfe von externen Zeitgebern wie dem Sonnenlicht mit dem 24-Stunden Tag.
In Abwesenheit jeglicher Zeitsignale aus der Umwelt bleibt der Rhythmus der verschiedenen
Korperfunktionen erhalten, jedoch nimmt die zeitliche Dauer der Periode bei ,frei laufenden”
Rhythmen zu. Der Rhythmus der inneren Uhr wird somit endogen erzeugt (Korf u. Stehle

2005).

Im Tagesverlauf schwanken beim Menschen unter anderem Puls, Blutdruck, Korper-
temperatur, Zellteilungsrate, Blutzellenzahl, Zusammensetzung des Urins, Stoffwechsel,

Reaktionen auf Medikamente sowie Aufmerksamkeit (Aschoff 1955; Hastings 1997; Korf u.
3
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Stehle 2005). Auch etliche Hormone weisen tageszyklische Rhythmen auf. Beispiele dafiir sind
Cortisol aus der Nebennierenrinde, das Thyreoidea-stimulierende Hormon (TSH) aus dem
Hypophysenvorderlappen sowie Melatonin aus der Epiphyse (Korf u. Stehle 2005). Aus den
circadianen Rhythmen des Stoffwechsels resultiert eine tageszeitabhdngige Wirkung von

Medikamenten (Korf u. Stehle 2005).

Bei Menschen wird zwischen verschiedenen Chronotypen unterschieden, die in Abhangigkeit
von ihrer Morgen- und Abendpraferenz in Morgen-, Neutral- und Abendtypen eingeteilt
werden (Horne u. Ostberg 1976; Roenneberg 2012). Im Vergleich zu Abendtypen haben
Morgentypen eine friihere Phasenlage, wodurch sie friher aufstehen und friiher zu Bett
gehen. Im Gegensatz zu Abendtypen kdnnen sie spates ins-Bett-gehen nicht durch langeres
Schlafen am Morgen kompensieren. Durch die friihere Phasenlage erreichen Morgentypen
den Peak und den Nadir ihrer Leistung sowie physiologische Rhythmen deutlich vor den

Abendtypen (Dijk et al. 1999; Foret et al. 1982; Kerkhof u. van Dongen 1996).

1.4 DER ZENTRALE CIRCADIANE SCHRITTMACHER — NUCLEUS SUPRACHIASMATICUS
Der zentrale circadiane Schrittmacher der Saugetiere ist in paarigen, bilateral angeordneten
Ansammlungen von Nervenzellen im Hypothalamus lber der Sehnervenkreuzung lokalisiert
und wird als Nucleus suprachiasmaticus (SCN) bezeichnet. In Abhdngigkeit nach den
sekretierten Neurotransmittern werden die Nuclei in Zentrum (engl. core) und Schale (engl.
shell) unterteilt (Moore et al. 2002). Aufgabe des SCN ist einerseits die Generierung der
circadianen Rhythmik und die Synchronisation aller peripheren Oszillatoren in den Zellen
andererseits. Der wichtigste exogene Zeitgeber zur Synchronisation mit der Tageslange ist das
Licht, welches Uber die Netzhaut und die Pigmentzellen der Augen detektiert wird. Die bei
Saugetieren hierflr verantwortlichen Photorezeptoren sind spezielle Lichtsinneszellen, die
intrinsischen photosensitiven retinalen Ganglionzellen (ipRGCs) (Berson et al. 2002). Diese
Zellen dienen ausschlielllich der Zeitwahrnehmung (Bellingham u. Foster 2002) und
detektieren Licht mit dem Photopigment Melanopsin (Provencio et al. 1998; Provencio et al.
2000). Besonders sensitiv sind die ipRGCs fiir Licht der Wellenlange um 460 nm, dem
sogenannten Blaulicht (Brainard et al. 2001; Thapan et al. 2001). Von der Retina gelangt die
Information (iber den Lichtzustand durch den retinohypothalamischen Trakt (RHT) in den SCN.
Dazu schittet der RHT, der direkt den lichtsensitiven Ganglienzellen der Retina entspringt, die

Botenstoffe Glutamat und ein Neuropeptid aus. Der SCN von Saugern vermittelt
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Zeitinformationen mittels elektrischer, endokriner und metabolischer Signale weiter. Zu den
wichtigen neuroendokrinen Ausgangssignalen gehért die rhythmische Freisetzung von
Vasopressin (Reppert et al. 1987). Uber Verbindungen zwischen dem SCN und dem
autonomen Nervensystem, kann der zentrale Oszillator zahlreiche Organe und Funktionen in
der Peripherie steuern. Solche Verbindungen zum SCN sind beispielsweise fir das endokrine
Pankreas und die Nebennierenrinde (Kalsbeek u. Buijs 2002) sowie fiir die Epiphyse bekannt.
Darliber hinaus enthalten eine Vielzahl einzelner Zellen individuelle circadiane Uhren
(Balsalobre et al. 1998), die alle miteinander synchronisiert werden mussen. Nicht-visuelle
Umweltreize, die die innere Uhr beeinflussen sind z. B. Nahrungsaufnahme, Temperatur und

soziale Interaktionen (Carneiro u. Araujo 2012; Bloch et al. 2013; Palma-Anzures et al. 2012).

1.5 UHRENGENE UND DIE MOLEKULARE RUCKKOPPLUNGSSCHLEIFE

Auf molekularer Ebene ermoglichen Uhrengene die circadiane Rhythmogenese. Sie werden
im Tagesverlauf zyklisch transkribiert, translatiert und die Translationsprodukte wieder
abgebaut. lhre Translationsprodukte koénnen als aktivierende oder hemmende
Transkriptionsfaktoren (TF) die Expression von Zielgenen an- oder abschalten. Viele
Uhrengene sind stammesgeschichtlich bereits sehr alt, sind hochkonserviert und kommen
bereits bei den einfachsten einzelligen Lebewesen vor (Dunlap et al. 2004). Die innere Uhr ist
somit im Erbgut verankert und infolgedessen ist die Periodenldnge des circadianen Rhythmus

innerhalb einer Tierart sehr konstant.

Die molekulare Basis der Rhythmogenese beruht auf transkriptionalen und translationalen
Rickkopplungsschleifen, in denen Uhrengene und die von ihnen kodierten TF miteinander
agieren (Review Ko u. Takahashi 2006) (Abb. 2). Der zentrale Mechanismus besteht aus einer
negativen Rickkopplungsschleife, in der die Uhrengene Bmall und Clock fiir die aktivierenden
basic-helix-loop-helix-TF BMAL1 und CLOCK kodieren. Wahrend Clock konstant exprimiert
wird, ist die Expression von Bmall rhythmisch und unterliegt einer circadianen Kontrolle
(Maywood et al. 2003). Das humane Gen hBmall liegt auf Chromosom 11 (11q15). Die
Proteinmolekiile BMAL1 und CLOCK lagern sich zu einem Heterodimer zusammen, das in den
Zellkern transloziert wird, wo es an eine E-Box binden kann. E-Boxen befinden sich in
Promotoregionen von Uhrengenen und Uhrengen-kontrollierten Genen. Die Bindung des
CLOCK/BMAL1-Dimers an eine E-Box induziert die Transkription der Uhrengene Period (Per)

1,2, Cryptochrome (Cry) 1,2 und nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 (Rev-Erba),
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die ihrerseits hemmende Faktoren kodieren (Review Ko u. Takahashi 2006). Diese bilden
ebenfalls Heterodimere wie z. B. PER1/CRY1, die als TF in den Zellkern transloziert werden und
dort die aktivierende Wirkung von CLOCK/BMAL1 unterdriicken (Review Korf u. Stehle 2005).
Die Bildung der Heterodimere wird mittles Proteinphosphorylierung durch die Caseinkinase
1e/6 kontrolliert. So wird z.B. PER1 nach der Phosphorylierung unmittelbar durch
proteasomale Proteolyse abgebaut (Reppert u. Weaver 2002). Durch die Zusammenlagerung
von PER- und CRY-Proteinen wird die Ubiquitinylierung von CRY-Proteinen und der damit
verbundene proteasomale Abbau verhindert (Okamura et al. 2002). Kinasen und
Phosphatasen regulieren Geschwindigkeit und Prazision der inneren Uhr mittels

Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Zielstrukturen (Review Ko u. Takahashi 2006).

Die negative Rickkopplungsschleife aus den Elementen CLOCK/BMAL1 und CRY/PER bildet
den zentralen Mechanismus der Rhythmogenese. Dieser wird durch weitere Schleifen erganzt,
an denen sogenannte Proline and Acidic amino acid-Rich (PAR)-Proteine, wie zum Beispiel
Hepatic Leucocyte Factor (HLF), Thyrotrophic Embryonic Factor (TEF) und Albumin D-site-
binding Protein (DBP) beteiligt sind (Okamura et al. 2002). Der TF REV-ERBa beeinflusst die

Transkription von Bmall.

Den molekularen Ausgang der Rhythmogenese bilden Uhrengen-kontrollierte Gene (CCGs),
die ebenfalls eine E-Box in ihren Promotorregionen besitzen. lhre Transkription wird durch
CLOCK/BMAL1 aktiviert und durch PER und CRY inhibiert (Jin et al. 1999). Das Vasopressingen
besitzt im Promotor eine E-Box und wird somit den Uhrengen-kontrollierten Genen
zugeordnet. Mehrere 100 Gene in den Organen der Peripherie zeigen rhythmische
Expressionsmuster und gehdren zu den Uhrengen-kontrollierten Genen (Hastings et al. 2003).
Auch die Uhrengene selbst werden nicht nur im zentralen Oszillator der inneren Uhr — dem
SCN — rhythmisch exprimiert, sondern auch in zahlreichen anderen Geweben wie z. B. in der
Epiphyse, im Hippocampus, in der Nebennierenrinde und im endokrinen Pankreas. In diesen
peripheren Oszillatoren wird die rhythmische Genexpression, anders als im SCN, nicht
endogen erzeugt, sondern benétigt einen wiederkehrenden Stimulus vom zentralen
Schrittmacher. Komplexe Interaktionen erméglichen die Synchronisation zwischen dem SCN,
Lichtrezeptoren, neuroendokrinen und endokrinen Zentren sowie dem autonomen

Nervensystem. Die Synchronisation verschiedener Kérperfunktionen untereinander und mit
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dem natirlichen Rhythmus der Umwelt ist eine wichtige Voraussetzung fiir Gesundheit und

Wohlbefinden.

@)= Circadiane Uhr der Saugetiere @

Nukleus

©UC San Diego BioClock Studio | Zytoplasma
ABB. 2: MOLEKULARE RUCKKOPPLUNGSSCHLEIFE DER INNEREN UHR BEI SAUGETIEREN (VERANDERT NACH URL 1)

Bmall, Clock, Cry und Per = Uhrengene der zentralen Rickkopplungsschleife,
CK1 = Caseinkinase 1, E-Box = Enhancer Box, P = phosphoryliert, Ub = ubiquitinyliert,
FBXLs = F-Box und Leucine Rich Repeat Proteins

1.6 MELATONIN

1.6.1 AUFGABE UND WIRKUNG

Das Neurohormon Melatonin dient als wichtige Zeitinformation der Peripherie und wird auch
als ,Nachthormon“ bezeichnet, weil es der inneren Uhr ein Signal fiir Dunkelheit vermittelt.
Die Lange der taglichen Melatoninsynthese ist dabei ein Mal? fiir die Lange der Dunkelperiode
und bildet somit die jahreszeitlichen Unterschiede der Lichterverhaltnisse ab. Dadurch
vermittelt Melatonin circadiane und circannuale Variationen in Metabolismus und

Reproduktion in allen photosensitiven Spezies (Barrett u. Bolborea 2012).
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Melatonin wirkt Uber Rezeptor-unabhangige und Rezeptor-vermittelte Signalwege. Bei
letzterem bindet Melatonin an hochaffine spezifische Melatoninrezeptoren (Ebisawa et al.
1994). Saugetiere verfigen Uber zwei unterschiedliche Rezeptoren, MT1- und
MT2-Rezeptoren, die jeweils G-Protein-gekoppelte  Signalkaskaden  aktivieren.
Melatoninrezeptoren finden sich in hoher Dichte im SCN, in der Retina, teilweise in der
Hypophyse (Gall et al. 2002b) sowie in peripheren Organen wie dem endokrinen Pankreas
(Peschke et al. 2000). Bindet Melatonin an die Rezeptoren im SCN, so entsteht eine
Rickkopplungsschleife im circadianen System, die zu bestimmten Zeitpunkten eine
Phasenverschiebung der circadianen Rhythmik bewirkt (Khalsa et al. 2003). Die Melatonin-
information im SCN dient der Synchronisation des circadianen Rhythmus mit dem exogenen
Tag-Nacht-Rhythmus (Mutoh et al. 2003). Durch seine Signalwirkung im SCN kann Melatonin
direkt die Expression von Uhrengenen beeinflussen. So reguliert Melatonin in der Hypophyse
von Mdausen und Ratten beispielsweise die Expressionen von Cry und Perl (Dardente et al.

2003; Gall et al. 2002a).

Neben seiner Rolle innerhalb der circadianen Rhythmussteuerung ist Melatonin ein wichtiges
Antioxidans (Fanjul-Moles u. Lépez-Riquelme 2016), das insbesondere in den Mitochondrien
als freier Radikalfanger aktiv ist (Reiter et al. 2014). Hierzu ermoglicht Melatonin Elektron- und
Wasserstofftransfer (Galano et al. 2011). Darliber hinaus induziert es die Synthese zahlreicher
antioxidativer Enzyme wie die Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase
(Rodriguez et al. 2004). Des Weiteren steigert Melatonin die Immunantwort, hat
antiinflammatorische Eigenschaften, reduziert die Stressantwort, erhalt die Homoostase in

den Mitochondrien und inhibiert die Krebsentwicklung (Galano et al. 2011).

Gegenspieler des Melatonins konnte Cortisol sein, das ebenfalls zyklisch produziert wird,
jedoch am Morgen nach dem Aufwachen das Konzentrationsmaximum erreicht und im Zuge
der Stressantwort vermehrt sekretiert wird. Cortisol supprimiert die Immunantwort, wahrend

Melatonin diese verstarkt (Carrillo-Vico et al. 2005; Scherholz et al. 2019).

1.6.2 SYNTHESE

Die Synthese des Indolamins Melatonin (N-Acetyl-5-Methoxytryptamin) ist die wichtigste
Aufgabe der Epiphyse. Spezifische Zellen der Epiphyse, die Pinealozyten, sind fiir die Abgabe
des Neurohormons in die Blutbahn verantwortlich (Berra u. Rizzo 2009; Pandi-Perumal et al.

2008). Die Melatoninsynthese in der Epiphyse wird durch eine direkte Verbindung mit dem
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SCN gesteuert (Gall et al. 2005). Zu Beginn der Nacht setzen die sympathischen
Nervenendigungen der Epiphyse grofle Mengen des Neurotransmitters Noradrenalin frei
(Drijfhout et al. 1996). Noradrenalin bindet an ai- und Pi-adrenerge Rezeptoren in der
Zellmembran von Pinealozyten. Die Stimulation letzterer ist entscheidend fiir die nachtliche
Melatoninsynthese und setzt eine G-Protein-gekoppelte Signalkaskade in Gang. Die
Aktivierung des G-Proteins und der Adenylatzyklase fiihrt zu einer zehnfachen Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration. Die Reizung der ai-Rezeptoren fihrt zu einer Erhéhung
der intrazelluldren Calciumionenkonzentration (Schomerus et al. 1995) und hat alleine keinen
direkten Einfluss auf die Melatoninsynthese. Bei gleichzeitiger Reizung der ai- und Bi-
adrenergen Rezeptoren kommt es hingegen zu einer potenzierten Bildung von cAMP und
infolgedessen zu einer potenzierten Melatoninsynthese. Die Melatoninbiosynthese beginnt
mit der Aufnahme von Tryptophan aus der Blutbahn in die Pinealozyten. Die
Tryptophanhydroxylase hydroxyliert die Aminosaure am 5‘-Ende zu 5-Hydroxytryptophan.
Aus diesem entsteht durch Decarboxylierung Serotonin, welches durch die Arylalkylamin-N-
acetyltransferase (AANAT) zu N-Acetylserotonin umgewandelt wird. Die Hydroxyindol-O-
methyltransferase wandelt N-Acetylserotonin in Melatonin um (Abb. 3). Das geschwindig-
keitsbestimmende Enzym der Melatoninbiosynthese ist die ANAAT, die sowohl die Bildung als
auch die Abgabe in die Blutbahn reguliert. Die Regulation erfolgt Gber drei Ebenen:
1. transkritionale Steuerung der Expression des Aanat-Gens, 2. posttranskriptionale
Steuerung des AANAT-Proteingehalts z. B. durch kontrollierte Proteolyse, 3. Steuerung der
Enzymaktivitdat durch Phosphorylierung und Protein-Protein-Interaktionen. Bei Primaten
spielen nur die Punkte 2 (Schomerus et al. 2000) und 3 (Stehle et al. 2001) eine Rolle fir die
Regulation der AANAT. Synthetisiertes Melatonin wird nicht in den Pinealozyten gespeichert,
sondern diffundiert umgehend in die Kapillare und die Cerebrospinalflissigkeit (Berra u. Rizzo
2009). Melatonin wird Uberwiegend in der Epiphyse gebildet, jedoch auch in diversen
extrapinealen Organen wie Retina, Zerebellum, Haut, Ovarien, Leber, Pankreas, Nieren und
weiteren (Review Galano et al. 2011). Die biologische Halbwertszeit von Melatonin liegt im
Serum zwischen 30 und 52 min (Lane u. Moss 1985; Vakkuri et al. 1985; Waldhauser et al.

1984; Aldhous et al. 1985).
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1.6.3 CIRCADIANE RHYTHMIK UND EINFLUSSFAKTOREN

Die Melatoninsynthese und -konzentration unterliegen einer circadianen Kontrolle und zeigen
eine ausgepragte circadiane Rhythmik. Der Konzentrationspeak liegt in der Nacht zwischen 24
und 04 Uhr und das Minimum am Tag (Benloucif et al. 2008; Brzezinski 1997). Die Rhythmik
wird dabei Uber die Hell-Dunkel-Verhaltnisse gesteuert: Blaulicht verhindert die
Melatoninsynthese, sodass die Einwirkung von Blaulicht am Abend zu einer verzogerten
Melatoninsynthese und folglich erschwertem Einschlafen fiihren kann (Lewy et al. 1980;
Chang et al. 2015). Eine verdnderte Melatoninrhythmik kann Stérungen im Schlaf-Wach-
Rhythmus mit sich bringen (Olbrich u. Dittmar 2011).

Die Melatoninkonzentration kann durch eine Vielzahl an Einflussfaktoren verandert werden.
Dazu gehort primar das Blaulicht, welches die Melatoninsynthese unterbindet, ferner
Medikamente wie B-Blocker sowie die Aufnahme von Melatonin Gber die Nahrung. Sehr hohe
Melatoninkonzentrationen enthalten Nahrungsmittel wie Kaffee (Ramakrishna et al. 2012),

Walnusse (Reiter et al. 2005), Bananen und dunkle Schokolade, aber auch viele andere
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Friichte, Gemisesorten und Niisse sind melatoninhaltig (Dubbels et al. 1995; Paredes et al.

2009; Murch et al. 2010; Iriti et al. 2010; Hattori et al. 1995).

Im humanen Melatoninrhythmus wurden neben tageszeitlichen auch saisonale
Veranderungen mit einer friiheren Phasenlage im Sommer entdeckt (Broadway et al. 1987).
Zudem verandert sich die Melatoninrhythmik mit dem Lebenszyklus: Als F6tus und vor dem
3. Monat erhdlt der Mensch den Melatoninrhythmus Uber die Plazenta oder durch die
Muttermilch (Waddell et al. 2012). Ab dem 3. Lebensmonat bildet sich der korpereigene
Melatoninrhythmus aus, wobei die Melatoninmenge bis zur Pubertat ansteigt (Payne 2006).
Bei jungen Erwachsenen ist die Melatoninkonzentration stabil. Erst ab 60 Jahren beginnt er
wieder zu sinken (Sharma et al. 1989). Mit der Abnahme der Melatoninsynthese im Alter
nehmen auch die durch Melatonin vermittelten Funktionen ab. Infolgedessen kann es zu

Schlafstérungen bei dlteren Menschen kommen (Savaskan et al. 2005).

Melatonin zeigt sowohl im Blut als auch im Speichel eine ausgepragte circadiane Rhythmik
(Abb. 4 und Reiter et al. 2014). In den Zellen der Mundhdéhle wirkt Melatonin sowohl Rezeptor-
vermittelt als auch Rezeptor-unabhangig (Cutando et al. 2011; Reiter et al. 2015). In den
Speichel gelangt Melatonin (iber die Azinuszellen der grofRen Speicheldriisen sowie Uber
gingivale Sulkusfliissigkeit (Srinath et al. 2010). Hauptaufgaben des Melatonins in der
Mundhohle sind antientziindliche und antioxidative Funktionen. Im Speichel ist die
Melatoninkonzentration geringer ausgepragt als im Blut und betragt etwa 1/4 bis 1/3 der
Blutkonzentration (Laakso et al. 1990; Voultsios et al. 1997). Intraindividuelle
Melatoninprofile sind in der Regel sowohl in Bezug auf die Zeit als auch auf die Amplitude sehr
stabil (Benloucif et al. 2008). Im Gegensatz dazu gibt es groRe interindividuelle Unterschiede

in der Menge an synthetisiertem Melatonin (Benloucif et al. 2008).
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1.7 FREIE RADIKALE, OXIDATIVER STRESS UND ANTIOXIDATIVE SYSTEME

1.7.1 ENTSTEHUNG VON FREIEN RADIKALEN

Freie Radikale sind Molekiile oder Molekiilfragmente mit einem oder mehr ungepaarten
Elektronen in der Valenzschale (Cheeseman u. Slater 1993). Aufgrund der ungepaarten
Elektronen, die Elektronen aus anderen Verbindungen anziehen und diese oxidieren, sind freie
Radikale haufig instabil und hochreaktiv. Innerhalb der freien Radikale gibt es verschiedene
chemische Gruppen wie die Sauerstoffradikale (ROS, engl.: reactive oxygen species),
Stickstoffradikale (RNS, engl.: reactive nitrogen species) und Schwefelradikale (RSS, engl.:
reactive sulphur species) (Finaud et al. 2006). ROS konnen verschiedenste chemische
Verbindungen sein, die teilweise den freien Radikalen zugeordnet werden: angeregter
Singulett-Sauerstoff (*0,), Superoxidanion (O2), Hydroxylradikal (HOe), Wasserstoffperoxid
(H202), Hydroperoxyl-Radikal (HOOe), Alkoxylradikal (ROe) und Peroxylradikal (ROQOe®) sind
einige haufig vorkommende Beispiele, von denen nicht alle ungepaarte Elektronen aufweisen
und somit nur der Gruppe der ROS, nicht aber den freien Radikalen zugeordnet werden. Einige
der genannten Radikale, wie Superoxid oder Hydroxylradikal, sind extrem instabil, wahrend

andere wie Wasserstoffperoxid verhaltnismaRig langlebig sind.

Aerobe Organismen bendétigen molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor wahrend der
Oxidation energiereicher Substrate, d. h. der Adenosintriphosphat(ATP)-Synthese. Paradoxer-
weise stellt Sauerstoff zugleich eine permanente Bedrohung fiir alle Zellstrukturen dar. Durch
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exogene und endogene Quellen kommt es kontinuierlich zur Bildung von ROS (Cheeseman u.
Slater 1993). Zu den exogenen Umweltquellen gehoren ionisierende Strahlung, Ozon,
Luftverschmutzung, Pestizide, Schwermetalle, Rauch und Alkohol. Endogen produzierte ROS
entstehen wahrend der Aktivierung von Immunzellen, Infektionen, Entziindungen,
Krebserkrankungen, mangelnder Durchblutung, mentalem oder physischem Stress, starker
korperlicher Belastung durch Sport und das Altern (Cooper et al. 2002; Davies 1995; Mezzetti
et al. 1996; Pacifici u. Davies 1991; Stohs 1995). Zellen produzieren fortwahrend freie
Sauerstoffradikale im Zuge von lebenserhaltenden, enzymkatalysierten Stoffwechsel-
prozessen wie der aeroben Atmungskette (Cheeseman u. Slater 1993) oder in Stressantworten
auf schadliche biotische oder abiotische Stressfaktoren wie Sauerstoffmangel. Zu den ROS, die
durch Metabolismus entstehen, gehoren auch solche, die durch die Nahrungsaufnahme und
durch physische Anstrengungen wie starken Sport (Cooper et al. 2002) entstehen. Wahrend
starker Sport den OS erhoht, wirkt moderate Bewegung antioxidativ (Gomez-Cabrera et al.

2008).

Eine Vielzahl an Radikalen entsteht durch exogene, chemische oder physikalische
Stressfaktoren oder durch zellabhdngige Mechanismen wie zytosolische Enzyme oder
mitochondriale Mechanismen (Pacifici u. Davies 1991). In vielen Kompartimenten werden von
verschiedenen Enzymen freie Sauerstofffradikale produziert. Hierzu gehoren Proteine der
Plasmamembran wie NADPH Oxidasen (Lambeth 2004), der Lipidmetabolismus in
Peroxisomen sowie die Aktivitdt verschiedener cytosolischer Enzyme wie den
Cyclooxygenasen. Die (iberwaltigende Mehrheit von Gber 90 % der zellularen ROS entstammt
jedoch den Mitochondrien und entsteht in der Atmungskette (Turrens 2003). Mitochondriale
ROS sind ein Nebenprodukt der oxidativen Phosphorylierung an der inneren
Mitochondrienmembran, bei der NADH und FADH kontrolliert oxidiert werden und Energie
gewonnen wird. Die mitochondrialen Superoxidradikale entstehen dabei iberwiegend in der
Elektronentransportkette, genauer in den Komplexen | (NADH Dehydrogenase) und llI
(Ubiginon-Cytochrom C Reduktase) (Turrens 1997). Von dem molekularen Sauerstoff

reagieren 1-5 % zu 0,° (Lenaz 1998).

Die Menge an freien Sauerstoffradikalen reprasentiert das Verhéltnis von ROS-Entstehung

und -Eliminierung durch Antioxidantien und antioxidative Enzyme. Veranderungen der
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Konzentration von ROS kdnnen somit immer eine Folge von gesteigerter ROS-Produktion oder

verringerter -Eliminierung sein (Balaban et al. 2005).

1.7.2 WIRKUNGEN VON FREIEN RADIKALEN, OXIDATIVER STRESS UND ANTIOXIDATIVE SYSTEME

Intrazellulare ROS und RNS fiihren zu oxidativem Stress (OS). Sie schadigen Zellstrukturen wie
DNA, Proteine und Lipide und induzieren den programmierten Zelltod, die Apoptose
(Durackova 2010). Die Auswirkungen von OS sind abhangig vom MaR der Schdaden und der
zellularen Antwort auf die Schaden. Wenn die Zelle die schadlichen Veranderungen nicht
reparieren und ihre Funktionalitat nicht in vollem Umfang wiedererlangen kann, kann es zum
Zelltod kommen. Durch freie Sauerstoffradikale induzierter OS ist mit unzahligen Krankheiten
wie Krebs, Arteriosklerose, rheumatische Arthritis, chronische Entziindungserkrankungen des
gastrointestinalen Traktes, Katarakt, Diabetes, Parkinson und Alzheimer sowie mit dem Altern
assoziiert (Golden et al. 2002). Deshalb missen ROS und RNS streng reguliert werden, um
frihzeitiges Altern und Krankheiten zu verhindern. Zellen verfiigen Uber endogene und
exogene Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress (Chakravarti u. Chakravarti 2007). Diese
Schutzmechanismen finden sich im Zytosol, in der Zellmembran und im Extrazellularraum. Es
handelt sich dabei um antioxidative Enzyme, Komplexbildner und freie Radikalfanger, die freie
Radikale unschadlich machen (Powers u. Lennon 1999). Zu den wichtigsten antioxidativen
Enzymen gehoren die Superoxiddismutase, die Katalase sowie die Glutathionperoxidase
(Birben et al. 2012). Freie Antioxidantien sind beispielsweise die Vitamine A, C und E,
Carotinoide, Glutathion und Harnsadure (Fanjul-Moles u. Lépez-Riquelme 2016). Ein wichtiger
Komplexbildner ist das Hormon Melatonin, das freie Radikale eliminiert und Redoxenzyme
reguliert (Galano et al. 2011). Neben der eigenen antioxidativen Aktivitadt steigert Melatonin
die Schutzmechanismen der Zelle, indem es die Synthese von antioxidativen Enzymen wie der
Superoxiddismutase 1, Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase stimuliert (Zhang u.
Zhang 2014). Die Aktivitat der endogenen antioxidativen Enzyme kann durch Erndhrung, Sport
und Altern beeinflusst werden. So zeigten Marzatico et al. (1997), dass die SOD1-Aktivitat

durch Langstreckenldufe ansteigt.

OS entsteht, wenn das Verhaltnis von der Bildung freier Radikale zu Antioxidantien nicht mehr
in Balance ist. Durch die Verschiebung der Balance in Richtung der freien Radikalbildung, sind
die Antioxidantien nicht mehr in der Lage, die vielfdltigen ROS ausreichend zu eliminieren

(Sohal u. Orr 2012).
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Unter allen Biomolekiilen sind Lipide besonders anféllig fiir die Oxidation durch ROS. Alle
Zellmembranen enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren, die leicht oxidiert werden
kénnen. Durch die Peroxidation von Lipiden verdandern sich Membraneigenschaften und
toxische Substanzen kdnnen gebildet werden. Die Oxidation von Lipoproteinen fiihrt zu
Arteriosklerose (Young u. McEneny 2001). Proteine konnen durch Oxidation Aminosduren
verlieren oder fragmentiert werden, wodurch Struktur oder Funktionalitat gestort werden
kann (Raddk et al. 1999). Die Oxidation von Proteinen und Aminosauren geht mit einem
Anstieg an Proteincarbonylgruppen einher. Mit Nukleinsduren reagieren ROS, indem sie die
stickstoffhaltigen Basen und das Zucker-Phosphat-Riickgrat angreifen. Die oxidativen Schaden
in DNA sind zu einem grofRen Teil auf Radikale wie He und eOH zurlickzufiihren.
Hydroxylradikale verursachen Doppel- und Einzelstrangbriiche sowie Schaden an Pyrimidin-
und Purinbasen, die allesamt zu einer Schadigung der Genomintegritat fihren (Ziech et al.
2011). Kann die Zelle solche Schaden nicht reparieren, kommt es zum Zelltod oder die
Mutationen in der DNA fihren zur Entwicklung von Krebserkrankungen und
neurodegenerativen Erkrankungen (Evans et al. 2004). Mitochondriale DNA (mtDNA) ist
deutlich anfalliger fir Mutationen als die nukledre DNA. Mutationen in der mtDNA fiihren zu
Stérungen in der Atmungskette und unkontrollierte ROS-Produktion. Die hohe
Mutationsanfalligkeit der mtDNA liegt am fehlenden Schutz durch Histone oder assoziierte

Proteine sowie die hohe Transkriptionsrate (Dalle-Donne et al. 2003).

Neben den negativen Effekten von freien Radikalen auf die Zellen, ibernehmen sie wichtige
Aufgaben im Immunsystem bei der Bekdampfung von Bakterien. Des Weiteren dienen ROS in
extrazellularen Signalwegen als sekunddre Botenstoffe und generieren spezifische
Zellantworten. Proteine und andere am Signalvorgang beteiligten Molekile durchlaufen
Veranderungen des Redox-Zustandes (Halliwell 2013). So sind manche Oxidantien, z. B. H,0,,
Uberlebenswichtig flr die Zelle, indem sie vielfaltige Aufgaben libernehmen: Sie spielen
wichtige Rollen in der Genregulation, in Signallibertragung, Proteinaktivierung
und -deaktivierung, zelluldre Differenzierung und Apoptose (Brandes et al. 2009; Klomsiri et

al. 2011).
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1.7.3 SUPEROXIDDISMUTASE 1

1.7.3.1 AUFGABE UND VORKOMMEN

Die Superoxiddismutase 1 (SOD1) wurde von McCord u. Fridovich (1969) entdeckt. Das Enzym
wird durch ein sogenanntes Ur-Gen kodiert (Landis u. Tower 2005; Culotta et al. 2006), dessen
urspriingliche Variante fir die Kupfer-Zink-SOD in derselben Zeit entstand, zu der Sauerstoff
in der Atmosphare auftauchte (Landis u. Tower 2005). Die Evolution aerober Organismen, die
in einer Sauerstoff-haltigen Atmosphéare Uberleben konnten, erforderte ein effektives
Schutzsystem gegen ROS. Das Auftauchen von SOD-Enzymen wurde durch die Ausbreitung
Sauerstoff-produzierender Pflanzen ausgeldst, die vor etwa 2 Milliarden Jahren begannen,
Sauerstoff in die Atmosphare freizusetzen (Temneanu et al. 2012). Man findet SOD-Enzyme in

annahrend allen aeroben Organismen (Landis u. Tower 2005).

Die SOD ist ein wichtiger enzymatischer Schutzmechanismus der Zelle gegen Schaden durch
freie Sauerstoffradikale. Innerhalb der SOD-Enzyme existieren 3 Isoformen, die alle der Klasse
der Metalloenzyme angehdren: Die SOD1 (CuZnSOD) bindet Kupfer- und Zinkionen im aktiven
Zentrum und befindet sich intrazellular im Cytosol, in nukledren Kompartimenten sowie in den
Lysosomen von Sdugetierzellen (Okamura 2003; Collins u. Blau 2006; Hardin 2006; Isojima et
al. 2003). Zwei Homodimere von je 16 kDa bilden zusammen die 32 kDa groRe SOD1. Das
humane Sod1-Gen ist auf Chromosom 21 (21qg22) lokalisiert. Die Mangan-abhangige SOD2
(MnSOD) befindet sich in der Mitochondrienmatrix und besteht aus vier Untereinheiten von
je 23 kDa, die ein Homotetramer bilden. Das humane Gen fiir die SOD2 liegt auf Chromosom
6 (60g25) (Koldrova et al. 2007). Die SOD3 ist ebenfalls eine CuZnSOD, jedoch befindet sich
diese Isoform ausschlieBlich im Extrazellularraum sowie in spezifischen Zelltypen und
Geweben wie z. B. in humanem Plasma, Lymphe und Cerebrospinalflissigkeit. Das 135 kDa
groRe Enzym ist ein Homotetramer, dessen Gen auf Chromosom 4 (4p-g21) und 5 liegt
(Karbovskyi et al. 2011; Sharma 2003; Dardente 2008). Da in jedem Phylum die extrazellulare
SOD3 groRere Ahnlichkeit zur SOD1 desselben Phylums als zur SOD3 anderer Phyla aufweist,
ist anzunehmen, dass die SOD3 vielfach durch Anhdngen eines Signalpeptids an die SOD1

entstand (Landis u. Tower 2005).

Alle SOD-Enzyme wandeln mithilfe der Metallionen im aktiven Zentrum hochreaktive
Superoxidanionen (0y) in Wasserstoffperoxid (H202) um: 20,* + 2H* = H,0; + 0,. Das

Superoxid entsteht zuvor durch die Addition eines Elektrons an molekularen Sauerstoff:
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02 + e =2 0;". Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym Katalase in Wasser und Sauerstoff
gespalten oder durch die Glutathionperoxidase zu Wasser reduziert, wobei Gluthation oxidiert
wird. Die SOD ist somit das erste und wichtigste antioxidative Enzym, das die Zelle vor

oxidativen Schaden schitzt.
1.7.3.2 CIRCADIANE RHYTHMIK UND REGULATION DER SOD1

Die SOD1 zeigte in vielen Studien eine circadiane Rhythmik. Diese wurde erstmalig 1985
beschrieben und am zerebralen Cortex von Ratten untersucht (Diaz-Mufioz et al. 1985). Dabei
lag der Aktivitatspeak in der nachtlichen Dunkelphase und stimmte mit dem Peak von
Malondialdehyd, dem Abbauprodukt von Lipidperoxidation, tiberein. Beim Menschen wurde
eine stark ausgepragte circadiane Rhythmik der SOD1-Aktivitat im Blutplasma gezeigt (Luo et
al. 1997; Singh et al. 2005; Singh et al. 2003). Die Sod1-mRNA zeigt eine circadiane Rhythmik
in der Leber von Mausen, wobei die Expression weiblicher Mause héher ist als bei mannlichen

(Xu et al. 2012). Dies weist auf geschlechtsspezifische Unterschiede hin.

Die Expression des Sod1-Gens wird in Saugetierzellen durch eine Vielzahl von Signalen
reguliert, zu denen auch der OS gehort (Zelko et al. 2002). Experimente zeigten, dass
Melatonin zu einer gesteigerten SOD1-Aktivitat fihren kann (Hardeland 2005). Somit kommt
Melatonin als Aktivator fiir die SOD1 infrage (Jang et al. 2011). Die Aktivitat der humanen
SOD1 wird auch durch die Vitamine D und E erhdht (Javanbakht et al. 2010).

1.7.4 ALTERN

1.7.4.1 THEORIE DES ALTERNS

Das menschliche Altern ist ein komplexer biologischer Prozess, zu dem es mehrere Theorien
gibt. Es kommt zum Verlust physiologischer Funktionen in verschiedensten Geweben des
Organismus. Natirliches Altern ist die haufigste Todesursache und Risikofaktor fir
verschiedenste pathologische Fehlfunktionen. Zu den bekannten Mechanismen des Alterns
gehoren OS, mitochondriale Fehlfunktion, Telomer-Verkiirzung, Entziindungen und nicht-
enzymatische Glykierung (Simm et al. 2015). Ein Erkldarungsansatz fir das Altern aller
Organismen ist die Theorie der freien Radikale (Harman 1956). |hr zufolge beruht das Altern
auf einer Zunahme an freien Radikalen bei gleichzeitiger Abnahme an antioxidativen
Mechanismen. Die intrazellulare Menge freier Sauerstoffradikale wird dabei als der groRte
Einflussfaktor fiir die Lebensdauer angesehen. Diese Hypothese wurde in zahlreichen

Zellkultur-, Invertebraten- und Sduger-Experimenten untersucht (Review Balaban et al. 2005).
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Da freie Radikale insbesondere durch die Zellatmung entstehen, wurde ein Zusammenhang
zwischen der metabolischen Aktivitat und der Lebensdauer postuliert (Pearl 1928; Smeal u.
Guarente 1997; Yu 2006; Sohal u. Orr 2012). Aerober Metabolismus und die damit
einhergehende Generierung von ROS werden somit als Ursache fiir das Altern angenommen.
ROS reagieren mit wichtigen Makromolekiilen wie Kohlenhydraten, Lipiden, Proteinen und
Nukleinsduren und sind somit zytotoxisch (Chakravarti u. Chakravarti 2007; Pacifici u. Davies

1991).

Wie bereits beschrieben, entsteht ein Grofteil der ROS im Zuge der Atmungskette in den
Mitochondrien. Im Alter sinkt die Integritat der Mitochondrien (Shigenaga et al. 1994), was zu
einer erhohten Freisetzung von freien Radikalen fiihren kann. Die ROS kdnnen direkt die
Mitochondrien-DNA und andere Organellen schadigen. Die alternsbedingte Akkumulation von
auf freie Radikale zuriickzufiihrende mitochondriale Schaden leistet einen groRen Beitrag zum
Altern von Zellen, Geweben und dem Organismus. Alternativ kdénnen ROS die nukledare DNA
schadigen, das Protein p53 aktivieren und dariiber den programmierten Zelltod einleiten.
Auch werden andere Zellproteine direkt durch ROS geschadigt, was zum Altern beitragt

(Berlett u. Stadtman 1997).

Es gibt zahlreiche experimentelle Befunde, die belegen, dass ROS und Proteinoxidation
wichtige Rollen fiir das Altern spielen. Einige werden hier kurz vorgestellt:

1) Arten mit einem hohen Stoffwechselumsatz haben kiirzere Lebenserwartungen und altern
schneller (Smeal u. Guarente 1997). Die einzige Ausnahme hiervon sind einige Vogelarten, die
trotz hohem Stoffwechselumsatz hohe Lebenserwartungen haben (Ottinger et al. 2005).

2) Der Carbonylgehalt von Proteinen, der als Indikator fiir Proteinoxidation gilt, steigt im Alter
in zahlreichen Geweben exponentiell an (Levine u. Stadtman 2001).

3) Eine Beschrankung der aufgenommen Nahrungsmenge reduziert die ROS-Produktion und
steigert sowohl mittlere als auch maximale Lebensdauer von Tieren (Koubova u. Guarente
2003; Yu 2006).

4) Die Uberexpression von antioxidativen Enzymen durch transgene Techniken kann
altersabhangige oxidative Schaden hinauszogern und so die Lebensdauer verlangern (Sohal u.
Weindruch 1996).

5) Die Menge an mitochondrial produziertem O, und H,0; steigt mit zunehmendem Alter

(Sohal 2002).
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Oxidationen an Proteinen nehmen mit dem Alter in vielen Geweben zu und fiihren zu
veranderten Sekundar- Tertidar- und Quartarstrukturen, fehlerhaften Faltungen,
Aggregationen und Funktionsverlusten (Chakravarti u. Chakravarti 2007). Proteine kdnnen
jedoch nicht nur durch freie Radikale geschadigt werden, sondern auch durch
Sekundarprodukte des OS oder durch Glykierung, die sogenannte Maillard-Reaktion oder
nicht-enzymatische Glykierung. Bei der Maillard-Reaktion binden Zuckerreste chemisch an
Proteine, wodurch Amadori-Produkte bzw. Advanced Glycation Endproducts entstehen. Die
Menge an Maillard-Produkten nimmt mit dem Alter zu. Sie kann jedoch durch eine selektive
Kalorienbeschrankung (engl.: caloric restriction = CR) hinausgezogert werden (Chakravarti u.
Chakravarti 2007). Ein Experiment mit Menschen zeigte, dass nach 6 Monaten CR die
Nuchtern-Insulinkonzentration und die Korperkerntemperatur — beides Marker fir

Langlebigkeit — verringert waren (Heilbronn et al. 2006).
1.7.4.2 AUSWIRKUNGEN AUF DAS ALTERN

Die Auswirkungen des Alterns sind sehr vielfaltig und divers. Die erhéhte Konzentration an
freien Radikalen fiihrt zu vermehrten Schaden innerhalb der Zellen. Der OS steigt mit
zunehmendem Alter deutlich an. Dies untersuchten am Menschen u.a. Inal et al. (2001) unter
Nutzung von Malondialdehyd als Marker fir OS. Sie zeigten einen deutlichen Anstieg an
Malondialdehyd ab dem 40. Lebensjahr bei beiden Geschlechtern, starker jedoch bei Frauen.
Durch die Erhohung des OS nehmen OS-generierte Schiden wie beispielsweise
Lipidperoxidationen mit dem Alter zu (Nohl 1993). An zahlreichen Enzymen wurden in
Zusammenhang mit dem Altern oxidative Veranderungen beobachtet (Oliver et al. 1987,
Carney et al. 1991). Dariiber hinaus kénnen auch Modifikation von Strukturproteinen
schwerwiegende Auswirkungen auf die Zellfunktion nach sich ziehen (Shacter 2000). Eine
Gruppe von Enzymen, wie DNA-Reparaturenzymen, Phospholipase A, und molekulare
Komplexe (z.B. Proteasome) entfernen oder reparieren durch Oxidation entstandene
Schaden an DNA, Lipiden und Proteinen. Diese Schutzantwort auf OS verfallt moglicherweise
im Alter (Sohal et al. 1995). Alternsbedingte oxidative Schaden kommen ubiquitar vor und

steigen mit dem Alter exponentiell an (Sohal 1993).

Der geordnete Abbau von Proteinen durch Lysosomen wird mit dem Altern gehemmt (Szweda
et al. 2002). Die meisten Proteine werden durch Proteasome abgebaut, solange die Proteine

nicht zu stark oxidiert sind. Bei zu starker Oxidation kann es zu Aggregation kommen und die
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proteasomale Hydrolyse wird verhindert. Die Aggregate werden auch inclusion bodies
genannt, sind wasserunloslich und akkumulieren in alternden Zellen (Grune et al. 2004). Eine
weitere Folge des Alterns bei Tieren und Menschen ist somit eine Verringerung des
proteasomalen Proteinabbaus (Farout u. Friguet 2006; Friguet 2002). Bei Menschen wurde ein
starker Zusammenhang zwischen alternsbedingten neurodegenerativen Erkrankungen wie
Parkinson und Alzheimer mit OS und der Akkumulation von abnormen und aggregierten

Proteinen gefunden (Landis u. Tower 2005).

ALTERN UND SOD1

Diverse Studien zeigen bei Menschen einen negativen Zusammenhang zwischen dem Alter
und der SOD1-Aktivitit (Andersen et al. 1997; Bolzan et al. 1997; Ozbay u. Diilger 2002). Es
scheint bei beiden Geschlechtern eine deutlich Abnahme der SOD1-Aktivitat ab dem
40. Lebensjahr zu geben (Inal et al. 2001). Der Funktionsverlust der SOD1 mit steigendem Alter
konnte durch Glykierung des Enzyms ausgeldst werden (Arai et al. 1987). Da die SOD1 Kupfer-
und Zinkionen bendtigt, kann auch ein Mangel dieser beiden Elemente zu verminderter
Aktivitat fihren (Wasowicz et al. 1989). Es besteht ein starker Zusammenhang zwischen der
SOD1-Konzentration und dem Uberleben von Zellen (Jang et al. 2011). Die Uberexpression von
SOD1 in Saccharomyces cerevisiae und Drosophila melanogaster konnte in Studien die OS-
Konzentration senken und infolgedessen die Lebensdauer verlangern (Landis u. Tower 2005).
Experimente mit humanen primaren Fibroblasten haben gezeigt, dass gesteigerte Mengen an
Superoxiddismutase  lebensverlangernd  wirken und mit einer  verringerten
Telomerverkiirzung einhergehen (Serra et al. 2003). Wird die SOD durch RNA-Interferenz

herunter reguliert, fihrte dies via einer Aktivierung von p53 zu Seneszenz (Blander et al. 2003).

ALTERN UND CIRCADIANE RHYTHMEN

Das Altern verursacht Veranderungen in den elektrophysiologischen und neurochemischen
Ausgangsinformationen aus dem SCN. Die Amplituden elektrophysiologischer Aktivitaten und
hormon-sekretierender Drisen sowie die Genexpressionen verringern sich im SCN des
alternden Gehirns von Nagetieren (Colwell 2011; Nygard et al. 2005; Beynon et al. 2009;
Davidson et al. 2008; Kawakami et al. 1997). Die Verringerung der SCN-Funktion (Fanjul-Moles
u. Loépez-Riquelme 2016) fuhrt bei alternden Menschen zu einer Beeintrachtigung der
Synchronisation der inneren Uhren in den verschiedenen Korperzellen (Hofman u. Swaab

2006). Infolgedessen schwacht sich die menschliche und tierische innere Uhr mit
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zunehmendem Alter ab und circadiane Rhythmen verringern sich und werden instabiler
(Hofman u. Swaab 2006; Kondratov 2007). Bei dlteren Menschen wurden ein Phasenvorschub
sowie verringerte Amplituden insbesondere bei der Kérperkerntemperaturrhythmik sowie bei
der Hormonsekretion von Melatonin beobachtet (Hofman u. Swaab 2006; Skene u. Swaab
2003). Die Verringerung der Amplitude wurde iberwiegend bei dlteren Mannern beobachtet,
jedoch nicht bei dlteren Frauen (Monk 2005; Monk et al. 1995). Die Abnahme der nachtlichen
Melatoninsekretion kann zu Storungen im Schlaf-Wach-Rhythmus fiihren (Dijk et al. 1999).
Eine verringerte Melatoninproduktion und eine verdanderte Melatoninrhythmik kénnen zu

einer gesteigerten Konzentration an oxidativem Stress filhren (Benot et al. 1998).

Die Veranderung von biologische Rhythmen scheint somit einen Beitrag zum Altern zu leisten
(Banks et al. 2015). Alterns-assoziierte Veranderungen in der Melatoninrhythmik, mit einer
friiheren Phasenlage bei den Alteren, wurden identifiziert (Skene u. Swaab 2003). Die
Funktion des SCN nimmt mit fortschreitendem Alter ab, besonders bei Patienten mit
altersbedingten neurodegenerativen Erkrankungen (Pandi-Perumal et al. 2002; Wu u. Swaab
2007). Bei gesunden Probanden wurden SCN-assoziierte Veranderungen erst ab einem Alter

von 80 Jahren beobachtet (Hofman u. Swaab 2006).

1.8 KORPERTEMPERATUR

1.8.1 KORPERKERNTEMPERATUR

Die Korperkerntemperatur (KKT) des Menschen folgt einem ausgepragten circadianen
Rhythmus, der endogen generiert wird (Krauchi u. Wirz-Justice 1994). Folglich bleibt diese
Rhythmik auch in Abwesenheit duRerer Zeitgeber erhalten (Aschoff 1955; Krauchi u. Wirz-
Justice 1994). Um den Ablauf physiologischer Prozesse gewahrleisten zu kénnen, schwankt
die KKT dabei nur eng um 37° C (Weinert 2010). Das Minimum der Kérperkerntemperatur liegt
in der nachtlichen Ruhephase zwischen etwa 4 und 6 Uhr (Aschoff et al. 1967; Krauchi u. Wirz-
Justice 1994). Das Maximum liegt gemal einer Laborstudie am Ende der Aktivitatsphase um
etwa 19 Uhr (Krduchi u. Wirz-Justice 1994). Dabei kommt es zu leichten tages- und
personenabhdngigen Verschiebungen der Rhythmik. So erreichen Personen mit einer
ausgepragten Morgenpraferenz aufgrund der friiheren Phasenlage ihr Temperaturminimum
und —maximum friher als Abendtypen (Baehr et al. 2000). Zudem gibt es
geschlechtsspezifische Unterschiede: Frauen erreichen in ambulanten Studien das nachtliche

Minimum der KKT etwa 30 min friher als Manner (Baehr et al. 2000). Zudem schwankt die
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KKT bei Frauen im Verlauf des Menstruationszyklus, wobei die KKT in der lutealen Phase im

Mittel um 0,4° C erhoht ist im Vergleich zur Follikelphase (Lee 1988).

Die Regulation der KKT erfolgt durch Warmeproduktion und Warmeabgabe (Krduchi u. Deboer
2011) und wird tber den Hypothalamus reguliert. Weicht die KKT von einem im Hypothalamus
festgelegten Sollwert ab, so wird dies von temperaturempfindlichen Neuronen
weitervermittelt. Der Hypothalamus stimuliert die Ausschittung von warmeregulierenden
Hormonen wie Melatonin, die eine Gefallerweiterung (Vasodilatation) bzw. —verengung
(Vasokonstriktion) in der Haut vermitteln (Krduchi 2002; Weinert 2010). Ab einem Alter von

60 Jahren nimmt die Regulationseffizienz signifikant ab (Collins et al. 1981).

Die KKT kann rektal, tympanal und oral gemessen werden. Die rektale Messung liefert die
genauesten Ergebnisse (Bligh u. Johnson 1973), ist jedoch aufwandig durchzufiihren. Da die
oralen Messwerte den hochsten Zusammenhnag mit den rektalen Messwerten zeigen, wird

haufig, insbesondere wenn die Probanden selbst Messungen durchfiihren, oral gemessen.

1.8.2 PERIPHERE HAUTTEMPERATUR

Die periphere Hauttemperatur steht in engem Zusammenhang mit der KKT. Sie weist ebenfalls
einen endogen generierten circadianen Rhythmus auf und ist der KKT gegenlaufig oder
antiphasisch (Krauchi u. Wirz-Justice 1994). Die Hauttemperatur ist Umwelteinflissen wie der
Umgebungstemperatur direkter ausgesetzt als die KKT. Infolgedessen kommt es bei der
peripheren Hauttemperatur zu deutlich gréfSeren Schwankungen und die Amplitude ist etwa
dreimal so grof3. Die KKT wird durch Warmeabgabe an der Peripherie reguliert und gesenkt.

Dies geschieht insbesondere lber die Hinde und FiRe (Krduchi u. Deboer 2011).

Blut ist dabei das Hauptmedium fir den Warmetransport vom Kérperkern in die Peripherie,
sodass der Warmeaustausch Uber das kardiovaskuldare System angetrieben wird. Die
abendlich ansteigende Melatoninkonzentration vermittelt eine Erweiterung der
arteriovendsen Anastomosen (Krduchi u. Deboer 2011). Dies sind Verbindungen zwischen
Venen und Kapillaren in den distalen Hautregionen wie Fingern und Zehen. Die Offnung dieser
Verbindungen fiihrt zu einer verstarkten Durchblutung der Peripherie und erleichtert dariber
die Warmeabgabe. Infolgedessen nimmt die periphere Hauttemperatur zu, wodurch die KKT
sinkt. Die grofte Warmeabgabe erfolgt Giber die distalen Hautregionen wie Finger und Zehen
und weniger lber die proximalen Regionen wie Waden und Oberschenkel. Die proximale
Hauttemperatur gleicht tagstiber eher der KKT, wahrend sie in der Nacht denselben Verlauf
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zeigt wie die distale Hauttemperatur (vgl. Abb. 5). Die periphere Hauttemperatur hat ihr
Maximum in der nachtlichen Schlafphase und ihr Minimum zum Ende der aktiven Phase

(Krduchi 2002; Krauchi u. Wirz-Justice 1994).
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ABB. 5: VERLAUF DER HAUTTEMPERATUR (A) UND DER KORPERKERNTEMPERATUR (B) (VERANDERT NACH
KRAUCHI 2002).
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2 FRAGESTELLUNG

Die Lebensdauer nimmt in den Industrielandern seit den 1950er Jahren koninuierlich zu und
liegt aktuell bei etwa 80 Jahren (URL 4). Ein langes Leben bei guter Gesundheit, sprich
gesundes Altern, wird insbesondere von Menschen in den Industrieldandern angestrebt,
weshalb die biologischen Grundlagen des Alterns aktuell ein wichtiger Forschungsgegenstand
sind (Kirkwood 2008; Friedman et al. 2019). Alternsprozesse kdnnen durch Auswirkungen auf
den SCN zahlreiche circadiane Rhythmen beeintrachtigen, die in der Folge instabiler werden
(Fanjul-Moles u. Lopez-Riquelme 2016; Kondratov 2007; Hofman u. Swaab 2006; Yamazaki et
al. 2002). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Zusammenhang zwischen dem
Uhrengen hBmall, dem hSod1-Gen und dem SOD1-Protein sowie Melatonin und dem OS.
Darliber hinaus werden Parameter, die den Lebensstil betreffen, untersucht und mit den
genannten Variablen in Verbindung gesetzt. Die Zusammenstellung der zu untersuchenden
Parameter ergibt sich aus bisherigen Literaturbefunden. Tierexperimente (Kondratov et al.
2006; Kondratov et al. 2009) zeigten, dass murine Bmall-Knockout-Mutanten verfriiht altern.
Da das BMAL1/CLOCK-Heterodimer als aktivierender TF an E-Box-Motive in der
Promotorregion Uhrengen-kontrollierter Gene bindet und das hSod1-Gen Uber ein solches
Motiv in seinem Promotor verfiigt, sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen
den Expressionen besteht bzw. ob auch das hSod1-Gen eine circadiane Rhythmik zeigt. Das
Sod1-Transkript wird in die SOD1-Proteinform translatiert. Dieses Protein wirkt dem
Zellstruktur-schadigenden und alternsassoziierten OS entgegen und konnte somit den
Alternsprozess beeinflussen. Melatonin ist ein wichtiger circadianer Marker, der sowohl die
circadiane Rhythmik im SCN als auch die Transkriptionsrate des Sodl-Gens reguliert.
Untersuchungen von Kondratov und Kollegen (2006) zeigten, dass in Bmall-Knock-out-
Mausen verfriht Alternserscheinungen auftraten und die Tiere friiher starben als die
Wildtypen. Diese Verdanderungen gingen mit gesteigerten Konzentrationen an ROS einher. Alle
genannten Variablen verandern sich mit zunehmendem Alter. Dariliber hinaus werden die
Variablen durch diverse Faktoren, die mit dem Lebensstil in Zusammenhang stehen,

beeinflusst. Auf dieser Grundlage wurden die folgenden drei Fragestellungen entwickelt:
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FRAGESTELLUNG

1. Unterscheiden sich jlingere versus dltere Frauen in den circadianen
Merkmalssystemen Uhrengen-Expression (hBmall), hSod1-Genexpression, SOD1-

Proteinkonzentration, Melatoninkonzentration und oxidative Stresswerte?

2. In welchem Zusammenhang stehen hBmall-Genexpression, hSod1-Genexpression,
SOD1-Proteinexpression, Melatoninkonzentration und oxidativer Stress bei jlingeren

und &lteren Frauen?

3. Koénnen alternsabhdngige Unterschiede in Melatoninkonzentration, oxidativer
Stresskonzentration und SOD1-Proteinkonzentration mit Lebensstil-Parametern der

Probandinnen in Verbindung gebracht werden?

In dieser Studie wurden nach Recherchen der Autorin erstmals die beschriebenen Parameter
gemeinsam an Menschen untersucht und in Zusammenhang mit dem Altern betrachtet. Nach
Wissen der Autorin wurde ein Zusammenhang zwischen Bmall und Sod1 bislang weder bei
Tieren noch bei Menschen untersucht und ist somit ein Alleinstellungsmerkmal der
vorliegenden Arbeit. Zur circadianen Rhythmik von hSod1-mRNA, SOD1-Protein sowie OS

beim Menschen liegt nach Kenntnis der Autorin keine oder kaum Forschungsliteratur vor.
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STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

3 STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

STUDIENDESIGN

Um die oben genannten Fragestellungen zu untersuchen, wurde als Studiendesign eine
Querschnittsstudie konzeptioniert. Da ein Vergleich zwischen jlingeren und dlteren
Probanden erfolgen sollte, wurden zwei Probandengruppen gebildet, von denen eine mit
Teilnehmern im Alter von 20-30 Jahren die jlingere Altersgruppe bildete und eine weitere mit
Teilnehmern ab 60 Jahren die dltere. Um aussagekraftige Daten in Bezug auf die circadianen
Rhythmen zu erhalten, sollten in einem Zeitraum von 24 Stunden zu sechs Zeitpunkten Proben
genommen werden. Zu jedem Zeitpunkt sollten Mundschleimhautzellen (MSH) fir die
guantitativen Analysen von mRNA-Mengen (hBmall und hSod1) sowie fiir die quantitative
Bestimmung der Proteinkonzentration (SOD1) gesammelt werden. Ebenso sollte zu jedem
Zeitpunkt Speichel fir die Messung der Melatoninkonzentration sowie tagsiiber ebenfalls
Speichel fur die Bestimmung der Konzentration an OS im Speichel gesammelt werden. Des
Weiteren sollten alle Probandinnen Fragebdgen ausfiillen, mit denen die lebensstilbezogenen
Parameter zu erfassen waren. Das Studiendesign ist in Abb. 6 dargestellt und wird im

folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.
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STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

nach 3.Probe
Blaulicht-
blocker-Brille

nach 1.Probe

07:30 ]
BIA

Ankunft CAU

Blaulichtblocker-Brille
bis zum zu Bett gehen

d  08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00

1.Probe 2.Probe 3.Probe 4.Probe 5.Probe 6.Probe
CAU CAU CAU CAU Zuhause Zuhause
In der Universitat Zuhause
Temperaturchip und Probandenprotokoll bis 09;60
4 N\ 4 N\
1.-4. Probe, CAU: 5.-6. Probe, Zuhause:
- MSH fiur Genexpression - MSH fir Genexpression
- MSH fir Proteinexpression - MSH fur Proteinexpression
- Speichel fiir Melatonin - Speichel fir Melatonin
- Speichel fur oxidativen Stress - Orale Temperatur
- Orale Temperatur
. J \. J/

ABB. 6: SCHEMA DES 24-STUNDIGEN VERSUCHSTAGES

BIA = Bioelektrische Impedanzanalyse, CAU = Christian-Albrechts-Universitat Kiel,
MSH = Mundschleimhautzellen

DURCHFUHRUNG

Uber einen Zeitraum von 24 Stunden wurden 6 Probensammlungen vorgenommen. Die
Probandinnen wurden um 07:30 Uhr niichtern in die Universitat gebeten, wo zuerst ein
Temperaturchip angelegt wurde. Um 08 Uhr erfolgte die erste Probennahme durch die
Autorin. Weitere Probennahmen erfolgten um 12 Uhr, 16 Uhr und 20 Uhr unter Anleitung in
der Universitat sowie um 24 Uhr und 04 Uhr nachts durch die Probandinnen zuhause. Alle
Probennahmen liefen in derselben Reihenfolge ab: Zuerst wurden mit einer Cytobrush MSH
fiir die RNA-Analyse und mit einer zweiten Cytobrush MSH fiir die Proteinanalytik gesammelt.
AnschlieBend folgte die Sammlung von je 1 mL Speichel fir die Melatoninanalyse und die
Bestimmung des oxidativen Stresswertes. Letztere Probe wurde nur in der Universitat, nicht
aber zuhause gesammelt, da die Proben umgehend bei -80° C zu lagern waren. AbschlieBend

wurde die orale Kérpertemperatur gemessen.
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STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

Nach der morgendlichen Probensammlung folgten die Messung anthropometrischer
Kenndaten sowie eine bioelektrische Impedanzanalyse zur Bestimmung der
Kérperzusammensetzung. Von 16 bis 20 Uhr blieben die Probandinnen in der Universitat, wo
sie sich in einem separaten Untersuchungsraum der AG Humanbiologie ruhig und sitzend
aufhielten, um eine Vergleichbarkeit der Situation vor dem abendlichen Melatoninanstieg zu
gewahrleisten. Wahrend dieser Zeit fillten die Probandinnen Fragebdgen aus. Von 16:15 Uhr
bis zum zu Bett gehen trugen die Probandinnen eine Blaulichtblocker-Brille, die den Einfluss
von Blaulicht auf die Melatoninsynthese unterbinden und somit einen ungehemmten Anstieg
der abendlichen Melatoninkonzentration gewahrleisten sollte. Am Folgetag kamen die
Probandinnen ab 09 Uhr in die Universitat, wo der Temperaturchip abgenommen und die

nachts gesammelten Proben ibergeben wurden.

Wahrend des Zeitraums der Probensammlung fiihrten die Probandinnen ein Protokoll, in dem
Schlafzeiten, Zeitrdume im Freien sowie Mahlzeiten notiert wurden. Die Zeiten fiir die
Einnahme der Hauptmahlzeiten lagen zwischen 08:30-10:00 Uhr fiir das Friihstiick, 12:30-
14:00 Uhr flar das Mittagessen sowie 18:00-19:00 Uhr flir das Abendessen.
Zwischenmahlzeiten oder Snacks waren erlaubt, etliche Lebensmittel waren jedoch wegen
ihres Einflusses auf Melatonin nicht gestattet. Dazu gehodrten wegen ihres hohen
Melatoningehalts Walnlisse (Reiter et al. 2005) und Bananen (Dubbels et al. 1995) sowie
anregende, koffeinhaltige Nahrungsmittel wie dunkle Schokolade, Kaffee, schwarzer und
griiner Tee, Cola und Energy Drinks, deren Koffeinmolekiile, die Melatoninsynthese
unterdriicken (Wright Jr. et al. 1997). Alkoholkonsum inhibiert die Melatoninsynthese (Ekman
et al. 1993) und dehydriert den Korper, weshalb ab dem Abend vor dem Versuch sowie
wahrend des Versuchstages kein Alkohol konsumiert werden durfte. Ebenso sollte am Abend
vor dem Versuchstag kein starker Sport getrieben werden und wahrend des Versuchstages
waren alle Sporteinheiten untersagt, um einen einheitlichen Hydratisierungszustand zu
erreichen. Zudem verdndert sportliche Aktivitat die SOD1-Aktivitat unverziglich (Damirchi et
al. 2015). Des Weiteren waren die Probandinnen dazu angehalten, wahrend des
Versuchstages moglichst wenig Zeit im Freien zu verbringen, um den Einfluss von Blaulicht auf

die Melatoninkonzentration moglichst gering zu halten.
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STUDIENDESIGN UND DURCHFUHRUNG

Vor dem Versuchstag fiihrten die Probandinnen eine Woche lang ein Schlaftagebuch und
waren instruiert, einen regelmaRigen Schlaf-Wach-Rhythmus einzuhalten. Dieser konnte

mithilfe des Schlaftagebuchs liberprift werden.
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PROBANDEN

4 PROBANDEN

Das Probandenkollektiv musste etliche Vorgaben erfiillen, um StérgrofRen auszuschlieen und
eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Die Ein- und Ausschlusskriterien werden im Verlauf
dieses Kapitels detailliert aufgefiihrt und erlautert. Zunachst findet eine Charakteriesierung
des Probandenkollektivs statt. Es wurde ausschliellich ein Geschlecht untersucht, da es
geschlechtsspezifische Unterschiede z. B. im oxidativen Stresshaushalt (Veglia et al. 2006), der
Sod1-Expression (Xu et al. 2012) sowie bei alternsbedingten Veranderungen von Temperatur-
rhythmik und Melatoninsekretion (Monk et al. 1995; Monk 2005) gibt. Die Wahl fiel fur diese
Studie auf weibliche Probandinnen, da diese ein groReres Interesse an gesundheitsbezogenen

Studien haben und somit leichter zu rekrutieren waren.

Die Probandinnen wurden durch Aushange in den Universitatsinstituten und Apotheken,
Vorstellung der Studie in Sport- und Kartenspielgruppen, tiber die universitatseigene Website
flr Probandengesuche, Uber Anzeigen in der Kieler Zeitung ,Kieler Express” sowie durch
miindliche Verbreitung rekrutiert. Junge Probandinnen wurden zuséatzlich in

Lehrveranstaltungen sowie (iber die Facebook-Gruppe ,, CAU Kiel“ erreicht.

Interessierte Probandinnen wurden zundchst telefonisch oder via Email Uber den
Versuchsablauf informiert. Bei Eignung und Interesse an einer Teilnahme wurde ein Termin
fiir eine personliche Vorbesprechung vereinbart. Bei dieser wurde der genaue Versuchsablauf
erldutert, Ein- und Ausschlusskriterien mittels eines Pradtest-Fragebogens (Anhang A1l)
bestdtigt und Informationsmaterial fir den Versuchstag (Anhang A2) sowie ein
Schlaftagebuch (Anhang A3) fiir die dem Versuchstag vorausgehende Woche ausgehandigt.
Bei beidseitigem Einverstandnis wurde ein Untersuchungstag festgelegt. An diesem wurde
jeder Probandin eine Teilnehmerinformation fiir die eigenen Unterlagen sowie eine zu

unterzeichnende Einverstandniserklarung vorgelegt.

Es nahmen 42 Probandinnen an der Studie teil, von denen jeweils 21 jingere und 21 éltere
Frauen waren. Das mittlere Alter der jlingeren Probandinnen betrug 23,71 Jahre mit einer
Standardabweichung (SD) von 2,31 Jahren und das Alter der alteren Probandinnen lag im

Mittel bei 66,81 + 5,67 Jahren.
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PROBANDEN

Die Studie erhielt von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel (CAU) ein positives Votum. Die Untersuchungen wurden
ausschlieBlich im Herbst von September bis November sowie im Friihjahr von Marz bis Mai
durchgefiihrt, da es jahreszeitliche Variationen in der Expression von Uhrengenen gibt (Dopico
et al. 2015) und die Melatoninkonzentration durch die Tageslange beeinflusst wird (Broadway

et al. 1987).

EINSCHLUSSKRITERIEN

Um einen Vergleich zwischen zwei Altersgruppen durchzufiihren, wurden zum einen jlingere
Frauen im Alter von 20-30 Jahren untersucht und zum anderen dltere Frauen ab einem Alter
von 60 Jahren. Diese mussten gesund sein, das hei8t es durften zur Untersuchungszeit keine
akuten Erkrankungen wie Erkdltungen, Entzindungen oder Wunden vorliegen. Es wurden
ausschlieBlich Nichtraucherinnen untersucht, da das Rauchen einen Einfluss auf die oxidativen
Stresswerte hat (Ozbay u. Diilger 2002; Burke u. FitzGerald 2003). Des Weiteren mussten die
Probandinnen einen regelmaRigen Schlaf-Wach-Rhythmus haben, mit einer Zubettgehzeit
zwischen 21 Uhr und 01 Uhr und einer Schlafdauer von 6 bis 9 Stunden pro Nacht. Diese
Vorgaben sollten gewahrleisten, dass nur Morgen- und Neutraltypen teilnehmen und der
Schlaf-Wach-Rhythmus moglichst vergleichbar ist, um eine Verschiebung der Rhythmik von
Genen, Proteinen und Hormonen durch unterschiedliche Rhythmik zu verringern. Bei einer
aullergewohnlich kurzen (<5 Stunden) oder langen (> 9 Stunden) Schlafdauer kénnen die
circadianen Rhythmen beeinflusst sein. Der Body Mass Index (BMI) sollte in der jliingeren
Gruppe unter 25 kg/m? liegen und bei der &lteren Gruppe unter 28 kg/m? liegen, da diese
Werte gemaR Miller (2007) in der jeweiligen Altersgruppe ein Normalgewicht bedeuten.
Adipositas verandert ebenso wie das Rauchen den Gesundheitszustand und den Stoffwechsel
negativ (Greenberg u. Obin 2006; Spielmann et al. 2019). Die oxidativen Stresswerte werden
erhoht und die Aktivitdt der SOD1 beeinflusst (Karaouzene et al. 2011; Wonisch et al. 2012).
Altere Probandinnen mussten im eigenen Haushalt leben, um eine selbststindige

Organisation des Alltags zu gewahrleisten.

AUSSCHLUSSKRITERIEN

Um einen geregelten Schlaf-Wach-Rhythmus sicherzustellen, durften die Probandinnen in den
vorangegangenen drei Monaten nicht im Schicht- oder Nachtdienst gearbeitet (Monk u.

Buysse 2013; Petrov et al. 2014) und in den vorherigen 30 Tagen keine Fernreise mit
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PROBANDEN

verbundenem Jetlag unternommen haben (Rose et al. 1999). Auch Schlafstérungen bzw. eine
subjektiv schlechte Schlafqualitat, Tagesschlafrigkeit, Schlaf-Apnoe und die Einnahme von
Schlafmitteln waren aus diesem Grund Ausschlusskriterien. Psychische Erkrankungen wie
Depressionen oder Angststorungen fiihrten zum Ausschluss, weil sie den Schlaf-Wach-
Rhythmus ebenfalls beeintrachtigen konnen (Fava et al. 2006).

Da sich Schwangerschaften, Schilddriiseniiberfunktion und Hormonersatztherapie auf den
Hormonhaushalt des Organismus auswirken, fiihrten auch diese Kriterien bei Erflillung zum
Ausschluss. Dasselbe gilt fiir die Entfernung von Eierstocken oder der Gebarmutter bei
jingeren Probandinnen, da das sekretierte Ostradiol an Rezeptoren im SCN bindet und
dariber die circadiane Rhythmik beeinflusst (Abizaid et al. 2004). Hochleistungssportlerinnen
sowie Frauen, die aktuell oder kirzlich eine Didt durchfiihren, durften nicht teilnehmen. Der
Blutdruck sollte unter 140 zu 90 liegen, da anderenfalls hdufig Medikamente mit B-Blockern
verabreicht werden, die die Melatoninkonzentration verandern. Da Hypo- und Hyperthermie
sich auf die Korperkerntemperatur und die Hauttemperatur auswirken (Lim et al. 2008),
flihrten diese beiden Faktoren zum Ausschluss. Systemische Erkrankungen wie Diabetes,
akute oder weniger als 5 Jahre zurlckliegende Krebserkrankungen, entziindliche (Darm-)
Erkrankungen, schwere Anamie, Leberzirrhose, Niereninsuffizienz, Granulomatose, Lichen
planus und Leukoplakia flihrten ebenso zum Ausschluss wie akute Erkrankungen wie
Erkdltungen, Magen-Darm-Infektionen, Blasenentzlindungen oder dhnliches. Dasselbe galt fiir
Erkrankungen des Mundraums, Zahnfleischbluten, Aphten und Zahnarztbehandlungen im
vorherigen Monat, da diese zu erhdhten Entziindungswerten fiihren kdnnen, die den
oxidativen Stresswert erhohen (Téthova et al. 2013). In den sechs Wochen vor dem
Untersuchungstag durften keine nicht-steroidalen Entziindungshemmer eingenommen
worden sein, da diese Melatoninsynthese und Korpertemperatur verandern (Murphy et al.
1996). Die Einnahme von Betablockern, Melatonin oder Antibiotika, Immunsupressiva
innerhalb der vorherigen 6 Monate (Banfasovd et al. 2015) sowie die Einnahme von
Medikamenten gegen Depressionen waren weitere Ausschlusskriterien. Zudem durften keine
blutsverwandten Probandinnen untersucht werden, um genetische Dispositionen

auszuschlieRen.
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5 MATERIAL

Die folgende Tabelle 1 listet alle flr diese Studie verwendeten Chemikalien, Verbrauchs-

MATERIAL

materialien, Gerate sowie Softwareprogramme fir die Laboranalysen auf.

TAB. 1: MATERIAL

Chemikalien

Firma, Ort

Acrylamid/Bis Solution, 29:1

Roth, Karlsruhe

Agarose Broad Range

Roth, Karlsruhe

Albumin Fraction V

Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxidsulfat

Roth, Karlsruhe

Biorad Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad, Hercules, USA

Clarity Max™ ECL Western Blot Substrate

Bio-Rad, Hercules, USA

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromidlésung 1% (10 mg/mL)

Roth, Karlsruhe

Glycine

Merck Millipore, Burlington, USA

HelLa Whole Cell RIPA Extract

Abcam, Cambridge, UK

IGEPAL CA-630

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Loading Dye

Thermo Scientific, Darmstadt

Methanol, = 99,9%

Merck Millipore, Burlington, USA

Milchpulver Blotting grade, pulv., fettarm

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Salzsaure, 25%

Roth, Karlsruhe

SDS ultra pure

Roth, Karlsruhe

TEMED Roth, Karlsruhe
TRIS Roth, Karlsruhe
Triton X-100 (fiir Molekularbiologie) Roth, Karlsruhe
Tween-20 Merck Millipore, Burlington, USA

Wasser, doppelt destilliert

Roth, Karlsruhe

Wasser fir die Molekularbiologie DEPC-behandelt

Roth, Karlsruhe

Wasser, HPLC

Merck, Darmstadt

Enzyme, Standards, dNTPs

6x DNA Loading Dye

Thermo Scientific (Fermentas), St.
Leon-Rot

DNase I, RNase-free

Thermo Scientific (Fermentas), St.
Leon-Rot

FastStart Tag DNA Polymerase

Roche, Mannheim

GeneRuler low range DNA ladder

Thermo Scientific, Darmstadt

O’GeneRulerTM 100bp DNA Ladder

Thermo Scientific (Fermentas), St.
Leon-Rot

PCR Grade Nucleotide Mix

Roche, Mannheim


https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Burlington+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyLjMtUuIEsQ1zjXILtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAIsFd-BFAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiMt7Pw04jgAhVDNOwKHXmTBXAQmxMoATASegQICBAH
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjU8tyX14jgAhXGJFAKHbqgC5wQmxMoATAUegQICBAH
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Burlington+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyLjMtUuIEsQ1zjXILtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAIsFd-BFAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiMt7Pw04jgAhVDNOwKHXmTBXAQmxMoATASegQICBAH
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Burlington+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyLjMtUuIEsQ1zjXILtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAIsFd-BFAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiMt7Pw04jgAhVDNOwKHXmTBXAQmxMoATASegQICBAH

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2

MATERIAL

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Precision Plus Protein Standards

Bio-Rad, Hercules, USA

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Scientific (Fermentas), St.
Leon-Rot

Primer und Sonden

Primer

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Universal ProbelLibrary Probe (Sonden-Nr. 6, 11, 73)

Roche, Mannheim

Puffer

PCR buffer (10x conc.) with MgCl

Roche, Mannheim

Roti®-CELL PBS

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese® 10x TBE-Puffer

Roth, Karlsruhe

4x SDS sample buffer

Merck, Darmstadt

10x TGS

Bio-Rad, Hercules, USA

Kits

Crystal RNA Mini Kit

Biolab Products, Godenstorf

DNA/RNA Oxidative Damage ELISA Kit

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

LightCycler® TagMan® Master

Roche, Mannheim

Melatonin direct Saliva ELISA

IBL, Hamburg

Transcriptor First strand cDNA Synthesis Kit

Roche, Mannheim

Antikorper

Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody #7074

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

B-Actin Antibody #4967

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

SOD1 Antibody #2770

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

Verbrauchsartikel

Einmal-Klvetten

Brand, Wertheim

Falcon, 15 mL, 50 mL

Sarstedt, Nimbrecht

Kantlen und Spritzen

Braun, Melsungen

LightCycler®Capillaries

Roche, Mannheim

Omnifix® Einmalspritzen mit Luer Anschluss

Roth, Karlsruhe

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen, 100-1000 pL, 2-200 pL, 0,1-20 pL,
0,1-2,5 pL

Sarstedt, Niimbrecht

Reaktionsgefal$, 2 mL, 1,5 mL, 0,5 mL, 0,2 mL

Sarstedt, Nimbrecht

Serologische Pipette

Sarstedt, Nimbrecht

Sterican® Kandtlen

Roth, Karlsruhe

UVette® (50-2000 pL)

Eppendorf, Hamburg

Gerate

Accu Block Digital Dry Bath

Labnet International Inc., Edison, USA
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https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjU8tyX14jgAhXGJFAKHbqgC5wQmxMoATAUegQICBAH

Biophotometer

MATERIAL

Eppendorf, Hamburg

Body Impedance Analyzer Nutriguard-M

Data Input GmbH, Darmstadt

ChemiDoc™ Touch Imaging System with Image Lab™
Touch Software version 2.5.0.07

Bio-Rad, Hercules, USA

Digitale Personenwaage

Dirk Rossmann GmbH, Burgwedel

ELISA Reader Multiskan FC

Thermo Scientific, Darmstadt

Gel Jet Imager 2005

INTAS, Gottingen

GyroTwister

Labnet International Inc., Edison, USA

HLC Heizblock Thermostat HBT 130-2

Heap Labor Consult, Bovenden

Magnetriihrer MR 3001

Heidolph, Schwabach

Microtiterplattenwaschgerat HydroFlex

Tecan, Madnnedorf, Schweiz

Personal Cycler

Biometra, Gottingen

Prazisions-pH-Meter Lab 850

SI Analytics GmbH, Mainz

Prazisionswaage Kern EMP 200-2

Kern & Sohn GmbH, Balingen

TGradient-Cycler

Biometra, Gottingen

Power-Supplies

NanoPac-300

Roth, Karlsruhe

PowerPac™ Basic

Bio-Rad, Hercules, USA

ReagenzgefaBschiittler

IKA® MS 3 digital

IKA, Staufen

Lab Dancer

VWR, Radnor, Vereinigte Staaten

RS-VF10

Phoenix Instruments, Garbsen

Zentrifugen

Combi-Spin PVC-2400

Grant-bio, Cambridge, UK

Mikro 120

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Rotina 38R

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Gefrier- und Kiihlschranke

Liebherr Comfort

Liebherr, Ochsenhausen

Premium NoFrost

Liebherr, Ochsenhausen

Privileg

Privileg, Stuttgart

Ultra Low Temperature Freezer U410

New Brunswick Scientific, Nlrtingen

Software

Image Lab Software version 5.2.1

Bio-Rad, Hercules, USA

Light Cycler Software Version 3.5

Roche, Mannheim

RelQuant Version 1.01

Roche, Mannheim

Sonstiges

Capping-Tool

Roche, Mannheim

Cytobrush Plus GT

Medscand Medical, Berlin

Rotilabo-Blottingpapiere®, Dicke 1,0 mm

Roth, Karlsruhe

Roti®-NC 0,45, Transfermembran

Roth, Karlsruhe
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6 METHODEN

6.1 FRAGEBOGENERHEBUNGEN UND SCHLAFTAGEBUCH

ALLGEMEINER FRAGEBOGEN ZUR ERFASSUNG VON DEMOGRAFISCHEN UND LEBENSSTIL-BEZOGENEN
MERKMALEN

Der in der AG Humanbiologie der CAU entwickelte und fiir diese Studie speziell angepasste
allgemeine Fragenbogen (Anhang A4) erfasst in 35 Fragen Familienstand, Wohnsituation,
Beruf, Zeit im Freien, korperliche Aktivitat und Sport, Schlafgewohnheiten, Gesundheits-
zustand, Ernahrung, Medikamenteneinnahme und Erkrankungen, Handigkeit, Verhltung und

Menstruationszyklus.

CHRONOTYP —FRAGEBOGEN ZUR MORGEN-ABEND-PRAFERENZ

Der Chronotyp der Probandinnen und somit ihre Einteilung in Morgen-, Neutral- und
Abendtypen wurde mit Hilfe des Morningness-Eveningness-Fragebogens (D-MEQ) bestimmt
(Anhang A5). Dieser wurde von Horne und Ostberg (1976) entwickelt und den Probanden in
der deutschen validierten Version von Griefahn et al. (2001) vorgelegt. Sie gaben Praferenzen
und Wohlbefinden fiir verschiedene Tageszeiten an, die mit bestimmten Punktwerten kodiert
sind. Die erreichbare Punktzahl liegt zwischen 16,0 und 86,9. Je héher die am Ende summierte
Gesamtpunktzahl, umso groRer war die Morgenpraferenz. Die Einteilung in die verschiedenen
Chronotypen erfolgte anhand der erreichten Gesamtpunktzahl: Frithtypen von 59,0 — 86,9,

Neutraltypen von 42,0 — 58,9 und Spattypen von 16,0 — 41,9.

PITTSBURGH SLEEP QUALITY INDEX

Dieser Fragebogen (PSQI) wurde urspriinglich von Buysse et al. (1989) entwickelt (Anhang A6).
Er erfasst retrospektiv fur die vergangenen vier Wochen die Schlafqualitat der Probanden.
Dazu werden in 19 Fragen die Haufigkeit schlafstorender Ereignisse, Einschlaflatenz,
Schlafdauer, Schlafeffizienz, Einschatzung der Schlafqualitdt, gewdhnliche Schlafzeiten,
Tagesschlafrigkeit und Schlafmittelkonsum erfasst. Diese werden in sieben Komponenten
unterteilt und Punktwerte errechnet, die zwischen 0 und 3 liegen kénnen. Durch Summation
der Komponentenpunkte, errechnet sich der Gesamtpunktwert, der zwischen 0 und 21

variieren kann. Je niedriger dieser Wert ist, umso besser ist die subjektiv empfundene
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Schlafqualitat des Probanden. Ein Wert gleich oder kleiner 5 bedeutet eine gute Schlafqualitat,

wohingegen ein Wert gréRer als 5 fiir eine schlechte Schlafqualitat steht.

EPWORTH SLEEPINESS SCALE

Der Epworth Sleepiness Scale (ESS) — Fragebogen von Johns (1991) dient der nummerischen
Erfassung von subjektiver Beeintrachtigung beziehungsweise Tagesschlafrigkeit bei
Erwachsenen (Anhang A7). Der Proband gibt bei acht Fragen die Wahrscheinlichkeit an, mit
der er in der beschriebenen Situation einnicken wiirde. Dabei stehen folgende Antworten zur
Auswahl: ,Wiirde niemals einnicken”, ,geringe Wahrscheinlichkeit einzunicken”, ,mittlere
Wahrscheinlichkeit einzunicken”, ,hohe Wahrscheinlichkeit einzunicken”. Zur Auswertung
wird die Punktzahl der acht Fragen addiert und kann in Summe 0-24 Punkte betragen. Dabei
gilt, je héher die Punktzahl ist, umso groRer ist die Wahrscheinlichkeit fiir Tagesschlafrigkeit.
Ab einer Gesamtpunktzahl von 11 wurden die Probandinnen der Gruppe ,es liegt
Tagesschlafrigkeit vor” zugeordnet. Bis zu 10 Punkten lag per Definition keine

Tagesschlafrigkeit vor (Johns 1991).

APNOEFRAGEBOGEN

Der Bundesverband Schlafapnoe Deutschland B S D e.V. hat einen Fragebogen zur
Selbstprifung von schnarchenden Mitmenschen herausgegeben, der von der Ruhrlandklinik
in Essen erarbeitet worden ist, um die eigene Schlafapnoe ermitteln zu konnen (URL 5, Anhang
A8). Dieser erfragt, wie haufig 13 Situationen zutreffend sind, wobei die Probanden zwischen
den Abstufungen ,nie”, ,selten”, ,oft“ und ,sehr oft” wahlen kénnen. Die Punktzahl steigt mit
der gewahlten Haufigkeit an. Die Punktsumme wird am Ende ermittelt und kann der
Wahrscheinlichkeit einer Schlafapnoe zugeordnet werden. Dabei bedeuten 0-14 Punkte, dass
ein Schlafapnoe-Syndrom unwahrscheinlich ist. Bei 15-25 Punkten ist eine Schlafapnoe
ziemlich wahrscheinlich und bei mehr als 25 Punkten sehr wahrscheinlich. Die maximale

Punktzahl liegt bei 39 Punkten.

SCHLAFTAGEBUCH

Das Schlaftagebuch der Deutschen Gesellschaft flir Schlafforschung und Schlafmedizin
(DGSM) beinhaltet je ein Abend- und Morgenprotokoll, das jeweils vor dem Einschlafen und
nach dem Aufstehen auszufillen war (Anhang A3). Im Vorfeld des Untersuchungstages waren
die Probandinnen instruiert, eine Woche lang dieses Schlaftagebuch zu fiihren, das 16 Items

enthdlt. Diese sollten im Zuge des Pratests Aufschluss (iber Leistungsfahigkeit und
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Wohlbefinden, Erschopfung, tageszeitliche Nickerchen, Alkoholkonsum vor dem zu Bett-
gehen, zu Bett-geh- und Einschlafzeit sowie Einschlafdauer liefern. Die Erholsamkeit des
Schlafes, das Befinden nach dem Aufwachen, nachtliche Aufwacher und Wachzeiten,
Aufwach- und Aufstehzeit, Gesamtschlafdauer und -liegezeit sowie Schlafmedikamenten-
konsum wurden erfragt. Diese Angaben ermdglichten der Untersucherin Einblicke in die
Regelmaligkeit und die subjektive Qualitat des Schlaf-Rhythmus vor dem Untersuchungstag
und waren Teil des Pratests, der eine Grundvoraussetzung fiir die Teilnahme an dieser Studie

darstellte.

LEBENSZUFRIEDENHEIT

Der fiir diese Studie angewandte Fragebogen zur Lebenszufriedenheit (Anhang A9) umfasst
acht Fragen aus dem Fragenbogen zur Lebenszufriedenheit mit insgesamt 70 Fragen nach
Henrich u. Herschbach (2000) und ermittelte, wie zufrieden die Probandinnen in den letzten
vier Wochen mit folgenden acht Bereichen ihres Lebens waren: Freunde/Bekannte,
Freizeitgestaltung/Hobbies, Gesundheit, Einkommen/Finanzielle Sicherheit, Beruf/Arbeit/
Studium, Wohnsituation, Familienleben/Kinder, Partnerschaft/Sexualitat. Fir jeden Bereich
wahlten die Probandinnen, ob sie damit unzufrieden, eher unzufrieden, eher zufrieden,
ziemlich zufrieden oder sehr zufrieden waren. Die zugeordneten Punkte nahmen dabei mit
der Zufriedenheit zu. AbschlieBend wurden die Punkte der acht Bereiche addiert und ergaben
einen Gesamtwert, der je hdher er ausfiel, fir eine groBere Lebenszufriedenheit sprach. Die

maximale erreichbare Punktzahl liegt bei 40 Punkten.
STRESS

Um den Stress der Probandinnen im letzten Monat zu erfassen, wurde die deutsche validierte
Version nach Klein et al. (2016) des Perceived Stress Scale (PSS-10) (Cohen et al. 1983) genutzt
(Anhang A10). Dieser Fragebogen besteht aus zehn Fragen, die bestimmte Gefiihlssituationen
darstellen. Bei jeder einzelnen musste die Probandin entscheiden, wie oft sie sich wie
beschrieben flihlten, wobei sie zwischen ,,nie”, ,fast nie“, ,manchmal”, ,ziemlich oft” und
,sehr oft” auswahlen konnte. Jeder Option wurde ein Punktwert zugeordnet, der mit dem
Stressempfinden ansteigt. Schlussendlich wurden alle Punkte der zehn Fragen zu einem
Gesamtergebnis addiert. Je hoher dieses ausfiel, umso mehr Stress empfanden die

Probandinnen. Die maximale erreichbare Punktzahl betragt 40.
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6.2 ANTHROPOMETRIE UND PHYSIOLOGISCHE MEETHODEN

6.2.1 ANTHROPOMETRIE

Im Anschluss an die erste Probensammlung wurden zwischen 08:30 und 09:30 Uhr
anthropometrische KenngroRen erfasst und die Korperzusammensetzung ermittelt und in den
Datenbogen eingetragen (Anhang A11). Die Koérperhohe wurde mittels eines mechanischen
Rollmessbandes ,Seca 206" (Seca, Hamburg) auf 0,1 cm genau gemessen. Hierzu stellten sich
die Probandinnen ohne Schuhe aufrecht mit geschlossenen FiiRen und mit geradem Riicken
an die Wand. Die Messkante des Rollmessbandes lag mittig auf dem Scheitel auf. Das
Korpergewicht wurde ohne Schuhe und schwere Kleidungstiicke auf einer elektronischen
Personenwaage (Model: TGF 302H, Dirk Rossmann GmbH, Burgwedel) auf 0,1 kg genau
gemessen. Aus Koperhohe und -gewicht wurde der Body-Mass-Index (BMI) nach folgender

Formel berechnet:

kg _ Korpergewicht in kg
BMI ( /mz) - /(Kt')rperht')he in m)2

Der BMI steigt mit dem Alter an, unter anderem da die Kérperhéhe durch Rotation des
Oberschenkelknochens in der Gelenkpfanne und Flussigkeitsverlust in den Bandscheiben
abnimmt, wahrend das Gewicht oft durch vermehrte Einlagerung abdominalen Fettgewebes

zunimmt.

Mit einem MaBband wurden Taillen-, Bauch- und Hiiftumfang auf 0,5 cm genau gemessen.
Der Taillen-Hlft-Index wurde durch Division des Taillenumfangs durch den Hiftumfang
berechnet. Da beide GréRen in cm gemessen werden, ist der Index durch den Wegfall der
Einheiten nach der Division einheitslos. Dieser Index steigt mit zunehmendem Alter

tendenziell an, da die abdominale Fettmasse mit dem Alter tendenziell zunimmt.

6.2.2 BIOELEKTRISCHE IMPEDANZANALYSE

Die Korperzusammensetzung des Menschen wird durch verschiedene Kompartimente, aus
denen der Korper besteht, beschrieben. Das Ein-Kompartiment-Modell beriicksichtigt
ausschlieBlich das Korpergewicht und ist somit wenig aussagekraftig. Das Zwei-
Kompartimentmodell unterscheidet zwischen Fettmasse (FM) und Fettfreier Masse (FFM)
oder Magermasse (LBM). Im Drei-Kompartiment-Modell wird innerhalb der Fettfreien Masse
weiter unterschieden zwischen Korperzellmasse (BCM) und Extrazelluldarmasse (ECM). Das

Gesamtkorperwasser (TBW) ist ein weiteres Kompartiment, welches weiter unterteilt werden
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kann in intrazelluldres Wasser (ICW) und extrazellulares Wasser (ECW). Die Zusammensetzung
des Korpers durch verschiedene Anteile der Kompartimente gibt unter anderem Aufschluss

Uber alternsbedingte Veranderungen und Erkrankungen (Norman et al. 2007).

Die bioelektrische Impedanzanalyse ermittelt die Anteile aller oben genannten
Kompartimente auf Grundlage einer elektrischen Widerstandsmessung. Diese beruht auf
unterschiedlichen Leitfahigkeiten: Wahrend elektrolythaltige Korperflissigkeit eine hohe
Leitfahigkeit hat, fungieren Zellmembranen als nichtleitende Minikondensatoren. Fett wirkt
als guter Isolator und ist folglich ein schlechter Leiter. Bei der bioelektrischen
Impedanzanalyse wird ein schwacher, nicht spurbarer Wechselstrom durch den Koérper
geleitet. Der Widerstand, den der Korper dem Stromfluss entgegensetzt, ist die Impedanz.
Diese setzt sich zusammen aus der Resistanz und der Reaktanz. Die Resistanz ist der Ohm’sche
Widerstand der elektrolythaltigen Korperfliissigkeit und die Reaktanz, die auch als kapazitiver
Widerstand bezeichnet wird, entsteht durch die Kondensatoreigenschaften der Kérperzellen

(Kyle et al. 2004).

Das verwendete Mehrfrequenz-Bioimpedanzgerat Multifrequenz-Impedanz-Analysator
Nutriguard-M (Data Input, P6cking) misst den Widerstand bei drei verschiedenen Frequenzen
von 5, 50 und 100 kHz. Wahrend der Strom bei der geringsten Frequenz von 5 kHz
Widerstande wie Zellmembranen kaum durchdringen kann, nimmt die Durchdringung mit
steigender Frequenz zu und ermoglicht Riickschllsse auf den Zellanteil im Korper. Mit einem
Mehrfrequenz-Bioimpedanzgerat konnen mithilfe von Berechnungsformeln Fettmasse,
Magermasse, Korperzellmasse, Extrazellularmasse, Gesamtkorperwasser sowie extra- und
intrazellulares Wasser bestimmt werden. Anhand der ermittelten Kérperzellmasse kann in der

Folge indirekt der Grundumsatz des Probanden berechnet werden.

Zu dieser Messung mussten die Probandinnen niichtern erscheinen. Zudem sollten sie am Tag
zuvor keinen intensiven Sport getrieben und keinen Alkohol konsumiert haben, um einen
moglichst einheitlichen Hydratisierungszustand zu erreichen. Fir die Analyse befanden sich
die Probandinnen in liegender Position, wobei die Handriicken nach oben zeigten. Alle
Metallteile wurden zuvor von der rechten Koérperseite entfernt, da sie die elektrische
Leitfahigkeit Uber eine Herabsetzung des Widerstandes beeinflussen kénnen. Es wurden je
zwei Klebeelektroden mit einer leitenden Gelschicht (BIANOSTIC-AT®, Data Input GmbH,

Darmstadt) auf Hand- und FuBriicken angebracht. Diese wurden mit Krokodilklemmen Gber
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Kabel mit dem Multifrequenz-Impedanz-Analysator Nutriguard-M verbunden und alle drei
Messungen nacheinander durchgefiihrt. Die ausgegebenen Werte fiir Reaktanz, Resistanz,
Phasenwinkel sowie Handwiderstand wurden in die Software Nutri Plus 5.1 (Data Input,
Darmstadt) eingegeben, die unter Zuhilfenahme von Gewicht, GrofRe, Alter und Geschlecht

der Probandin die Kérperzusammensetzung berechnete.

6.2.3 MESSUNG DER TEMPERATUR

PERIPHERE HAUTTEMPERATUR

Fiir eine kontinuierliche Messung der peripheren Hauttemperatur wurde ein Temperaturchip
des Modells Thermochron-iButton DS1921H (Maxim Integrated, Dallas, USA) mit
medizinischem Klebeband (Leukosilk, BSN Medical GmbH, Deutschland) unterhalb des linken
Kndchels auf der FuBinnenseite fixiert. Dieser Chip wurde am Versuchstag direkt nach Ankunft
der Probandin in der Universitat, spatestens jedoch um 07:45 Uhr, angelegt, um eine
ausreichende Anpassung an die Hauttemperatur der Probandin vor der ersten relevanten
Messung um 08:00 Uhr zu gewahrleisten. Der Chip wurde ausschlieflich abgelegt, wenn die
Probandinnen am Mittag, Nachmittag oder dem folgenden Morgen duschten. Anschliefend
wurde der iButton an derselben Stelle wieder befestigt und verblieb dort bis zum Folgetag um
09:00 Uhr. Um starke Temperaturschwankungen im Zeitraum des abendlichen Anstiegs der
peripheren Hauttemperatur durch externe Faktoren auszuschlieRen, war es den Probanden
untersagt, abends zu baden, zu duschen oder ein warmes FuBbad zu nehmen. Uber den

Zeitraum der Temperaturchip Messung fiihrten die Probanden ein Protokoll (Anhang A12).

Die Auswertung erfolgte Uber einen Zeitraum von 24 Stunden, d. h. von 08:00 Uhr am
Versuchstag bis um 08:00 Uhr am Folgetag. Der Chip zeichnete alle 10 Minuten die aktuelle
Korpertemperatur der Probandin auf und speicherte diese. Zur Berechnung der circadianen
KenngrolRen (Mesor, Akrophase, Amplitude) wurde die Software Chronos-Fit Version 1.06 (P.
Zuther and B. Lemmer, http://www.ma.uni-heidelberg.de/inst/phar/forschungLemmer.html,
2004, Universitat Heidelberg, Mannheim) verwendet. Die ermittelten Werte wurden in einen
Datenbogen fir iButtons eingetragen (Anhang A13). Dariber hinaus wurde die
Hauttemperatur zu den sechs Zeitpunkten, an denen die Proben gesammelt wurden, manuell
berechnet, indem aus den drei Messwerten, die der vollen Stunde am nachsten lagen, der

Mittelwert gebildet wurde.
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ORALE KORPERKERNTEMPERATUR

Am Ende jeder Probensammlung wurde die orale Korperkerntemperatur mit dem digitalen
Thermometer ,, Thermoval rapid” (Hartmann, Deutschland) in Doppelmessung bestimmt und
im Datenbogen vermerkt (Anhang A11). Hierzu wurde das Thermometer durch die Probandin
flr mindestens 2 min manuell vorgewarmt, anschlieBend auf der linken Seite unter der Zunge
platziert und bei geschlossenem Mund die Temperatur gemessen. Wichen die Werte um mehr
als 0,2° C voneinander ab, wurde eine dritte Messung durchgefiihrt und der starker als 0,2° C
abweichende Wert verworfen. Aus den beiden Messwerten wurde fir weitere Analysen ein

Mittelwert berechnet.

6.3 HORMONANALYSE

6.3.1 SPEICHELPROBENSAMMLUNG FUR MELATONINANALYSE

Viele Hormone und Enzyme lassen sich im Speichel nachweisen und quantifizieren. Dazu
gehort das Nachthormon Melatonin (Benloucif et al. 2008). Speichel ist leicht verfligbar, wird
nicht invasiv gesammelt und tragt ein geringeres Risiko Krankheiten und Infektionen zu
Ubertragen als Blut. Zudem kdnnen Speichelproben problemlos eingefroren und die Proben
gelagert werden (Bibi et al. 2008; Deminice et al. 2010). Gleichzeitig ist Speichel dem Blut in
seiner biochemischen Zusammensetzung sehr dhnlich und die antioxidative Kapazitat beider

Korperflissigkeiten vergleichbar (Atsumi et al. 1999; Chapple et al. 1997).

Zur Bestimmung der Melatoninkonzentration im Speichel wurde bei jeder Probensammlung
mindestens 1 mL Speichel in einem 2 mL Reaktionsgefdl gesammelt. Dabei durfte der
Speichelfluss durch Kaubewegungen angeregt werden. Die Proben wurden bis zur Analyse bei

-20° C gelagert.

6.3.2 ENZYMIMMUNOASSAY FUR MELATONIN

Der circadiane Melatoninrhythmus ist einer der am meisten genutzten circadianen
Phasenmarker fiir Menschen (Benloucif et al. 2005; Klerman et al. 2002; Lewy et al. 1999). Die
Melatoninkonzentration im Speichel wurde mittels des kompetitiven Enzymimmunoassays
(ELISA) Melatonin direct Saliva ELISA von IBL (Hamburg) bestimmt. Die Wells der
Mikrotiterstreifen sind mit einem Antikorper beschichtet. Das zugegebene biotinylierte
Antigen und das Melatonin aus der zu bestimmenden Probe konkurrieren um die Bindung mit

diesen Antikérpern. Ungebundene Antigenmolekile werden nach der Inkubation durch
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Waschen entfernt. Streptavidinperoxidase dient als Enzymmarker und Tetramethylbenzidin
(TMB) als Substrat, welches das antikdrper-gebundene biotinylierte Antigen bestimmt. Die
Substratreaktion fluhrt zu einer Farbbildung, deren Intensitat umgekehrt proportional zur

Antigen-Konzentration in der Probe ist.

Fiir die Analyse wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut, griindlich gevortext und
flr 10 min bei 2500 Umdrehungen pro Minute (rpm) und 4° C zentrifugiert. AnschlieRend
wurden alle Proben griindlich auf Verfarbungen durch z. B. Blut untersucht, Auffalligkeiten
gegebenenfalls dokumentiert und Analyseergebnisse auffilliger Proben spater auf starke
Abweichungen vom Mittelwert (iberprift. Zur Durchfiihrung des ELISA wurden je 100 plL der
Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden Wells der Mikrotiterplatte pipettiert.
AnschlieBend wurden jedem Well 50 uL Melatonin-Antiserum hinzupipettiert, die komplette
Platte mit Haftklebefolie abgedeckt und die Platte 10 sek vorsichtig manuell geschittelt. Es
erfolgte eine 18-stlindige Inkubation bei 4° C. Die Folie wurde entfernt, die Inkubationslosung
verworfen und die Wells der Mikrotiterplatte viermal mit je 250 uL Waschpuffer gewaschen.
Alle Waschschritte wurden mithilfe des Mikrotiterplatten-Waschgerats HydroFlex (Tecan,
Mannedorf, Schweiz) ausgefiihrt. In jedes Well wurden 100 pL Melatonin-Biotinldsung
pipettiert und die Platte 2 Std bei RT und 500 rpm auf dem digitalen Schittler IKA® MS 3 digital
(IKA, Staufen) inkubiert. Die Platte wurde im Anschluss erneut viermal mit je 250 uL
Waschpuffer pro Well gesplilt. Es wurden je 100 pL Enzymkonjugat in jedes Well pipettiert
und die Platte fir 1 Std bei RT und 500 rpm auf dem Orbitalschittler inkubiert, gefolgt von
weiteren 4 Waschdurchlaufen mit je 250 uL Waschpuffer pro Well. In jedes Well wurden
100 pL TMB Substratlésung pipettiert, die Platte fiir 15 min bei RT und 500 rpm auf dem
Orbitalschiittler inkubiert und die Reaktion danach mittels Zugabe von 100 uL Stopplosung je
Well beendet. Zur Durchmischung wurde die Platte 5 sek geschiittelt und anschlieBend wurde
die optische Dichte mit dem Photometer ELISA Reader Multiskan FC (Thermo Scientific,
Darmstadt) bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen. Die Referenzwellenldnge betrug
620 nm. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung analysiert, aus denen fiir die weiteren

Analysen ein Mittelwert gebildet wurde. Die Nachweisgrenze lag bei 0,3 pg/mL.
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6.4 OXIDATIVE STRESSANALYSE

Da freie Radikale sehr instabile Molekdle sind, die schnell zerfallen, ist es sehr schwer, freie
Radikale direkt nachzuweisen. Deshalb wird haufig darauf zurlickgegriffen, Molekile
nachzuweisen, die durch freie Radikale geschadigt wurden. Dies kdnnen z. B. oxidierte Lipide,
Malondialdehyd oder 8-Hydroxy-2‘-Deoxyguanosin sein. Letzteres entsteht aus geschadigten
DNA- und RNA-Molekiilen und wird in der vorliegenden Studie als Nachweis fiir den OS

genutzt.

6.4.1 SPEICHELPROBENSAMMLUNG FUR OXIDATIVE STRESSANALYSE

Um den oxidativen Stresswert im Speichel zu bestimmen, wurde bei den ersten vier
Probensammlungen von 08 bis 20 Uhr jeweils mindestens 1 mL Speichel in einem 2 mL
ReaktionsgefalR gesammelt, wobei der Speichelfluss durch Kaubewegungen angeregt werden
durfte. Die Proben wurden anschliefend sofort bei -80° C eingefroren, um den Abbau oder

Zerfall von oxidiertem Guanosin zu verhindern, und bis zur Analyse gelagert.

6.4.2 ENZYMIMMUNOASSAY FUR OXIDATIVEN STRESS

Das DNA/RNA Oxidative Damage ELISA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, USA) wurde
verwendet, um den OS im Speichel zu bestimmen. Dieser kompetitive ELISA detektiert alle
drei Formen oxidierten Guanins: 8-Hydroxy-2‘-Deoxyguanosin (Abb. 7), das DNA entstammt,
sowie 8-Hydroxyguanosin aus RNA und 8-Hydroxguanin aus DNA oder RNA. Damit ist dieser
Assay deutlich genauer als massenspektrometrische Verfahren oder andere Assays, die
ausschlieBlich 8-Hydroxy-2‘-Deoxyguanosin detektieren konnen. Folglich kbnnen die Werte
dieses Assays nicht mit denen anderer verglichen werden, da sie hoher sind. Der Assay hat

eine Bandbreite von 10,3 — 3.000 pg/mL.
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ABB. 7: OXIDATION VON GUANOSIN DURCH ROS UND RNS (URL 6).

In diesem kompetitiven ELISA konkurrieren durch Oxidation geschadigte Guaninmolekiile mit
einem 8-OH-dG-Acetylcholinesterase-Konjugat um die Bindung an einen limitierten
monoklonalen Antikérper. Da die Menge des Konjugats konstant gehalten wird, wahrend die
Menge an geschadigten Guaninmolekiilen in den Proben variiert, ist die Menge des an den
Antikorper gebundenen Konjugats umgekehrt proportional zu der Konzentration in der Probe.
Die Antigen-Antikorper-Komplexe binden an die zuvor an die Platte gebundenen polyklonalen
Antikorper. Freie Reagenzien werden durch Waschen entfernt. Durch Zugabe des Substrates
fir die Acetylcholinesterase kommt es zu einer enzymatischen Reaktion und einer
Gelbfarbung der Losung. Diese absorbiert Licht um einen Wellenlangenbereich von 412 nm.
Die Extinktion der Losung wurde photometrisch bestimmt. Die Intensitdt der Farbung ist
umgekehrt proportional zur Konzentration an geschadigten Guaninmolekiilen in der Probe.

Das Schema des kompetitiven ELISA zum Nachweis von OS ist der Abb. 8 zu entnehmen.
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ABB. 8: SCHEMA DES ELISA zum OXIDATIVEN STRESSNACHWEIS VIA OXIDATIV GESCHADIGTEM GUANIN
(VERANDERT NACH URL 7).

Zur Durchfuihrung des ELISA wurden je 50 puL Probe oder Standard in die entsprechenden Wells
pipettiert. Diesen wurden je 50 uL Tracer und 50 pL monoklonaler Antikérper hinzugefiigt, die
Platte mit Haftklebefolie abgedeckt und 18 Std bei 4° Cinkubiert. Im Anschluss wurde die Folie
entfernt, die Inkubationslésung verworfen und die Wells mit je 250 pL Waschpuffer viermal
gewaschen. In jedes Well wurden 200 pL Ellman’s Reagent pipettiert und die Platte fiir 1 Std
bei RT und 500 rpm auf dem Orbitalscchittler im Dunkeln inkubiert. Die otische Dichte wurde
danach mit dem Photometer bei 405 nm gemessen, wobei die Referenzwellenlange 620 nm
betrug. Fur die Inkubation, das Waschen und die photometrische Messung wurden dieselben
Gerate verwendet wie fir den Melatonin-Assay (6.3.2). Alle Proben wurden in dreifacher

Bestimmung analysiert, aus denen fir die weiteren Analysen ein Mittelwert gebildet wurde.
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6.5 MOLEKULARGENETISCHE METHODEN

6.5.1 SAMMELN VON MUNDSCHLEIMHAUTPROBEN FUR MOLEKULARGENETISCHE ANALYSEN

Fir die RNA-Analysen wurden Mundschleimhautzellen zu sechs Probenzeitpunkten
gesammelt. Eine Stunde zuvor war den Probandinnen Essen, Trinken sowie das Putzen der
Zahne untersagt. Dies sollte den Abrieb loser Zellen verhindern und somit die Zellausbeute bei
der Sammlung erhdhen. Fiir die Sammlung strichen die Probandinnen jeweils eine Minute lang
mit einer Cytobrush (Medscand Medical, Berlin) tiber die rechte Wangeninnenseite, wobei das
Stabchen nur in eine Richtung zu Rollen war, um den Verlust bereits gesammelter Zellen zu
verhindern. Der Kopf der Cytobrush wurde mit den Zellen in 600 mL Lysepuffer (Biolab
Products, Godenstorf) in einem Reaktionsgefall inkubiert und bis zur RNA-Extraktion am

Folgetag bei 4-8° C gelagert.

6.5.2 HAUSHALTSGEN, ZIELGENE UND MESSZEITPUNKTE

Das humane Uhrengen hBmall wurde als Schliisselgen der negativen Feedbackschleife der
circadianen Rhythmik analysiert. Uber 24 Stunden lagen sechs Probenzeitpunkte, die zeigen
sollten, ob eine circadiane Rhythmik, wie sie in der Literatur beschrieben wird, bestatigt
werden konnte. Als zweites Zielgen wurde zu denselben Zeitpunkten das humane Gen hSod1,
das fiir die antioxidative SOD1 kodiert, untersucht, um zu ermitteln, ob ein Zusammenhang

zwischen den beiden genannten Genen besteht.

Um die verschiedenen Laufe der quantitativen Echtzeit-Polymerasekettenreaktionen (qRT-
PCR) miteinander vergleichen zu kdnnen, wird in jedem Lauf eine Positivkontrolle mitgefiihrt.
Die Quantifizierung des Zielgens wird ermdglicht, indem es ins Verhdltnis zu einem
Haushaltsgen gesetzt wird. Letzteres darf im entsprechenden Gewebe nicht reguliert werden
und sollte eine moglichst dhnliche Expressionsstarke wie die Zielgene aufweisen. Fir die
Versuche dieser Arbeit wurde das humane Gen h36B4 als Haushaltsgen gewahlt, das in MSH-
Zellen beide Voraussetzungen erflllt, wie friihere Untersuchungen in der AG Humanbiologie
gezeigt haben (Olbrich 2010). Dieses Gen kodiert fiir ein ribosomales Protein der 60S-
Untereinheit von Ribosomen und wird in MSH weder tageszeitlich noch altersabhangig

reguliert.
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6.5.3 RNA-EXTRAKTION

Aus den MSH-Zellen wurde die RNA mittels des CRYSTAL RNA Mini Kits (Biolab Products,
Godenstorf) isoliert. Die Biirstenkdpfe der Cytobrushs lagerten nach der Entnahme bis zum
folgenden Vormittag bei 4-8° C in 600 mL Lysepuffer, der die Zellen lysierte. Zu Beginn der
RNA-Extraktion wurden die Reaktionsgefdfle 60 sek gevortext, um alle Zellen von dem
Burstenkopf zu l|6sen, der anschlieBend mit einer Pinzette entfernt wurde. Fir eine
vollstandige Zelllyse wurde das Lysat flinfmal mit einer sterilen Kantle (Roth, Karlsruhe)
moglichst ohne Schaumbildung auf- und abgezogen, gefolgt von einer dreiminitigen
Inkubation bei Raumtemperatur. Die lysierten Zellen wurden 2 min bei 1200 g und 4°C
zentrifugiert (Rotina 38R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) und das groRe Zelltrimmer
enthaltende Pellet verworfen. Um weitere Zellfragmente zu entfernen, wurde der Uberstand
auf die Saule ,,D” pipettiert und 2 min bei 12.000 rpm und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert
(Mikro120, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen). Der in einem 2 mL Sammelgefal3 aufgefangene
Uberstand wurde mit 900 pL 70%igem Ethanol gemischt. Dieses Gemisch wurde in zwei Liufen
nacheinander auf die Saule ,R“ pipettiert und je 2 min bei 12.000 rpm und RT zentrifugiert.
Die RNA band an die Saule und konnte in den folgenden zwei Waschschritten gereinigt
werden. Hierzu wurden 500 pL Waschpuffer mit hoher Salzkonzentration (HS) auf die Saule
gegeben und der Durchfluss nach einminitiger Zentrifugation (12.000 rpm, RT) wurde
verworfen. Das Waschen wurde mit 700 uL Waschpuffer mit niedriger Salzkonzentration (LS)
wiederholt und die Sdule im Anschluss zum Entfernen restlicher Fllssigkeit und zum Trocknen
2 min bei 12.000 rpm und RT zentrifugiert. Um die RNA von der Saule zu eluieren, wurden
40 pL RNase freies Wasser auf die Sdule pipettiert und 2 min bei RT inkubiert. Die Elution
erfolgte durch 1 min zentrifugieren bei 8.000 rpm und RT. Das Eluat wurde sofort auf Eis

gestellt und die RNA-Konzentration photometrisch gemessen.

6.5.4 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREN

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit einem Biophotometer (Eppendorf,
Hamburg) direkt nach der RNA-Extraktion. Hierzu wurde 1 pL RNA-Eluat mit 59 uL RNase
freiem Wasser griindlich und ohne Blasenbildung durch Auf- und Abpipettieren in einer
UVette (Eppendorf, Hamburg) gemischt. Als Leerwert wurden 60 puL RNase-freies Wasser
gemessen und zur Korrektur automatisch vom Messwert abgezogen. Das Photometer misst
die Absorption der Nukleinsauren bei einer Wellenlange von A =260 nm und gibt die RNA-

Konzentration in pg/mL an. Daneben wurden die Absorptionen von Aromaten, Phenolen,
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Kohlenhydraten und Peptiden (bei 230 nm), Proteinen (280 nm) und der Tribung der Losung
(320 nm) gemessen. Das Verhaltnis von Nukleinsauren zu Proteinen d. h. von Azso/280 sollte
zwischen 1,7-2,0 liegen, was eine nur geringe Verunreinigung der Probe durch Proteine
indiziert. Die Konzentration der RNA sollte mindestens 30 pug/mL fir die Weiterverarbeitung

betragen.

6.5.5 ENZYMATISCHER VERDAU

Da in der extrahierten RNA-L6sung Kontaminationen durch DNA vorliegen kénnen, wird ein
Verdau mit dem Enzym Deoxyribonuclease | (DNase |) durchgefiihrt. Durch enzymatische
Spaltung wird die DNA zersetzt, sodass eine DNA-freie RNA-L6sung vorliegt. Da es durch
allgegenwartige RNasen zum Abbau der RNA kommen kann, wird ein RNase-Inhibitor

zugegeben. Dieser enthalt verschiedene Proteine, die diverse RNasen hemmen.

Vom RNA-Eluat wurden 28 pL mit 1 plL RiboLock RNase-Inhibitor (Thermo Scientific,
Darmstadt) vermischt. Fir den DNA-Verdau wurden 4 pL 10x Reaction Buffer (Thermo
Scientific, Darmstadt) und 4 pL DNase | (Thermo Scientific, Darmstadt) hinzupipettiert. Dieser
Ansatz wurde 30 min bei 37° C in einem Heizblock (Accu Block Digital Dry Bath, Labnet
International Inc., Edison, USA) inkubiert, um die enzymatische Spaltung zu ermdglichen.
AnschlieBend wurden 4 uL EDTA (Thermo Scientific, Darmstadt) zugegeben, um zweiwertige
Magnesiumionen zu binden, die fiir den enzymatischen Verdau bendtigt wurden. Zum
vollstandigen Deaktivieren der Enzyme wurde der Ansatz im Heizblock Accu Block Digital Dry
Bath (Labnet International Inc., Edison, USA) fiir 10 min auf 65° C erhitzt, um die Enzyme zu
denaturieren, und im Anschluss sofort auf Eis gelagert. Bis zur cDNA-Synthese konnte die RNA
bei -80° C im Gefrierschrank Ultra Low Temperature Freezer U410 (New Brunswick Scientific,

Nirtingen) eingefroren werden.

6.5.6 SYNTHESE KOMPLEMENTARER DNA

Die RNA wurde durch reverse Transkription in einzelstrangige cDNA umgeschrieben, die direkt
fiir eine anschlieBende Echtzeit-PCR mit Gen-spezifischen Primern verwendet werden konnte.
Hierzu wurde das Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim) verwendet,
das eine rekombinante Reverse Transkriptase aus Escherichia coli enthalt. Diese hat RNA-
gerichtete  DNA-Polymerase-Aktivitdt, = DNA-abhdngige @ DNA-Polymerase  Aktivitat,
Entwindungsaktivitdit und RNase-H-Aktivitat. Letztere degradiert RNA in DNA-RNA-

Heteroduplexen und ermoglicht eine RNA-freie cDNA-Synthese. Das Kit enthalt Random-
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Hexamer-Primer und Anchored-oligo(dT)isprimer. Letztere binden an die Poly-A-Schwédnze
von mRNA. Die zufdlligen Hexamerprimer binden innerhalb der RNA und ermdglichen eine
gleichmaBige Transkription der gesamten RNA-Linge sowie die Transkription von RNA

Molekilen ohne Poly-A-Schwanz.

Fiir einen doppelten cDNA-Synthese-Ansatz wurden 20 uL verdaute RNA langsam auf Eis
aufgetaut und mit 2 uL Anchored-oligo(dT)isprimer und 4 pL Random-Hexamer-Primer
gemischt. Dieser Ansatz wurde 10 min bei 65° C inkubiert, um die Denaturierung von RNA-
Sekundarstrukturen sicherzustellen, und anschliefend sofort auf Eis gestellt. Es wurden 8 ulL
Transcriptor RT Reaction Buffer (5x), 1 uL Protector RNase Inhibitor (40 U/uL), 4 uL dNTP-Mix
(10 mM) und 1 uL Transcriptor-Reverse-Transcritase hinzupipettiert, mit der Pipette kurz
durchmischt und anzentrifugiert. Die Reverse Transkription erfolgte in einem Personal Cycler
(Biometra, Gottingen) mit folgendem Programm: 10 min bei 25° C zur Anlagerung der
Hexamerprimer, 30 min bei 55° C fir die Reverse Transkription, 5 min bei 85°C zur
Inaktivierung der Transcriptor-Reverse-Transcriptase und anschlieBende Kiihlung bei 4° C bis

zur Uberfiihrung in einen -20° C Gefrierschrank.

6.5.7 PRIMERDESIGN UND SONDEN

Fir die Gene hBmall und h36B4 wurden bereits abteilungsintern Primer designed und Light-
Cycler(LC)-PCRs etabliert. Fiir das hSod1 Gen hingegen wurden durch die Autorin mithilfe der
frei zuganglichen Online-Software Assay Design Center (URL 8) von Roche Primer entworfen.
Hierzu wurde der Homo sapiens als Organismus und die hSod1 als Zielgen ausgewihlt. Uber
eine Verbindung zum National Center for Biotechnology Information suchte das Programm die
Zielsequenz und erstellte mehrere Assays. Diese enthielten ein Intron-lberspannendes
Primerpaar sowie eine fiir die qRT-PCR bendétigte Universal ProbelLibrary (UPL)-Sonde. Die
Intron-liberspannende Lage der Primer garantiert, dass keine genomische DNA vervielfiltigt
werden kann, da in dieser Exons liegen, die in der mRNA bereits herausgeschnitten wurden.
Die Primerpaare der Assays wurden mit dem frei zuganglichen Online Programm
OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA, URL 9) einzeln auf Dimerbildung
Uberpruft. Die Schmelztemperaturen der Primerpaare sollten moglichst eng beieinander
liegen. Geeignet erscheinende Primerpaare wurden bei MWG Eurofins (Ebersberg)
synthetisiert. Die dazugehorige UPL-Sonde, die zwischen den beiden Primerpaaren binden

kann, wurde bei Roche (Mannheim) bestellt.
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Es wurden zwei Primerpaare mit den zugehorigen Sonden bestellt, um das bessere System
explorativ zu ermitteln und anschlieBend in der LC-PCR einzusetzen. Zur Etablierung der
Primerpaare in der qRT-PCR wurden vorab zwei Gradienten-PCRs durchgefiihrt, um die
optimalen Anlagerungstemperaturen zu ermitteln und anschlieend in einer LC-PCR gepriift,

ob konstante Ergebnisse erzielt werden konnten.
Alle verwendeten Primer sind in der folgenden Tab. 2 aufgefiihrt.

TAB. 2: PRIMER ALLER VERWENDETEN GENE

Gen Primer |Basensequenz Amplikonldnge (bp)
13684 Fw 5:-tctacaaccctgaagtgcttgat 96
Rev 5‘-caatctgcagacagacactgg
hBmall Fw 5’—caggaaaaataggccgaatg 66
Rev 5‘-gcgatgaccctcttatcctg
hSod1 Fw 5’—tcaggagaccattgcatcat 131
Rev 5‘-ccaattacaccacaagccaaa

6.5.8 GRADIENTEN-PCR UND ETABLIERUNG DER LIGHTCYCLER-PCR FUR HSOD1

Um die optimalen Anlagerungstemperaturen fir Primerpaare explorativ zu ermitteln, wurde
eine Gradienten-PCR fiir das hSodl Gen durchgefiihrt. Bei dieser wurde wahrend der
Anlagerungsphase ein Temperaturgradient Gber den metallischen Heizblock gelegt. Im
Anschluss wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt, um zu ermitteln, welche
Anlagerungstemperatur das beste PCR-Ergebnis lieferte. Qualitatsmerkmale fiir ein gutes PCR-
Produkt sind nur eine Bande im Gel, die moglichst deutlich d. h. stark sein sollte und die

erwartete AmplikongréRe hat, d. h. auf der richtigen Hohe im Gel lauft.

Die Gradienten-PCR wurde mit 12 unterschiedlichen Temperaturen ({ber einen
Temperaturgradienten von 10° C durchgefiihrt. Fir jede Temperatur wurde eine
Negativkontrolle ohne DNA zur Uberpriifung des PCR-Laufs mitgefiihrt. Die Komponenten des

Mastermixes sind der Tab. 3 zu entnehmen.
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TAB. 3: MASTERMIX FUR GRADIENTEN-PCR (EINFACHANSATZ)

Reagenz Menge [pL]
HPLC-Wasser 20,05 pL
10x PCR-Puffer 2,50 uL

dNTP-Mix (100 mM) | 0,25 pL
F-Primer (10 pmol/uL) | 0,50 pL
R-Primer (10 pmol/uL) | 0,50 uL
Tag-Polymerase 0,20 pL
DNA 1,00 pL

Der Mastermix wurde fiir 26 Proben angesetzt und je 25 plL luftblasenfrei in 0,2 plL
ReaktionsgefaRe pipettiert. Die Gradienten-PCRs wurden in einem TGradient-Cycler von
Biometra (Gottingen) mit dem in Tab. 4 dargestellten Programm durchgefiihrt. Der Deckel des

Thermocyclers wurde zu Beginn auf 104° C vorgeheizt.

TAB. 4: PROGRAMM FUR GRADIENTEN-PCR MIT DEM ,,HSOD1-40 PRIMER”

. Zuriick zu a) Temperaturgradient
Schritt Temperatur Dauer Schritt ) unF:i b) Zykglen
1. 95°C 5 min
2. 95°C 30 sek
3. 57°C 30 sek a) 10
4. 72°C 30 sek 2 b) 36
5. 72°C 35 min
6. 4°C Pause

Die Gradienten-PCR wurde in 37 Zyklen durchgefiihrt, d. h. die Schritte 2-4 wurden 36-fach
wiederholt. Die Annealingtemperatur, bei der sich die Primer an den Matrizenstrang anlagern,
sollte fiir das designte Primerpaar hSod1-40 Primer laut der Software bei 57° C liegen. Deshalb
wurde ein Temperaturgradient von 52,0° C bis 62,0° C gewahlt, der eine 10° C Spanne

abdeckte.

Fiir das zweite Primerpaar hSod1-11 Primer wurde dquivalent eine Gradienten-PCR
durchgefiihrt. Die vorhergesagte Annealingtemperatur sollte bei 56° C liegen, sodass ein 10° C
Gradient von 51° C bis 61° C angelegt wurde. Da dieses Amplikon mehr Basenpaare enthalt als

bei dem oben genannten Primerpaar 40, wurden die Schritte 2-4 je 45 sek durchgefihrt.
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GELELEKTROPHORESE

Zur Auswertung der PCR wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch in einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennt. Hierzu wurden 1,8 g Agarose (Roth, Karlsruhe) in 90 mL TBE-Puffer
(Roth, Karlsruhe) aufgelost. Bei RT wurde die Losung auf etwa 40° C abgekiihlt, 3,5 pL
Ethidiumbromid zugegeben und nach kurzer Vermischung durch Schwenken in einen
Gelrahmen gegossen. Nach dem Ausharten wurden je 10 uL PCR-Produkt mit 2 puL 6x Loading
Dye (Thermo Scientific, St. Leon-Rot) auf das Gel aufgetragen. Zur GréRBenbestimmung wurden
3 uL GroRenstandard (GeneRuler low range DNA ladder, Thermo Scientific, St. Leon-Rot)
mitgefiihrt. Mit TBE-Puffer wurde eine einstiindige Gelelektrophorese bei 40 Volt (15 min) und
100 Volt (45 min) durchgefiihrt. Die Detektion der Banden erfolgte im Anschluss unter UV-
Licht mit einem Gel Jet Imager 2005 (INTAS, Gottingen).

Anhand des Gelbildes wurden 2 Annealing-Temperaturen ausgewahlt, die gute PCR-Produkte
lieferten, d. h. es lag eine starke Bande bei der richtigen AmplikongréRe vor und es waren
keine Primerdimere oder Kontaminationen erkennbar. Mit diesen zwei Temperaturen, die
etwa 5° C auseinanderlagen, wurde eine LC-PCR fiir das hSod1-Gen etabliert. Mit beiden
Temperaturen wurde je eine LightCylcer-PCR durchgefiihrt und die effizientere anhand der
Crossing Point(CP)-Werte als endgliltige Methode ausgewdhlt. Es wurde die Temperatur
gewadhlt, bei der die CP-Werte konstant waren und niedriger lagen als bei der anderen
Temperatur. Die Methode der LC-PCR wird im folgenden Abschnitt naher erlautert und das

Vorgehen beschrieben.

6.5.9 QUANTITATIVE ECHTZEIT-POLYMERASEKETTENREAKTION

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt und in der Folge
revolutionierte sie die Molekularbiologie. Auf unkomplizierte Weise konnte DNA in kurzer Zeit
exponentiell vervielfaltigt werden und stand fir weitere Analysen zur Verfligung. Die
Erfindung der Echtzeit-PCR ermoglicht die Quantifizierung der DNA-Menge, da wahrend jedes
Zyklus der PCR die Menge eines Fluoreszenzfarbstoffes in Echtzeit (= real time) gemessen wird.
Bei der TagMan®-Methode kommen sogenannte Gensonden zum Einsatz. Diese bestehen aus
mehreren Nukleotiden, die komplementdr zu einem kurzen DNA-Abschnitt des
nachzuweisenden Gens sind. Die Sonden tragen an je einem Ende einen Fluoreszenzfarbstoff
(= Reporter) und einen Fluoreszenzloscher (= Quencher). Solange sich Reporter und Quencher

in raumlicher Ndhe befinden, unterdriickt der Quencher die Fluoreszenz des Reporters. Diese
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Wechselwirkung wird als fluorescence resonance energy transfer (= FRET) bezeichnet. Die
Gensonde lagert sich wahrend der PCR downstream des Primers an und wird wahrend der
Elongation durch die Nukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase abgebaut. Dadurch werden
Quencher und Reporter voneinander getrennt und durch Anregung des Reporters mit Licht
einer geeigneten Wellenldange setzt das messbare Fluoreszenzsignal ein. Mit fortschreitender

Zyklenzahl der PCR nimmt die Fluoreszenz folglich immer weiter zu.
KALIBRATOR

In jedem LC-PCR-Lauf von Ziel- und Haushaltsgen wird ein Kalibrator als Positivkontrolle
mitgefiihrt. Der Kalibrator ist ein Gemisch aus verschiedenen cDNA-Proben und dient der
Normalisierung der verschiedenen PCRs. Dies gleicht Lauf-zu-Lauf Unterschiede der PCR sowie
Chargen Unterschiede der Reagenzien aus. Zur relativen Quantifizierung der cDNA wird das
normalisierte Endergebnis berechnet, indem das Zielgen-Haushaltsgen-Verhaltnis der Probe

durch das Zielgen-Haushaltsgen-Verhaltnis des Kalibrators dividiert wird.

Konz.Zielgen (PP)/
Konz. Haushaltsgen (PP)

Konz.Zielgen (K)/
Konz. Haushaltsgen (K)

Normalisierte Ratio =

PP = Probanden-Probe, K = Kalibrator

Um ausreichend Kalibrator fiir alle LC-PCR-Ldufe zu erhalten, wurde im Vorfeld von
verschiedenen Personen wie beschrieben RNA aus MSH gewonnen, verdaut und cDNA
synthetisiert. Die Proben wurden sehr griindlich gemischt, das Gemisch in einer LC-PCR

getestet und bis zu den einzelnen Laufen aliquotiert bei -20° C gelagert.

STANDARDKURVE

Fiir beide Zielgene und das Haushaltsgen wurden separate Standardkurven erstellt, die den
Konzentrationsbereich der Probandenproben abdeckten. Hierzu wurden separate
Verdiinnungsreihen erstellt, wobei die Anzahl der Replikate mit der Verdiinnungsstufe stieg,
da bei groRerer Verdlinnung eine groflere Varianz erwartet wurde. Mittels der LightCyler
Software 3.5 wurde eine Regressionsgerade durch die Datenpunkte gelegt und somit die
Standardkurve ermittelt. Hierzu wurden die CP-Werte graphisch gegen die logarithmierten
cDNA-Konzentrationen der Standards aufgetragen. Die Steigung der Regressionsgerade

(= slope) wurde zur Berechnung der Effizienz herangezogen. Letztere ist ein MaR fiir die Giite
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1/Slope " pie Effizienz sollte

der Standardkurve und berechnet sich nach der Formel E =10
optimalerweise bei 2,0 liegen, was bedeutet, dass die Menge an Amplifikat bei jedem PCR-
Zyklus verdoppelt wird. Eine Effizienz von 1,8-2,0 wird als ausreichend betrachtet.
Unterscheiden sich die Effizienzen von Ziel- und Haushaltsgenen, kommt es bei der
nachfolgenden relativen Quantifizierung zu grofRen Abweichungen bei der Berechnung des
Verhaltnisses (= Ratio) zwischen Ziel- und Haushaltsgen. Um die Effizienzen zwischen Ziel- und

Haushaltsgen zu vergleichen und eine Effizienzkorrektur vorzunehmen, wurde ein Coefficient

File mit der RelQuant Software (Roche, Mannheim) erstellt.

LC-PCR

Fiir die Durchfiihrung einer LC-PCR wurden alle Reagenzien auf Eis aufgetaut und dabei vor
Licht geschiitzt. Alle Proben wurden im Duplikat analysiert und zusatzlich Duplikate der
Positivkontrolle (= Kalibrator) sowie der Negativkontrolle mitgefiihrt. Fir alle Proben inklusive
der Kontrollen wurde ein Mastermix angesetzt. Flir diesen wurden vorab 10 pL des Enzyms
aus Gefall 1la mit dem Inhalt des Gefdlles 1b zu einem Mastermix vermischt. Ein einfacher

20 pL Ansatz fir eine Probe enthielt die in Tab. 5 aufgefiihrten Komponenten.

TAB. 5: KOMPONENTEN FUR DEN EINFACHEN LC-PCR-ANSATZ

1. Primer-Sonden-Mix

LC-Primer F (MWG 10x) 1,0 uL
LC-Primer R (MWG 10x) 1,0 uL
Sonde Roche 0,2 puL

2. Master-Master-Mix

Primer-Sonden-Mix Kit, Roche 2,2 uL
Wasser PCR-grade Kit, Roche 8,8 uL
Mastermix 4,0 uL
15,0 uL
+ cDNA 5,0 uL
20,0 L

Je 15 ulL des Master-Master-Mixes wurden in Glaskapillare (Roche, Mannheim) hinein
pipettiert. Diese wurden in einem Metallblock bis zum Beginn der Analyse gekiihlt. In jede LC-
Kapillare wurden 5 uLcDNA (Probe oder Kalibrator) oder 5 pyL Wasser PCR-grade als

Negativkontrolle pipettiert. Die Kapillare wurden mit dem Capping-Tool (Roche, Mannheim)
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verschlossen und 30 sek bei 3000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Kapillaren in
das Probenkarussell des Light Cyclers eingesetzt, die Probenbelegung im Programm
LightCycler Software 3.5 eingegeben und das Programm fiir den PCR-Lauf festgelegt bzw. die
Annealingtemperatur angepasst. Die Annealingtemperatur betrug fiir das Haushaltsgen
h36B4 57° C, fur hBmall 55° C und fiir hSod1 58° C. Fir die ersten beiden Gene waren die
Annealingtemperaturen bereits abteilungsintern etabliert, wahrend die optimale Temperatur
fir hSod1 mittels einer Gradienten-PCR und LC-PCR-Laufen ermittelt wurde (vgl. 6.5.8). Der

Ablauf eines LC-PCR-Laufs ist Tab. 6 zu entnehmen.

TAB. 6: PROGRAMM FUR EINE LIGHT-CYCLER-PCR

PCR-Schritt Temperatur | Dauer
Denaturierung 95°C 10 min
. Denaturierung | 95° C 10 sek
Amplifikation . .
Annealing X°C 20 sek
(40 Zyklen) -
Extension 72°C 10 sek
Cooling 20° C 40 sek

X = Annealing Temperatur fir das jeweilige Gen d. h. 57° C flr h36B4, 55° C fir hBmall und
58° C fur hSod1

Nach dem LC-PCR-Lauf wurden die Laufe mittels der Negativkontrolle auf Kontaminationen
und die CP-Werte auf Stimmigkeit Gberpruft. Der CP-Wert gibt an, wann das Fluoreszenzsignal
aus dem Hintergrund hervortritt und somit die exponentielle Phase (= Log-Phase) der PCR
beginnt. Die CP-Werte der Duplikate durften dabei um nicht mehr als 0,5 voneinander

abweichen. Anderenfalls wurde die LC-PCR fiir diese Probe wiederholt.

Wurden die oben beschriebenen Voraussetzungen erfiillt, erfolgte eine relative quantitative
Expressionsanalyse des Zielgens der Probanden-Probe mit der RelQuant-Software Version
1.01 (Roche, Mannheim). Fir eine relative Quantifizierung ist kein Wissen Uber die
Ausgangsmenge an cDNA in der Probe notwendig. Stattdessen wird anhand des
Fluoreszenzsignals auf die Ausgangsmenge geschlossen. Je friiher das Fluoreszenzsignal bei
der LC-PCR aus dem Hintergrund tritt, d. h. je kleiner der CP-Wert ist, umso mehr cDNA des
Zielgens lag in der Probe vor. Die cDNA-Menge ist abhangig von der Menge an mRNA, die aus
den MSH-Zellen isoliert wurde. Da das Haushaltsgen in den MSH-Zellen nicht reguliert wird,
liegt immer dieselbe Menge an mRNA fiir das Haushaltsgen vor und folglich ist auch die Menge

an cDNA in der Probe gleich. Mithilfe der RelQuant Software wurde das Verhaltnis der cDNA-
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Konzentration des Zielgens zu der cDNA-Konzentration des Haushaltsgens bestimmt. Hierzu
wurden die Ergebnisse der beiden LC-PCR-Laufe (Ziel- und Haushaltsgen) einer
Probandenprobe mit dem zugehorigen Coefficient File aus den Standardkurven in das
RelQuant-Programm geladen. Dieses erstellt das Verhaltnis zwischen Ziel- und Haushaltsgen
und somit die Ratio, d. h. das Verhaltnis der theoretischen cDNA Anfangsmengen der beiden

Gene.

6.6 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

6.6.1 SAMMELN VON MUNDSCHLEIMHAUTPROBEN FUR PROTEINBIOCHEMISCHE ANALYSEN

Die Sammlung von Probenmaterial flir die Proteinanalytik erfolgte, wie unter 6.5.1
beschrieben. Hierbei wurde die Cytobrush eine Minute lber die linke Wangenseite gerollt und
der Birstenkopf anschliefend in einem leeren 2 mL ReaktionsgefaR bei -20° C gelagert. Die

Proteinextraktion erfolgte am Tag nach der Sammlung oder dem darauffolgenden Tag.

6.6.2 PROTEINEXTRAKTION

Um die Proteine aus den MSH zu isolieren, wurden die Proben kurz in je 800 pL Roti®-CELL PBS
Puffer (Roth, Karlsruhe) bei RT aufgetaut. Anschliefend wurden die Proben etwa 45 sek
gevortext, um die Zellen von dem Cytobrush-Koépfchen zu |6sen. Das Kopfchen wurde mit einer
Pinzette entfernt und die Proben 5 min bei 3000 rpm und 4° C zentrifugiert (Rotina 38R,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 60 pL NP-
40 Lysepuffer (Tab. 7) mit je 1:100 Protease-Inhibitor (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) und
Phosphatase-Inhibitor (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) lysiert. Hierzu wurde das Zellpellet
flinfmal mit einer Pipettenspitze und anschlieBend siebenmal mit einer Sterican®Kanile und
Omnifix® Einmalspritze (Roth, Karlsruhe) resuspendiert. Nach einer zweistlindigen Inkubation
auf Eis zur vollstandigen Zelllyse wurden die Proben kurz gevortext und 15 min bei 11.000 rpm
und 4° C zentrifugiert, um Zelltrimmer abzutrennen. Der proteinhaltige Uberstand wurde in
ein  neues Reaktionsgefall Uberfihrt. Es folgte in direktem Anschluss die

Konzentrationsbestimmung der Proben. Die Lagerung erfolgte bei -80° C.

57


https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjU8tyX14jgAhXGJFAKHbqgC5wQmxMoATAUegQICBAH
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjU8tyX14jgAhXGJFAKHbqgC5wQmxMoATAUegQICBAH

METHODEN

TAB. 7: BESTANDTEILE DES VERWENDETEN ZELLLYSE-PUFFERS (NP-40) FUR EINEN PUFFERANSATZ VON 80 ML

NP-40 Puffer flr 80 mL
TRIS Base 50 mM 0,4846¢g
NacCl 150 mM 0,701 ¢
EDTA (50 mM) 2mM 3,2mL
Wasser, doppelt destilliert - ~74 mL
Salzsdure, 25 %ig (pH 7,5) - ~ 300 pL
NP-40 IGEPAL 1% 800 plL
Triton X-100 1% 800 pL
Wasser, doppelt destilliert - ad 80 mL
direkt vor Gebrauch dazu geben:

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 1:100 1:100
Protease Inhibitor Cocktail 1:100 1:100

6.6.3 PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PROTEINEN

Die Proteinkonzentration der wie unter 6.6.2 beschrieben extrahierten Proteinldsung wurde
mit einem Bio-Rad Protein Assay basierend auf der Methode nach Bradford (Bradford 1976)
bestimmt. Der in der sauren Bradford-Losung enthaltene Farbstoff Coomassie®Brilliant Blue
G-250 bindet an basische und aromatische Aminosauren, insbesondere Arginin, und bewirkt
so die Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm (Reisner et al. 1975;
Fazekas de St Groth et al. 1963; Sedmak u. Grossberg 1977; Compton u. Jones 1985). Die
Absorptionsmessung wurde mit einem Spektralphotometer durchgefiihrt und unter
Anwendung des Lambert-Beer’'schen Gesetzes wurde die Konzentration der Proteine in der

Losung durch die Autorin berechnet.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden je 50-fache Verdlinnungen von den Proteinextrakten
hergestellt, indem 2 uL Proteinextrakt mit 98 pL doppelt destilliertem (dd) H,O vermischt
wurden. Hiervon wurden 20 uL in einer UVette (Eppendorf, Hamburg) mit je 1 mL 1:5
verdlinntem Bijorad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, Hercules, USA)
vermischt. Nach 15-minitiger Inkubation in Dunkelheit wurde die Absorption mit einem
Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) bei 595 nm gemessen. Der Messwert wurde mit 50
multipliziert, was der eingangs beschriebenen Verdiinnungsstufe entspricht. Eine UVette mit

20 pL ddH;0 und 1 mL Biorad-Losung diente als Nullwert.
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6.6.4 AUSWAHL VON HAUSHALTSPROTEIN, ZIELPROTEINEN UND MESSZEITPUNKTEN

Der Versuch diente dazu, herauszufinden, ob das SOD1-Protein tageszeitlichen Schwankungen
unterliegt und ob gegebenenfalls ein Zusammenhang zwischen den Fluktuationen des
Proteins und des Gens besteht. Deshalb wurden die Proben fiir Gen- und Proteinanalysen zu
denselben Zeitpunkten gesammelt. Diese wurden so gewahlt, dass sie gleichmalig Uber
24 Stunden verteilt lagen. Das B-Aktin Protein eignet sich sehr gut als Haushaltsprotein, um
die aufgetragenen Proteinmengen auf einem Blot zu normalisieren, da es nicht reguliert wird.
Um die Blots untereinander vergleichen zu kénnen, wurde auf jedem Blot zudem eine
definierte Menge (15 ug) eines humanen Zellextrakts (HeLa Whole Cell RIPA Extract, Abcam,

Cambridge, UK) aufgetragen, in dem das Zielprotein exprimiert wurde.

6.6.5 PROBENVORBEREITUNG UND GELE GIEREN

Fiir eine Sodium-Dodecylsulfat (SDS) Gelelektrophorese werden die Proben mit SDS und
einem niedermolekularen Thiol versetzt. Das im Probenpuffer enthaltene Dithiothreitol
reduziert Disulfidbriickenbindungen in den Polypeptidketten. Das anionische Detergenz SDS
unterbindet innerhalb eines Proteins Bindungen, die auf hydrophoben Wechselwirkungen
beruhen. Infolgedessen l6sen sich Quartar-, Tertidar- und Sekundarstrukturen auf und das

Protein liegt in seiner linearisierten, vollstandig denaturierten Form vor.

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und gevortext. 15 ug Protein des Proteinextrakts wurde
mit ddH,O auf das Endvolumen von 10-13 pL verdiinnt und 4x SDS sample buffer (Merck,
Darmstadt) zugegeben. Nach erneutem Vortexen und kurzem Anzentrifugieren wurden die
Proben 5 min bei 95° C auf dem HLC Heizblock Thermostat HBT 130-2 (Heap Labor Consult,
Bovenden) denaturiert. AnschlieBend konnten sie direkt auf ein Gel geladen oder bis zu 24 Std

bei 4-8° C gelagert werden.

Fur die Gelelektrophorese wurden Gele mit 12% Polyacrylamid (Acrylamid/Bis-Solution, Roth,
Karlsruhe) gegossen. Dieses Polymer besteht aus Acrylamidmonomeren, die durch das
guervernetzende Reagenz N,N‘-Methylbisacrylamid ein dreidimensionales Netzwerk bilden.
Die  Vernetzung der beiden Molekile  wird durch  TEMED  (N,N,N‘,N‘-

Tetramethylethylendiamin) und Ammoniumpersulfat ausgelost.

Die Mischungsverhaltnisse fir Sammel- und Trenngele sind der Tab. 8 zu entnehmen. Etwa
4 mL des gemischten Trenngels wurden in zuvor mit 70%igem Ethanol gereinigte Rahmen

gegossen und nach dem Ausharten mit etwa 1 mL Sammelgel liberschichtet. Die 15er-Kdmme
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wurden luftblasenfrei eingesetzt und die Gele 45 min bei RT ausgehartet. AnschlieRend
konnten die Gele sofort beladen oder bis zu 24 Std bei 4-8° C in feuchten Tichern und

Plastikfolie gelagert werden.

TAB. 8: REAGENZIEN UND MENGENANGABEN FUR TRENN- UND SAMMELGELE

Trenngel 12 %ig Sammelgel

Wasser, doppelt destilliert 1,75 mL Wasser, doppelt destilliert 1,15 mL
TG-Puffer 1,25 mL SG-Puffer 0,5 mL
Acrylamid 2 mL Acrylamid 0,335 mL
APS (10 %) 40 uL APS (10 %) 15 pL
TEMED 5uL TEMED 5 uL

6.6.6 DISKONTINUIERLICHE SDS-POLYACRYLAMID GELELEKTROPHORESE

Eine Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) trennt Molekiile elektrisch nach ihrer GroRe
und Ladung. Bei einer SDS-PAGE werden die Proteine im Vorfeld denaturiert und tragen durch
Anlagerung negativ geladener SDS-Molekiile dieselbe Ladung. Folglich werden die Molekiile
bei einer SDS-PAGE nur nach ihrer Molekularmasse aufgetrennt. Hierzu dienen Poren im Gel,
die durch Vernetzung von Polyacrylamid und bis-Acrylamid entstehen. Je kleiner ein Molekiil
ist, umso schneller bewegt es sich durch die Poren des Gels und desto weiter lauft es im Gel.
Die Poren ermdglichen somit ein molekulares Aussieben von Molekiilen nach ihrer Grof3e. Die
Molekiile bewegen sich im Gel aufgrund einer angelegten Spannung, die die negativ
geladenen Molekile zum Pluspol wandern ldsst. Bei einer diskontinuierlichen
Gelelektrophorese werden Puffer mit unterschiedlichen lonenkonzentrationen verwendet.
Ein grolRporiges Sammelgel, dient der Fokussierung der Molekiile zu einer scharfen Bande,
bevor sie in das kleinporige Trenngel Ubertreten. Dies ermdglicht eine besonders gute

Auftrennung und eine hohe Scharfe der einzelnen Proteinbanden.

Um die Proteinproben gelelektrophoretisch aufzutrennen, wurden je 15 pg Protein jeder
Probe in die Geltaschen pipettiert. Des Weiteren wurden 6 L Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad, Hercules, USA) als GroRenstandard und 15 pg HeLa Whole Cell RIPA Extract (Abcam,
Cambridge, UK) als Vergleichsprobe auf das Gel aufgetragen. Letzteres diente dem Vergleich
verschiedener Gele untereinander. Die Laufkammer wurde mit verdiinntem 10x TGS (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) als Laufpuffer gefillt und die Proteine 15 min im Sammelgel fokussiert und

anschlieend 45 min im Trenngel aufgetrennt. Die hierfiir angelegten Stromstarken in
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Milliampere (mA) sind Tab. 9 zu entnehmen. Die Spannung wurde variabel gehalten und

betrug maximal 250 Volt.

TAB. 9: STROMSTARKE [MA] FUR DIE GELELEKTROPHORESE

Gelanzahl | Sammelphase [mA] | Trennphase [mA]
1 12 24
2 24 48
3 36 72
4 48 96

6.6.7 WESTERN BLOT UND IMMUNOBLOT

Der Begriff ,blotten” (englisch to blot = kleksen) beschreibt die Ubertragung bestimmter
Substanzen auf eine Membran, die dort detektiert und quantifiziert werden kénnen. Handelt
es sich bei den Substanzen um Proteine, wird der Vorgang als Western Blot bezeichnet. Der
Western Blot ermdoglicht die Identifizierung und Quantifizierung spezifischer Proteine in einem
Proteingemisch. Mittels eines antigenspezifischen Primarantikdrpers werden die Proteine auf
der Membran detektiert, weshalb dieses Verfahren auch als Immunoblot bezeichnet wird
(Luttmann et al. 2006). Speziesspezifische enzymgekoppelte Zweitantikdrper binden an den
konstanten Teil des Erstantikorpers. Diese indirekte Markierung ermoglicht eine
Signalverstarkung und somit eine Erhéhung der Sensitivitat, da mehrere Zweitantikérper an
den konstanten Teil des Erstantikdrpers binden kénnen. Durch Zugabe eines geeigneten

Substrats kommt es zu messbarer Chemilumineszenz.

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde fiir diese Arbeit ein Wet
Blot durchgefiihrt, da dies eine sehr schonende Art des Proteintransfers ist. Hierzu wurden
das Gel und eine Nitrocellulosemembran (Roth, Karlsruhe) etwa 1 min in Transblot-Puffer
(Tab. 10) aquilibriert. AnschlieBend wurden beide luftblasenfrei zwischen zwei ebenfalls in
Transblotpuffer getrankten Filterpapieren und zwei pordsen Schwdmmen in ein
Kunststoffgitter gelegt (vgl. Abb. 9). Dieses so genannte Sandwich wurde in die Gelkassette
einer Blottingkammer eingesetzt, sodass das Gel zur Kathode und die Membran zur Anode
ausgerichtet waren. Fiir die Ubertragung der Proteine von dem Gel auf die Membran wurde
eine Spannung von 100 Volt angelegt bei variabler Stromstarke (maximal 1,5 Ampere) und

Leistung (maximal 150 Watt). Innerhalb von 1,5 Stunden wanderten die negativ geladenen
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Proteine zur positiv geladenen Anode und damit auf die Membran. Anschliefend wurde die

Membran dreimal je 5 min in etwa 10 mL TBS-Puffer mit 0,1 % Tween-20 (Tab. 11) gewaschen.

TAB. 10: REAGENZIEN UND MENGENANGABEN FUR TRANSBLOT-PUFFER

Transblot-Puffer (10x): fir Tank-Blot

TRIS Base 30g
Glycin 144 g
Wasser, doppelt destilliert ad1lL
Transblot-Puffer (1x): Gebrauchslésung

10x Transblot-Puffer 100 mL
Wasser, doppelt destilliert 700 mL
Methanol 200 mL

vor Gebrauch kiihlen

TAB. 11: REAGENZIEN UND MENGENANGABEN FUR TBS- UND TBST-PUFFER

TBS (10x) pH 7,5 TBST (10x) pH 7,5

TRIS Base 121,14 g TRIS Base 121,14 g

NaCl 87,66 g NaCl 87,66 g

Wasser, doppelt destilliert 800 mL Wasser, doppelt destilliert 800 mL

HCl, 25 %ig (pH 7,5) ~ 100 mL HCl, 25 %ig (pH 7,5) ~ 100 mL

Wasser, doppelt destilliert ad 1L Tween-20 10 mL
Wasser, doppelt destilliert ad1lL

™ Schwamm

™ Filterpapier
Transferpuffer —

Blottank — E

[~ Membran
Kunststoffgitter —]

[ Gel

Verriegelung

ABB. 9: AUFBAU DES WET BLOTS (LUTTMANN ET AL. 2014)
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Die freien Bindungsstellen der Membran wurden 1 Stunde lang mit etwa 10 mL einer 5%igen
Losung aus Milchpulver (Roth, Karlsruhe) in TBST blockiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen der Membran fiir je 5 min mit TBST wurde die Membran (iber Nacht bei 4° C mit
einem spezifischen Erstantikérper inkubiert. Die verwendeten Antikdrper sowie deren
Verdinnung sind der Tab. 12 zu entnehmen. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal
je 5 min mit TBST gewaschen und fiir eine Stunde bei RT mit dem enzymgekoppelten
Zweitantikorper inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen fiir je 5 min mit TBST sowie 5 min

waschen mit TBS (Tab. 11).

Als Ladekontrolle wurde das in Mundschleimhautzellen nicht regulierte Protein B-Aktin
verwendet. Dieses wurde im Anschluss an die Analyse des Zielproteins SOD1 quantifiziert,
indem alle Schritte ab der Inkubation der Membran mit dem Erstantikorper wiederholt

wurden.

TAB. 12: ANTIKORPER FUR WESTERN BLOT UND DEREN VERDUNNUNG

Erstantik6rper Verdiinnung Verdiinnungsmittel
1. AKSOD1 1:2000 5 %ige BSA
1. AK B-Aktin 1:3000 5 %ige BSA

Zweitantikorper

1:4000 fiir SOD1 5 %ige
1:7000 fir B-Aktin | Trockenmilchlésung
BSA = bovine serum albumin Albumin Fraction V (= Rinderserumalbumin)

2. AK anti-rabbit

6.6.8 ENTWICKLUNG UND BELICHTUNG DER BLOTS

Chemilumineszenz ist eine lichtemittierende chemische Reaktion. Aufgrund der hohen
Sensitivitat ist es eine weit verbreitete Methode zur Detektion von Western Blot Banden. Das
an den Zweitantikdrper gebundene Enzym Meerrettich-Peroxidase oxidiert bei Anwesenheit
von Peroxid Luminol, wodurch Licht emittiert wird. Das aus der Reaktion resultierende Licht
kann mit einem digitalen Aufnahmesystem detektiert werden. Da die an den Zweitantikorper
gekoppelten Enzyme mehrere Substrate umsetzen, kommt es zu einer weiteren
Signalverstarkung. Das Prinzip der Signalentwicklung eines ELISAs zum Nachweis eines

spezifischen Antigens ist in Abb. 10 dargestellt.
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4. Substrat wird
hinzugegeben

P

5. Das Enzym katalysiert
die Umsetzung des
Substrats (S) in ein
nachweisbares Produkt (P)

3. Enzymkonjugierter
Sekundarantikorper bindet
an den Primdrantikorper

2. Primarantikdrper bindet
an spezifisches Antigen

1. Blockierungsreagenz blockiert freie
Bindungsstellen auf der Membran

\

ABB. 10: SPEZIFISCHER ENZYMATISCHER NACHWEIS EINES MEMBRANGEBUNDENEN ANTIGENS (VERANDERT NACH
URL 10)

Die Entwicklung der Blots erfolgte mit dem hochsensitiven enhanced chemiluminescence (ECL)
Substrat ECL Clarity Max (Bio-Rad, Hercules, USA). Hierzu wurden die Komponenten A und B
1:1 gemischt und 2 mL des Gemischs fir 5 min auf der Membran belassen. AnschlieRend
wurde das Substrat mit Papiertiichern entfernt und die Membran in einem ChemiDoc™ Touch
Imaging System mit Image Lab™ Touch Software Version 2.5.0.07 (Bio-Rad, Hercules, USA)
automatisch belichtet. Hierzu wurde die BelichtungsgroRe auf 9,5 mal 7,6 cm gestellt und als
Anwendung unter der Rubrik ,Blots” einmal die Chemilumineszenz- und einmal die
Colorimetrische Aufnahme gewahlt. Die Belichtung erfolgte automatisch unter der Einstellung
,optimal“. Die Chemilumineszenzaufnahme zeigte die Proteinbanden und die
Auflichtaufnahme den Marker. Durch Uberlagerung der beiden Aufnahmen war eine

Uberpriifung der ProteinbandengréRe méglich.

6.6.9 DENSITOMETRISCHE BESTIMMUNG UND BERECHNUNG
Bei der Densitometrie wird die Farbdichte quantitativ gemessen, das heil’t, die Farbdichte pro
Flacheneinheit wird bestimmt. Je mehr Farbe vorhanden ist, umso weniger Licht kann

reflektiert oder transmittiert werden. Mithilfe dieser Methode konnen Western Blots
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guantitativ ausgewertet werden, indem die Farbdichte der Chemilumineszenzaufnahme mit
einem anderen Protein in Verhaltnis gesetzt wird. Im vorliegenden Versuch wurde mittels der
Image Lab Software Version 5.2.1 (Bio-Rad, Hercules, USA) die Farbdichte densitometrisch
bestimmt. Zur Normalisierung der Werte innerhalb eines Blots wurde die Ratio aus dem
Zielgen SOD1 und der Ladekontrolle B-Aktin gebildet. Um die Ratios verschiedener Blots
miteinander vergleichen zu kénnen, wurde auf jedes Gel 15 ug eines HeLa Whole Cell RIPA
Extract (Abcam, Cambridge, UK) als Standard mitaufgetragen. Die Farbdichte aller Proben

wurde im Verhaltnis zu diesem Standard berechnet.

6.7 STATISTISCHE METHODEN

Alle statistischen Analysen der in dieser Studie erhobenen Daten wurden mit dem
Statistikprogramm SPSS Version 22 (IBM, New York, USA) fir Windows durchgefiihrt. Die
deskriptive Statistik ermittelte Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima. Ob
eine Normalverteilung der Daten vorlag, wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test gepriift, der eine
hohe Teststarke bei kleinen Stichproben aufweist (Razali u. Wah 2011). Bivariate
Korrelationsanalysen priften die Daten auf Zusammenhange und wurden in Abhangigkeit von
Skalenniveau und Normalverteilung nach Pearson (Korrelationskoeffizient r) oder Spearman-
Rho (Korrelationskoeffizient rs) durchgefiihrt. Die Effektstarke wird dabei nach Cohen (1992)
folgendermaRen unterteilt: r > 0,10 schwacher Effekt, r > 0,30 mittlerer Effekt und r > 0,50

starker Effekt.

Um die Mittelwerte von Variablen bei jingeren und dlteren Probandinnen zu vergleichen und
auf signifikante Unterschiede zu prifen, wurde bei gegebenen Voraussetzungen ein t-Test fir
unabhangige Stichproben durchgefiihrt. Waren die Voraussetzungen fir den t-Test nicht
gegeben, wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiuhrt. Der Friedman-Test prifte die
Messwerte einer Variablen im Tagesverlauf (ab drei abhangigen Variablen) auf signifikante
Unterschiede, sofern die Daten nicht normalverteilt waren. Bei Normalverteilung wurden die
Daten mit einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen auf statistsiche Signifikanz geprift.
Um zwei abhangige Variablen auf signifikante Unterschiede zu Uberprifen, kam bei
Normalverteilung ein t-Test flir zwei abhangige Variablen zum Einsatz und bei nicht-

normalverteilten Daten ein Wilcoxon-Test.
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In den statistischen Tests wurde ein Befund als statistisch signifikant betrachtet, sofern die
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,050 war. Bei einem p-Wert < 0,010 wurde das Ergebnis als

sehr signifikant und bei einem p-Wert < 0,001 als hoch signifikant angesehen.

Grafiken wurden in SPSS Version 22 (IBM, New York, USA) sowie in Chronos-Fit Version 1.06
(Universitat Heidelberg, Mannheim) erstellt und mit Powerpoint 2010 (Microsoft, Redmond,

USA) bearbeitet.
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/ ERGEBNISSE

/.1 METHODISCHE ASPEKTE

7.1.1 ETABLIERUNG DES HSODI-ASSAYS

Um fiir das hSod1-Gen eine LC-PCR zu etablieren, wurden, wie unter 6.5.7 beschrieben, Assays
mit Primerpaaren und einer dazugehorigen UPL-Sonde entworfen. Mithilfe einer Gradienten-
PCR wurde die optimale Anlagerungstemperatur ermittelt. Das Ergebnis der Gradienten-PCR
ist im Gelbild in Abb. 12 beispielhaft dargestellt. Die Gradienten-PCR lieferte bei allen
Temperaturen lGber den 10° C Gradienten von 51° C bis 61° C sehr starke und scharfe Banden.
Die Negativkontrollen enthielten alle keine PCR-Produkte, sodass DNA-Kontaminationen
ausgeschlossen werden konnten. Die PCR-Produkte liegen zwischen der 100 und der
150 Basenpaarbande des GroRenstandards (Abb. 11). Dies entspricht bei einem Amplikon von

131 Basenpaaren der Erwartung.

ABB. 11: AUSSCHNITT DES GELBILDES DER GRADIENTEN PCR FUR DAS HSOD1-GEN.
M = Marker/GroRenstandard, P = Produkt bei einer Annealingtemperatur von 57,8° C,
N = Negativkontrolle, Bp = Basenpaare

Um Primer, Sonde und Anlagerungstemperatur fiir die LC-PCR zu etablieren, wurden zwei LC-
PCRs mit unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt, bei denen die Produktbande in der
Gradienten-PCR besonders deutlich hervortrat. Bei beiden Annealingtemperaturen (53° C und
58° C) wurden konstante CPs beobachtet. Allerdings lagen die CPs bei 58° C etwas niedriger.
Da eine hohe Annealingtemperatur generell bevorzugt wird, wurden alle folgenden LC-PCRs
fiir das hSod1-Gen mit 58° C als Anlagerungstemperatur durchgefiihrt. Das Fluoreszenzsignal
der LC-PCR bei 58° C sowie die dazugehorigen CP-Werte sind in den Abb. 12 und Abb. 13

dargestellt.
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ABB. 12: FLUORESZENZSIGNAL DER LC-PCR FUR DAS HSOD1-GEN MIT 40 ZYKLEN UND DER
ANNEALINGTEMPERATUR VON 58° C. Die Negativkontrollen treten nicht aus dem Hintergrund
hervor.

Pogit... | Mame Calculat... | Cro...
— 1 LC11_Cal [uree.] Q.000E+00 3011
2 Repl. of LCT1_Cal [ure.] Q.000E+00  30.43
— 13 Feph. of LCT1_Cal [urnw.] Q.O00E+00 3029
— i Feph. of LCT1_Cal [urnw.] Q.000E+00 3022
—h LC11_Meg
— & Repli. of LC11_Meg

ABB. 13: CROSSINGPOINTS (CRO...) DER LC-PCR FUR DAS HSOD1-GEN. Die Negativkontrollen (Neg)
treten nicht aus dem Hintergrund hervor.

7.1.2 ERSTELLUNG VON STANDARDKURVEN UND ERMITTLUNG DER EFFIZIENZEN

Fir alle zu analysierenden Gene wurden Standardkurven erstellt und anhand dieser die
Effizienz der Replikation ermittelt. Im Optimalfall sollte die Effizienz bei 2,0 liegen, was
bedeutet, dass in jedem Zyklus die Anzahl an Replikaten verdoppelt wird. In der Realitat liegt
die Effizienz jedoch haufig etwas niedriger. Die ermittelte Effizienz betragt fiir das Referenzgen
h36B4 1,90, fir das Uhrengen hBmall 1,81 und fiir das Gen der Superoxiddismutase hSod1
ebenfalls 1,81. Die Standardkurven sind in den Abb. 14-16 dargestellt. Die X-Achse zeigt die
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logarithmierte Verdinnung des PCR-Kalibrator-Ansatzes, der fir die Erstellung der
Standardkurve verwendet wurde. Auf der Y-Achse ist die Zyklenanzahl dargestellt. Die
Datenpunkte zeigen, bei welcher Verdlinnungsstufe wie viele Zyklen notwendig sind, um das
Signal aus dem Hintergrund hervortreten zu lassen und somit den CP zu erreichen. Je hoher
die Verdinnungsstufe des eingesetzten PCR-Gemisches, umso mehr Replikate wurden

eingesetzt. Die Grafiken zeigen auch, wie weit die CPs der Replikate auseinander liegen.
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ABB. 14: STANDARDKURVE FUR DAS HAUSHALTSGEN (REFERENZGEN) H36B4. Als Matrize zur Erstellung
der Standardkurve wurden sechs definierte Verdinnungen der Kalibrator-cDNA verwendet.
Die abgebildeten Punkte geben die Crossing Points der verschiedenen Ansatze an. Aus der
Steigung der Standardkurve wurde eine PCR-Effizienz E = 1,90 berechnet.

— Linear Regression

® Crozzing Points

Slope =-3.890

Cycle Mumber
1

326
Intercept = 39.13 il
Error = 0.0701 32
r=-0.95 J

31.5—
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Log Concentration

ABB. 15: STANDARDKURVE FUR DAS UHRENGEN HBMAL1. Als Matrize zur Erstellung der Standardkurve
wurden flnf definierte Verdinnungen der Kalibrator-cDNA verwendet. Die abgebildeten
Punkte geben die Crossing Points der verschiedenen Ansatze an. Aus der Steigung der
Standardkurve wurde eine PCR-Effizienz E = 1,81 berechnet.

— Linear Regression

= Crozzing Points

Slope =-3.898
Intercept = 38.53
Error = 0.104 32
r=-0.94

Cucle Mumber
[N
T

1.1 1.2 1.3 14 15 16 1.7 1.8 1.3 2
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ABB. 16: STANDARDKURVE FUR DAS SUPEROXIDDISMUTASEGEN HSOD1. Als Matrize zur Erstellung der
Standardkurve wurden funf definierte Verdiinnungen der Kalibrator-cDNA verwendet. Die
abgebildeten Punkte geben die Crossing Points der verschiedenen Ansédtze an. Aus der
Steigung der Standardkurve wurde eine PCR-Effizienz E = 1,81 berechnet.
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7.1.3 ETABLIERUNG DES WESTERN BLOTS

Fiir die proteinbiochemischen Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurden die Methoden SDS-
PAGE und Western Blot laborintern etabliert. Fiir die Detektion wurden verschieden sensitive
ECL-Reagenzien zur Entwicklung der Blots sowie diverse Antikérperkombinationen
und -verdiinnungen getestet. Des Weiteren wurde fiir jedes Protein das optimale Mittel zum
Blockieren freier Bindungsstellen auf der Membran sowie das Verdinnungsmittel fir die
Antikorperldsungen explorativ ermittelt. Im Zuge der hierflir notwendigen Vorversuche stellte
sich heraus, dass es mit allen getesteten Antikérpern nicht moglich ist, das BMAL1-Protein aus
humanen MSH zu isolieren und per Western Blot nachzuweisen. Die Primarantikdrper der
Firmen Cell Signaling Technology, Abcam, Santa Cruz und Bio-Rad lieferten keine klaren
Banden auf der zu erwartenden HoOhe. Dabei wurden sowohl monoklonale als auch
polyklonale Antikorper getestet. Das SOD1-Protein sowie das Haushaltsprotein B-Aktin lassen
sich sehr gut in den Proteinextrakten aus humanen MSH nachweisen und quantifizieren. Alle
Gelbilder der SOD1- und R-Aktin-Western Blots sind im Anhang A14 dargestellt. Abbildung 17
zeigt exemplarisch eine Western Blot Membran mit dem SOD1-Protein (links) und zusatzlich

B-Aktin (rechts).

kbDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 kpa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213
100— —
5 e
o 50—

37— 37_—————— ————— — —
25— 25—
20— 20—

-§—‘-————-—-- T — — —_— —— —

Gel a: SOD1 Gel a: B-Aktin
Spur 1: DT-01T1, 2: DT-01 T2, 3: DT-01 T3, 4: DT-01 T4, 5: DT-01 T5, 6: DT-01 T6
Spur 7: DT-02 T1, 8: DT-02 T2, 9: DT-02 T3, 10: DT-02 T4, 11: DT-02 T5, 12: DT-02 T6, 13: Hela

ABB. 17: EXEMPLARISCHES GELBILD EINES WESTERN BLOTS. Der linke Western Blot zeigt eine deutliche
Proteinbande zwischen 15 und 20 Kilodalton (kDa), was der GrofRe des SOD1-Proteins
(Monomer, 18 kDa) entspricht. Der rechte Blot zeigt dieselbe Membran, die zusatzlich eine
deutliche Proteinbande zwischen 37 und 50 kDa zeigt, was der GroRe von B-Aktin (42 kDa)
entspricht.
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/.2 DESKRIPTIVE MERKMALE DER PROBANDEN

7.2.1 ALTERSVERTEILUNG IM PROBANDENKOLLEKTIV

Das Probandenkollektiv dieser Studie setzt sich aus 21 jlingeren Frauen und 21 alteren Frauen
zusammen (Tab. 13). Die jlngeren Frauen waren im Mittel 23,71 Jahre alt mit einer
Standardabweichung von 2,31 Jahren. Die Altersspanne liegt dabei zwischen 20 und
28 Jahren. Das mittlere Alter der alteren Probandinnen betrug 66,81 + 5,67 Jahre, wobei die
groRere Standardabweichung auf die groRere Altersspanne von 60 bis 81 Jahren

zurtckzufiihren sein dirfte.

TAB. 13: ALTERSVERTEILUNG DES PROBANDENKOLLEKTIVS

Altersgruppe Alter (Jahre)

N 21

Jingere Mittelwert 23,71

Probandinnen | Standardabweichung 2,305

Minimum 20

Maximum 28

N 21

Altere Mittelwert 66,81

. Standardabweichung 5,671
Probandinnen ——

Minimum 60

Maximum 81

N = Probandinnenanzahl

7.2.2 ANTHROPOMETRISCHE MERKMALE UND KORPERZUSAMMENSETZUNG

Die mittlere Korperhdhe der jlingeren Frauen betrug 1,70 m mit einer Standardabweichung
von = 0,07 m, wahrend sie bei den éalteren Frauen bei 1,64 + 0,05 m lag. Die Werte sind
innerhalb der beiden Altersgruppen normalverteilt (Anhang A15). Die Korperhohe der dlteren
Frauen ist sehr signifikant (p =0,001) geringer als bei den jlingeren. Die jlngeren
Probandinnen hatten ein mittleres Kérpergewicht von 62,2 + 8,0 kg und die alteren
Probandinnen von 66,5 + 11,6 kg. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (n.s.) (p = 0,176). Das
Korpergewicht der dlteren Frauen lag somit im Mittel 4,3 kg Giber dem der jlingeren, was in
Zusammenhang mit der geringeren mittleren Korperhéhe bei den alteren Probandinnen zu
einem hoheren BMI fiihrte. Dieser betrug bei den jlingeren Probandinnen im Mittel
21,5 + 2,6 kg/m?, wiahrend er bei den &lteren im Mittel 24,8 + 4,2 kg/m? betrug. Auch der

mittlere Taillen-Hift-Index war bei den Alteren mit 0,845 + 0,058 héher als bei den Jiingeren
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mit 0,755 + 0,049. Dabei unterscheiden sich BMI (p = 0,004) und Taillen-Hift-Index (p < 0,001)

sehr bzw. hoch signifikant zwischen den beiden Altersgruppen.

Die Bestimmung der Korperzusammensetzung zeigte, dass jliingere Probandinnen eine um

3,3 kg geringere Fettmasse sowie eine um 1,8 kg hohere Zellmasse aufwiesen als dltere Frauen

(vgl. Tab. 14), wobei der Unterschied der Korperzellmasse statistisch signifikant ist (p = 0,034).

Daraus ergab sich ein ebenfalls hoherer Grundumsatz bei den jlingeren Probandinnen

(55,2 kcal/Tag), der statistisch signifikant ist (p = 0,037). Die Jlingeren wiesen zudem mit 0,95

einen geringeren mittleren Index der Extrazellularen Masse im Verhaltnis zur Kérperzellmasse

auf als die alteren Probandinnen mit einem Index von 1,15. Dieser Unterschied ist statistisch

hoch signifikant (p < 0,001).

TAB. 14: ANTHROPOMETRISCHE KENNZEICHEN UND KORPERZUSAMMENSETZUNG BEI JUNGEREN UND ALTEREN
FRAUEN SOWIE DEREN MITTELWERTVERGLEICHE

Jingere Frauen

Altere Frauen

Mittelwertvergleiche

(N=21) (N=21)

Variable M SD M SD t u p

Kérperhdhe (cm) 170,06 6,50| 163,69 5,15| -3,520 - 0,001
Korpergewicht (kg) 62,24 8,02| 66,48 11,57| 1,379 - 0,176
BMI (kg/m?) 21,52 2,61 24,81 4,19| 3,063 - 0,004
Taillen-Hift-Index 0,76 0,05 0,84 0,06 5,392 - <0,001
FM (kg) 18,34 5,28 21,67 8,58 1,513 - 0,140
TBW (L) 32,14 2,821 32,80 2,731 0,772 - 0,444
LBM (kg) 43,90 3,86| 44,80 3,75| 0,771 - 0,445
ECM (kg) 21,23 2,08 23,88 2,49 3,743 - 0,001
BCM (kg) 22,69 2,67| 20,93 2,54 | -2,190 - 0,034
ECM/BCM-Ratio 0,95 0,12 1,15 0,16 - -3,890| <0,001
ECW (L) 11,94 1,92 12,77 2,13| 1,330 - 0,191
ICW (L) 20,21 1,09| 20,02 0,74| -0,662 - 0,512
ECW/ICW-Ratio 0,59 0,08 0,64 0,09 1,828 - 0,075
Grundumsatz (kcal/24 Std) |1333,81| 85,17|1278,57| 80,21| -2,164 - 0,037

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgroRe des t-
Tests flur unverbundene Stichproben, u = Priifgrofie des Mann-Whitney-U-Tests,

p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben),

BMI = Body-Mass-Index, FM = Fettmasse, TBW = Gesamtkdrperwasser, LBM = Magermasse,
ECM = Extrazellularmasse, BCM = Korperzellmasse, ECW = Extrazellularwasser,

ICW = Intrazellularwasser
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7.2.3 VERTEILUNG DER CHRONOTYPEN

Unter Anwendung des D-MEQ Fragebogens wurden Morgen- und Abendpraferenzen der
Probandinnen ermittelt (Tab. 15). Die Zuordnung zu Morgen-, Neutral- und Abendtypen darf
mit dem Horne-Ostberg Fragebogen nur bei jungen Probandinnen vorgenommen werden, da
er fur junge Erwachsene konzipert wurde und fiir andere Altersgruppen die Punktwerte
angeglichen werden missten (Taillard et al. 2004). Deshalb werden hier die Punktwerte
dargestellt. Altere Probandinnen hatten dabei im Mittel mit 59,96 + 8,55 Punkten eine héhere
Morgenpréaferenz als jlingere mit einem mittleren Punktwert von 54,69 + 8,46 (Tab. 15,
Abb. 18), wobei Spannweiten und Standardabweichungen nahezu identische Werte in beiden
Altersgruppen zeigten. Der Unterschied zwischen den Punktwerten von jlingeren und alteren
Frauen ist nicht signifikant (t = 2,006, p = 0,052). Fir die Studie wurden vorzugsweise Morgen-
und Neutraltypen gesucht, jedoch zeigte die Auswertung des D-MEQ, dass eine altere
Probandin tendenziell den Abendtypen zugeordnet werden muss. Von den jlngeren
Probandinnen kénnen 33,3 % den Morgentypen zugeordnet werden und die Ubrigen 66,7 %

den Neutraltypen (Abb. 19).

TAB. 15: DESKRIPTIVE BEFUNDE ZUM CHRONOTYP NACH D-MEQ-FRAGEBOGEN
BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN

Altersgruppe D-MEQ (Punkte)
" Mittelwert 54,69
Fl:gﬁg:‘e Standardabweichung 8,46
(N =21) Mlnl.mum 42,00

Maximum 71,00
At Mittelwert 59,96
Frailr:n Standardabweichung 8,55
(N = 21) Mlnl'mum 40,40

Maximum 70,40

N = Probandinnenanzahl
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60

D-MEQ - Punkte

Jungere Probanden Altere Probanden
Altersgruppe

ABB. 18: PUNKTEZAHLEN IM DEUTSCHEN ,, MORNIGNESS-EVENIGNESS-QUESTIONNAIRE” BEI 21 JUNGEREN UND
21 ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

Altersgruppe: Jiingere Probanden

Chronotyp
Spéattypen
m(1e419
Punkte)
Mischtypen
M(42,0-58,9
Punkte)
Fruhtypen
[J(59,0-86,9
Punkte)

ABB. 19: VERTEILUNG VON MORGEN- UND NEUTRALTYPEN BEI 21 JUNGEREN FRAUEN

7.2.4 SCHLAFQUALITAT, TAGESSCHLAFRIGKEIT UND NICKERCHEN

Die subjektiv empfundene Schlafqualitdit wurde retrospektiv mit dem PSQI-Fragebogen
ermittelt. Die Probandinnen sollten nach Méglichkeit eine gute Schlafqualitat haben, was im
PSQl einem Punktwert von <5 entspricht. Bei den jungen Probandinnen lag der Punktwert im
Mittel bei 4,2+ 2,1 und bei den &lteren Probandinnen bei 4,7 +2,2 (Tab. 16). Dieser
Unterschied ist statistisch nicht signifikant (p = 0,435). Obwohl alle Probandinnen in dem
Pratest-Fragebogen eine gute Schlafqualitdt angegeben hatten, zeigt die Auswertung des
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PSQl, dass insgesamt 10 Probandinnen eine schlechte Schlafqualitdt mit mehr als 5 Punkten

aufwiesen. Davon betroffen waren vier jingere und sechs altere Frauen.

Der ESS-Fragebogen zeigt, dass die jliingeren Probandinnen mit 7,4 £ 3,5 Punkten eine héhere
Tagesschlafrigkeit aufwiesen als die dlteren mit 6,3 £ 3,5 Punkten (Tab. 16). Der Unterschied
zwischen den mittleren Punktwerten der Tagesschlafrigkeit von jlingeren und alteren
Probandinnen ist statistisch nicht signifikant (p = 0,315). Vier jlingere Probandinnen hatten
Gesamtpunktwerte (iber 10 und gelten somit als tagesschlafrig. Bei den Alteren trifft dies nur

auf drei Frauen zu.

Bei den jlingeren Probandinnen gaben vier an, regelmaRig tagstiber ein Nickerchen zu halten.
Bei einer jlingeren Probandin kam dies nur gelegentlich vor. Die Dauer der Nickerchen
variierte dabei zwischen 1 und 60 min und lag im Mittel bei 26,2 + 21,6 min. Von den alteren
Probandinnen hielten ebenfalls vier regelmaRig Nickerchen und zwei gelegentlich, wobei die

Nickerchen zwischen 13 und 30 min dauerten. Dies entsprach im Mittel 22,2 + 6,6 min.

TAB. 16: SCHLAFQUALITAT UND TAGESSCHLAFRIGKEIT BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

Juingere Frauen Altere Frauen Mittelwertvergleiche
(N=21) (N=21)
Variable M SD M SD t p
Schlafqualitat:
PSQI-Punkte 4,19 2,11 4,71 2,19 0,788 0,435
Tagesschlafrigkeit:
ESS-Punkte 7,43 3,47 6,33 3,50 -1,018 0,315

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgréRe des
t-Tests flir unverbundene Stichproben, p = Irrtumswahrscheinlichkeit

7.2.5 LEBENSQUALITAT UND STRESS

Bei dem Fragebogen zur Lebenszufriedenheit erreichten die alteren Probandinnen in allen
acht Bereichen einen hoheren Mittelwert als die jingeren Probandinnen. Der Gesamtwert lag
bei den alteren Frauen im Mittel bei 34,9 + 3,3 Punkten und bei den jliingeren bei
30,5 + 4,1 Punkten (Tab. 17, Abb. 20). Dieser Unterschied ist statistisch hoch signifikant
(p <0,001) (Tab. 17).

Die Ergebnisse des Fragebogens nach dem subjektiv empfundenen Stress der vergangenen

vier Wochen zeigen ein umgekehrtes Ergebnis: Mit im Mittel 9,8 + 5,5 Punkten lag der
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empfundene Stress der dlteren Probandinnen deutlich unter dem der jingeren Probandinnen,

die im Mittel 13,5 + 5,8 Punkte erreichten (Tab. 17, Abb. 20). Dieser Unterschied ist statistisch

signifikant (p = 0,041) (Tab. 17). Die Standardabweichungen dhnelten sich mit 5,5 Punkten bei

den adlteren und 5,8 Punkten bei den jingeren Probandinnen stark.

TAB. 17: STRESS UND LEBENSZUFRIEDENHEIT BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN

MITTELWERTVERGLEICHE

Jiingere Frauen Altere Frauen Mittelwert-

(N=21) (N=21) vergleiche

Variable M SD M SD t p
Lebenszufriedenheit (Punkte) 30,48 4,11 34,90 3,33 3,839 <0,001
Stress (Punkte) 13,52 5,84 9,81 5,53 -2,117 0,041

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgréBe des
t-Tests fir unverbundene Stichproben, p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte

sind hervorgehoben)

M Jiingere Frauen
N =21

Punkte

Stress

M Altere Frauen
N=21

Lebenszufriedenheit

ABB. 20: STRESS UND LEBENSZUFRIEDENHEIT — mittlere Punktzahlen und Standardabweichungen aus
den Fragebdgen. Je hoher die Punktzahlen, umso groRer ist der subjektiv empfundene Stress
bzw. die Lebenszufriedenheit. * p < 0,050, *** p < 0,001
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7.2.6 LEBENSSTIL: GESUNDHEIT, ERNAHRUNG, TAGESLICHT UND KORPERLICHE AKTIVITAT

GESUNDHEIT

Die alteren Probandinnen beurteilten ihren Gesundheitszustand im Mittel positiver als
jungere Probandinnen (Abb. 21). Werden die Gesundheitszustande mit Zahlenwerten kodiert,
d. h. ,,sehr schlecht” mit 1, ,,schlecht” mit 2, ,, mittel” mit 3, ,gut” mit 4 und ,sehr gut” mit 5,
dann erreichten die dlteren Frauen im Mittel 4,3 £ 0,6 Punkte, wahrend die jlingeren im Mittel
nur 3,9 + 0,8 Punkte erreichten (Tab. 18). Der Mittelwertunterschied zwischen den

Altersgruppen ist jedoch nicht statistisch signifikant (u =-1,887, p = 0,059).

M Jingere Frauen
N=21

M Altere Frauen
N=21

Probandinenanzahl

Selbstbeurteilung
Gesundheitszustand

ABB. 21: VERTEILUNG DER SELBSTBEURTEILUNG DES GESUNDHEITSZUSTANDES

Sowohl Schlafapnoe als auch grauer Star sind Merkmale des Alterns und wurden als solche
mit erfasst. Der Apnoe-Fragebogen zeigt, dass nur eine jlngere sowie zwei altere
Probandinnen mit Punktwerten Uber 15 ziemlich wahrscheinlich an einem Schlafapnoe-
Syndrom leiden oder litten. Bei 20 jingeren und 19 &lteren Probandinnen war eine

Schlafapnoe bei Werten zwischen 0 und 14 hingegen unwahrscheinlich.

Keine der jiingeren Probandinnen hatte grauen Star oder eine Operation wegen selbigem. Bei
sieben alteren Probandinnen wurde grauer Star diagnostiziert und bei sechs von ihnen wurde

dieser an einem (zwei Frauen) oder beiden Augen (vier Frauen) operiert (Abb. 22).
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15 Grauer Star
diagnostiziert
HNein

MJa

Anzahl alterer Frauen

4
:

Nein Ja,an 1 Ja, an
Auge beiden
Augen

Grauer Staroperiert

ABB. 22: GRAUER STAR ALS ALTERNSASSOZIIERTE VERANDERUNG BEI 21 ALTEREN FRAUEN

ERNAHRUNG

Der Allgemeine Fragebogen erfasst verschiedene Ernahrungsgewohnheiten der
Probandinnen, die sich auf OS- oder Melatoninwerte auswirken kdnnen. Die Ergebnisse sind
in Tab. 18 und Abb. 23 dargestellt. Der Obst- und Gemiseverzehr wurde in Portionen pro
Woche angegeben. Dabei entspricht eine Portion einer Handvoll, sodass z. B. ein mittelgroRer
Apfel oder eine Orange einer Obstportion entspricht. Der Verzehr an Obst war in den beiden
Altersgruppen mit im Mittel 8,7 Portionen pro Woche bei den adlteren und 8,4 Portionen bei
den jingeren Probandinnen sehr dhnlich. Allerdings verzehrten die jlingeren Probandinnen
mit im Mittel 10,2 Portionen pro Woche mehr Gemdise als die dlteren mit 8,8 Portionen. Der
Kaffee- und Schwarzteekonsum lag bei den alteren Probandinnen mit im Mittel 19,5 Tassen
pro Woche deutlich Giber dem der jlingeren, die nur 6,0 Tassen Kaffee oder schwarzen Tee pro
Woche tranken. Auch der Alkoholkonsum der alteren Gruppe war mit 2,7 Glasern pro Woche
hoher als bei den jlingeren mit im Mittel 0,8 Glasern. Insbesondere bei dem Konsum der
Genussmittel Kaffee, schwarzer Tee und Alkohol waren hohe Standardabweichungen zu
beobachten, denen groRe interindividuelle Unterschiede zwischen den Probandinnen
zugrunde lagen. Dies galt in etwas abgeschwachtem Male auch fir den Verzehr von Obst und
Gemiise. Die Unterschiede in Obst- (p = 0,509) und Gemiiseverzehr (p = 0,990) sind zwischen
den beiden Altersgruppen statistisch nicht signifikant, wohingegen der Kaffee-/Schwarztee-

(p <0,001) und der Alkoholkonsum (p = 0,009) sehr bzw. hoch signifikant unterschiedlich sind.
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TAB. 18: GESUNDHEIT UND ERNAHRUNGSGEWOHNHEITEN BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

Jingere Frauen Altere Frauen Mittelwert-
(N=21) (N=21) vergleiche
Variable M SD M SD u p

Gesundheitszustand
(Selbstbeurteilung)
Obst
(Portionen/Woche)
Gemuse
(Portionen/Woche)
Kaffee/Schwarztee
(Tassen/Woche)
Alkohol
(Glaser/Woche)

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, u = PriifgroRe des
Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind
hervorgehoben)

3,90 0,83 4,33 0,58 -1,887 0,059

8,43 7,57 8,69 4,70, -0,660 0,509

10,19 7,42 8,76 4,68 -0,013 0,990

5,98 5,65 19,52 8,54 -4,704| <0,001

0,80 0,85 2,74 2,96| -2,611 0,009
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ABB. 23: ERNAHRUNGSGEWOHNHEITEN VON JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen. ** p < 0,010, *** p < 0,001
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ZEIT IM FREIEN UND KORPERLICHE AKTIVITAT

Im allgemeinen Fragebogen wurde erfragt, wie viele Stunden die Probandinnen sich im Freien
aufhalten. Wahrend dieser Zeit sind sie durch das Tageslicht in erhohtem MaRe Blaulicht
ausgesetzt, dass sich in Abhangigkeit von der Tageszeit auf die abendliche und morgendliche
Melatoninsynthese auswirken kann. Jiingere Frauen hielten sich an Arbeitstagen mit im Mittel
1,9 + 1,2 Std etwas langer im Freien auf als dltere Frauen, bei denen es im Mittel 1,8 + 1,2 Std
waren. An freien Tagen kehrte sich dieses Verhaltnis um, wobei beide Altersgruppen mehr
Zeit im Freien verbrachten als an Berufstagen. Im Mittel verbrachten die jlingeren Frauen an
freien Tagen 3,0 + 1,8 Stunden im Freien, wihrend es bei den Alteren im Mittel 3,1 + 1,8 Std

waren (Tab. 19, Abb. 24). Die Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant (Tab. 19).

Auch Bewegung und korperliche Aktivitat konnen die abendliche Melatoninsynthese sowie
zusatzlich die SOD1-Aktivitat beeinflussen. Die jingeren Probandinnen schatzten sich dabei
mit einem mittleren Punktwert von 3,4 + 0,6 etwas starker korperlich aktiv ein als die dlteren
mit im Mittel 3,2 + 0,9 Punkten. Die Anzahl der Sporteinheiten lag bei den Jiingeren mit
mittleren 2,74 + 1,12 nur geringfligig Gber den Alteren mit im Mittel 2,69 + 1,97. Im Gegensatz
dazu lag die Anzahl an Sportstunden pro Woche bei den jlingeren Probandinnen mit mittleren
4,6 + 3,1 deutlich UGber den alteren mit mittleren 2,9 +2,2 Stunden. Die einzelnen
Bewegungseinheiten der jingeren Frauen waren folglich langer als bei den alteren. Die

beschriebenen Unterschiede sind jedoch alle statistisch nicht signifikant (Tab. 19).
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DEREN MITTELWERTVERGLEICHE
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Jingere Frauen Altere Frauen Mittelwert-
(N=21) (N=21) vergleiche

Variable M SD M SD t u p
Zeitraum im Freien — a) a)
Berufszeit (Std) 1,91 1,20 1,75 1,17 0,345 0,735
zeitraum Im Freien - 209 1,78 3,09 1,81| 0417 - | 0,679
Freizeit (Std)
Krperlicher 3,43| 060 324 094 - |-0,780| 0,435
Aktivitatsgrad
Sport pro Woche
(Mal/Woche) 2,74 1,12 2,69 1,97 | -0,096 0,924
Sport pro Woche
(Std/Woche) 4,62 3,08 2,90 2,22 1,713 | 0,087

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, N =9, t = PriifgréRe

des t-Tests flr unverbundene Stichproben, u = PrifgroBe des Mann-Whitney-U-Tests,
p = Irrtumswahrscheinlichkeit

[0 ¢]

N

N

Mittelwert

=21

=21

B Jiingere Frauen

B Altere Frauen

ABB. 24: ZEIT IM FREIEN UND SPORTGEWOHNHEITEN VON JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen.
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7.2.7 ART DES BERUFS

Der allgemeine Fragebogen erfasst auch die Art des ausgeiibten Berufes bzw. bei den Alteren
gegebenfalls den Ruhestand. Von den 21 jlingeren Probandinnen waren 19 Studierende
(90,5 %) und 2 Angestellte (9,5 %). Bei den 21 alteren Frauen waren 12 Frauen im Ruhestand
(57,1 %), wohingegen 9 noch einen Beruf ausiibten. Von diesen waren fiinf Angestellte
(23,8 %), je eine Beamtin (4,8 %) und eine selbststandig (4,8 %) und zwei Ubten in ihrem

Ruhestand noch eine selbststandige Tatigkeit aus (9,5 %).

7.3 CHARAKTERISIERUNG UND VERGLEICH CIRCADIANER MERKMALE ZWISCHEN
ALTERSGRUPPEN

7.3.1 KORPERKERNTEMPERATUR UND PERIPHERE HAUTTEMPERATUR

KORPERKERNTEMPERATUR

Die oral gemessene Korperkerntemperatur zeigt bei jingeren und &lteren Frauen eine
deutliche circadiane Rhythmik (Tab. 20, Abb. 25). Von der ersten Messung um 08 Uhr nimmt
die Temperatur bei beiden Altersgruppen kontinuierlich bis um 16 Uhr zu und nimmt zum
Abend sowie zur Nacht hin ab. Das Temperaturminimum wurde bei den Jiingeren mit 36,43° C
um 04 Uhr nachts gemessen und bei den Alteren mit 35,99° C um 24 Uhr nachts. Die
Temperaturmaxima lagen bei beiden Probandengruppen um 16 Uhr mit 36,75° C bei den
Jingeren und 36,58°C bei den Alteren. Zu jedem Messzeitpunkt lag die mittlere
Korperkerntemperatur der jingeren Frauen hoher als bei den d&lteren. Die
Temperaturunterschiede zwischen den Altersgruppen sind zu allen sechs Messzeitpunkten
statistisch signifikant (Tab. 20, Abb. 25).

TAB. 20: KORPERKERNTEMPERATUR ORAL (° C) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

Jiingere Frauen (N=21) | Altere Frauen (N=21) | Mittelwertvergleiche

Uhrzeit M SD M SD t p

08:00 36,59 0,27 36,26 0,23 -4,216 <0,001
12:00 36,69 0,30 36,44 0,30 -2,643 0,012
16:00 36,75 0,27 36,58 0,22 -2,181 0,035
20:00 36,68 0,25 36,46 0,20 -3,189 0,003
00:00 36,47 0,24 35,99 0,23 -6,682 <0,001
04:00 36,43 0,34 36,12 0,28 -3,130 0,003

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgroRe
des t-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben)
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ABB. 25: KORPERKERNTEMPERATUR ORAL (° C) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,050, ** p < 0,010, *** p < 0,001

Um zu testen, ob sich die KKT-Mittelwerte Uiber die sechs Messzeitpunkte innerhalb der
beiden Altersgruppen voneinander unterscheiden, wurde eine Varianzanalyse fir
Messwiederholungen durchgefiihrt. Diese zeigt, dass sich die Messwerte im Tagesverlauf
sowohl bei den jingeren (f = 10,040, p < 0,001) als auch bei den alteren Frauen (f = 25,429,

p < 0,001) signifikant voneinander unterscheiden.

Um zu testen, zwischen welchen Messzeitpunkten die KKT innerhalb der Altersgruppen
signifikant voneinander verschieden war, wurden t-Teste fiir verbundene Stichproben
durchgefiihrt. Sowohl in der jingeren als auch der dlteren Altersgruppe lassen sich zahlreiche
signifikante Unterschiede zwischen den Temperaturen zu den einzelnen Messzeitpunkten
beobachten (Tab. 21). Dies weist daraufhin, dass die hier beobachteten Temperatur-

unterschiede im Tagesverlauf nicht zufallig sind.
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TAB. 21: VERGLEICH DER KORPERKERNTEMPERATURDATEN BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS T-TEST
FUR VERBUNDENE STICHPROBEN

Jiingere Frauen (N = 21)

Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

t p t p t D t D t b
12:00 -1,852| 0,079 - - - - - - - -
16:00 -3,156| 0,005| -1,047| 0,308 - - - - - -
20:00 -2,050| 0,054| 0,143| 0,888| 1,699| 0,105 - - - -
24:00 2,635 0,016| 3,254| 0,004| 4,728|<0,001| 4,025| 0,001 - -
04:00 2,726| 0,013| 3,144| 0,005| 4,643|<0,001| 3,586| 0,002| 0,994| 0,332
Altere Frauen (N = 21)
Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

t D t D t D t p t p
12:00 -2,960| 0,008 - - - - - - - -
16:00 -4,982 | <0,001| -2,354| 0,029 - - - - - -
20:00 -3,498| 0,002 -0,309| 0,760| 2,877| 0,009 - - - -
24:00 4,987 |<0,001| 5,698|<0,001| 9,132|<0,001| 9,135|<0,001 - -
04:00 2,238| 0,037| 3,851| 0,001 6,319|<0,001| 5,030|<0,001| -2,136| 0,045

N = Probandinnenanzahl, t = PriifgroRe des t-Tests fiir verbundene Stichproben,
p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben)

HAUTTEMPERATUR

Die periphere Hauttemperatur, die am Versuchstag mittels eines Temperatursensors am

FuBknochel gemessen und dann gemittelt wurde, lag zu jedem Messzeitpunkt unter der

Korperkerntemperatur. Eine tageszeitliche Schwankung mit einem Temperaturanstieg vom

Morgen zum Nachmittag und einem abendlichen -abfall lieB sich deutlich beobachten

(Tab. 22, Abb. 26). Das Maximum wurde nach erneutem Anstieg in der zweiten Nachthalfte

erreicht und betrug um 04 Uhr bei den Jingeren im Mittel 33,94° C und bei den Alteren

33,53° C. Das Temperaturminimum lag bei den jlingeren Frauen mit 28,79° C um 20 Uhr,

wahrend es bei den alteren mit 29,78° C um 08 Uhr morgens lag. Die mittleren

Temperaturunterschiede zwischen den beiden Altersgruppen sind dabei nur um 20 Uhr

(p =0,010) und um 04 Uhr (p = 0,036) statistisch signifikant (Abb. 26, Tab. 22).
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TAB. 22: PERIPHERE HAUTTEMPERATUR AM FUR (° C) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

Jiingere Frauen Altere Frauen Mittelwertvergleiche

Uhrzeit | N M SD | N M SD t u p

08:00 21| 30,59| 1,46| 20| 29,78 | 1,63| -1,662 - 0,105
12:00 21| 30,37| 2,32| 21| 30,88| 2,03| 0,764 - 0,450
16:00 21| 31,08 2,12| 21| 31,44 2,27 - -0,377| 0,706
20:00 21| 28,79| 1,83| 21| 30,51 | 2,24| 2,722 - 0,010
24:00 21| 33,03| 2,05| 21| 32,32| 1,55 - -1,799| 0,072
04:00 21| 33,94| 1,05| 21| 33,53| 0,78 - -2,102| 0,036

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgrofRe des
t-Tests, u = PriifgroBe des Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit
(signifikante Werte sind hervorgehoben)
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Hauttemperatur distal FuB3 (° C)
S S
I ]

1

o
|

08:00

12:00

16:00 20:00 24:00 04:00
Uhrzeit

B Jiingere Frauen
N =21

M Altere Frauen
N =21

ABB. 26: PERIPHERE HAUTTEMPERATUR AM FUR (° C) JUNGERER UND ALTERER FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,050

Die Unterschiede der sechs Messwerte im Tagesverlauf sind innerhalb beider Altersgruppen

statistisch hoch signifikant (Friedmantest: jiingere Frauen (N =21): p < 0,001, dltere Frauen

(N =20): p<0,001). Tabelle 23 zeigt, zu welchen Zeitpunkten signifikante Unterschiede

zwischen den Messwerten bei jlingeren und alteren Frauen bestehen. In beiden Altersgruppen

finden sich zahlreiche sehr und hoch signifikante Unterschiede zwischen den Werten der

einzelnen Messzeitpunkte.
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TAB. 23: VERGLEICH DER HAUTTEMPERATURDATEN BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS T-TEST FUR
VERBUNDENEN STICHPROBEN UND WILCOXON-TEST

Jiingere Frauen (N=21)
Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

t/z p t/z p t/z p Z p VA p
12:00 0,554 | 0,586 - - - - - - - -
16:00 -1,375| 0,184| -1,990| 0,060 - - - - - -
20:00 5,961|<0,001| -4,379|<0,001| 6,598 <0,001 - - - -
24:00 -3,563|<0,001| -3,493|<0,001| -2,659| 0,008 | -3,981|<0,001 - -
04:00 -3,981(<0,001| -4,015(<0,001| -3,841(<0,001| -4,015|<0,001| -1,605| 0,108
Altere Frauen (N=21)
Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

t/z p t/z2 p Z p t p t p
12:00 -2,746| 0,013 - - - - - - - -
16:00 -2,950| 0,003| -1,232| 0,218 - - - - - -
20:00 -1,784| 0,090| 0,726| 0,476| -2,347| 0,019 - - - -
24:00 -6,429|<0,001| -3,014| 0,007| -1,234| 0,217| -3,203| 0,004 - -
04:00 -11,102 (<0,001| -5,862|<0,001| -3,285| 0,001| -5,887|<0,001| -3,565| 0,002

N = Probandinnenanzahl, t = PriifgroRe des t-Tests flir verbundene Stichproben,
Z = PriifgroRe des Wilcoxon-Tests (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte
sind hervorgehoben)

HAUTTEMPERATUR — COSINORANALYSE

Vergleicht man die Temperaturdaten der jingeren und alteren Frauen miteinander, zeigen
sich neben dem hoheren Tagesmittel, dem hoheren Maximum und dem niedrigeren Minimum
bei den jlingeren Frauen weitere Unterschiede zwischen den Altersgruppen (Tab. 24). So
traten Minimum und Maximum bei den jlingeren Frauen spater auf als bei den alteren. Zudem
waren Mesor, Amplitude und Akrophase bei den Alteren erniedrigt. Allerdings sind die
Unterschiede zwischen den Altersgruppen ausschlielich beim Maximum (Peak) statistisch

signifikant (Tab. 24).
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TAB. 24: CIRCADIANE MERKMALE DER PERIPHEREN HAUTTEMPERATUR BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN
SOWIE DEREN MITTELWERTVERGLEICHE

Juingere Frauen Altere Frauen Mittelwertvergleiche
Variable N M SD N M SD t u p
T ittel
(oa(g:;esm'tte 21| 30,62 1,73 | 21| 30,92 1,60 | 0569| - 0,572
Maximum | ) | 35 9g 0,62 |21 35,18 0,84 | -3,489| - 0,001
(Peak) (° C)
Uhrzeitdes | ) | 1.6 | 123,659 | 21| 03:15 | 229,389 | - 1,711 | 0,087
Maximums
Minimum
211 2 2,06 |21 2 1,78 | 1 - 2
(Nadin) ( C) 8,09 ,06 8,69 ,78 | 1,006 0,320
Uhrzeitdes | ) | 15,36 | 202,669 | 21| 13:42 | 322,139 | - -1,660 | 0,097
Minimums
Mesor (°C) | 21| 31,94 1,28 | 21| 31,91 1,19 | -0,081| - 0,936
’(A,,”é;"'t“de 21| 2,61 1,20 (20| 2,08 1,07| -1,475| - 0,148
Akrophase
) 21| 03:46| 64,037 |20| 02:54 | 117,90° | -1,738| - 0,093
(Uhrzeit)

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, @ Angabe in Minuten,
t = PrifgroBe des t-Tests, u = PrifgroBe des Mann-Whitney-U-Tests,
p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben)

Im direkten Vergleich der peripheren Hauttemperaturkurven von jlingeren und dlteren Frauen
Uber den Versuchszeitraum ist eine Abflachung der Kurve bei den alteren Frauen deutlich
erkennbar (Abb. 27). Infolgedessen liegen Minima und Maxima naher beieinander als bei den
jungeren Frauen, die einen starker ausgepragten Kurvenverlauf aufweisen. Durch die
Abflachung der Kurve besonders am Abend, entféllt bei der dlteren Gruppe um 20 Uhr das bei
den Jiingeren beobachtete abendliche Minimum, sodass das Minmum der Alteren erst am
Morgen auftritt. Im Gegensatz zur Korperkerntemperatur, lag die mittlere periphere
Hauttemperatur der alteren Frauen zu drei Zeitpunkten — von 12 Uhr bis einschlielRlich 20 Uhr

— Uber der mittleren Temperatur der jiingeren Frauen.
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ABB. 27: CIRCADIANE RHYTHMIK DER PERIPHEREN HAUTTEMPERATUR VON 21 JUNGEREN UND 20 ALTEREN
PROBANDINNEN. Angegeben ist der Mittelwert der jeweiligen Altersgruppe.

7.3.2 HBMALI-GEN, HSODI-GEN UND SOD1-PROTEIN

HBMALI

Die mRNA-Konzentration wurde mittels gRT-PCR bestimmt und mit dem Haushaltsgen h36B4
ins Verhaltnis gesetzt. Fir das Uhrengen hBmall zeigt die mRNA-Konzentration eine
tageszeitliche Rhythmik (Tab. 25, Abb. 28). Beide Altersgruppen haben im Mittel niedrige
Werte am Morgen, ein kleines Zwischenhoch am Mittag (jingere Probandinnen) bzw.
Nachmittag (dltere Probandinnen) und einen klaren Anstieg zum Peak in der Nacht. Bei beiden
Altersgruppen liegt das Maximum um 04 Uhr nachts und das Minimum um 08 Uhr morgens.
Zu allen Zeitpunkten liegt die hBmall-mRNA-Konzentration bei den alteren Frauen hoher als
bei den jlingeren (Tab. 25, Abb. 28). Dabei sind die Unterschiede zwischen den beiden

Altersgruppen um 08 (p = 0,045) sowie um 16 Uhr (p = 0,024) statistisch signifikant.
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TAB. 25: HBMAL1/H36B4-RATIO (GEN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

ERGEBNISSE

Juingere Frauen Altere Frauen Mittelwertvergleiche
Uhrzeit N M SD N M SD t u p
08:00 12 0,78 0,48| 15 1,29 0,86 - -2,001 0,045
12:00 10 1,33 0,91 13 1,36 1,02 - -0,124 0,901
16:00 7 0,80 0,46| 13 1,72 0,82 - -2,258 0,024
20:00 7 1,37 0,61 11 1,61 0,85 0,701 - 0,494
24:00 8 2,09 1,22 14 2,61 1,04 1,016 - 0,328
04:00 14 2,31 2,08 17 3,35 2,01 - -1,954 0,052

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgrofRe des

t-Tests, u = PriifgroBe des Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit
(signifikante Werte sind hervorgehoben)

6,0

50

hBmal1/h36B4-Ratio (Gen)

1

ABB. 28: HBMAL1/H36B4-RATIO (GEN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind

08:00

12:00

16:00
Uhrzeit

20:00

24:00

04:00

Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,050

Im Tagesverlauf sind die Unterschiede

M Jiingere Frauen
M Altere Frauen

innerhalb der Altersgruppen zwischen den

Messzeitpunkten signifikant verschieden (Tab. 26). Bei den jlingeren Frauen bestehen im

Tagesverlauf signifikante Unterschiede zwischen der hBmall-Expression um 08 und 04 Uhr

(Wilcoxon: p = 0,008) sowie zwischen den Werten um 16 Uhr und 20 (Wilcoxon: p = 0,028)

bzw. 04 (Wilcoxon: p =0,043) Uhr. In der alteren Gruppe bestehen teils sehr signifikante

Unterschiede zwischen der Uhrengenexpression um 08 Uhr und 16 (Wilcoxon: p =0,028),

24 (Wilcoxon: p = 0,005) und 04 (Wilcoxon: p = 0,005) Uhr. Die Unterschiede bei den alteren
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zwischen 12 Uhr und 24 (Wilcoxon: p =0,003) sowie 04 (Wilcoxon: p =0,002) Uhr sind

ebenfalls sehr signifikant.

TAB. 26: VERGLEICH DER HBMALI-RATIOS BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS T-TEST FUR
VERBUNDENEN STICHPROBEN UND WILCOXON-TEST

Juingere Frauen

Ser;:- 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 2

N Z p N Z p N Z p N t/Z p Z p
12:00 8| -1,540| 0,123| - - - - - - - - - - -
16:00 41 -0,730| 0,465 6| -1,782| 0,075| - - - - - - - -
20:00 41 -1,826| 0,068 5| -0,405| 0,686 6| -2,201| 0,028 | - - - - -
24:00 6| -1,787| 0,074 5] -0,405| 0,686 3| -1,604| 0,109 2| -0,659| 0,629 - -
04:00 9| -2,668| 0,008 8| -1,893| 0,058 7| -2,028 | 0,043 7| -0,169| 0,866| -1,014| 0,310

Altere Frauen

Uhr-

Jeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

N z p N z p N t p N t p t p

12:00 | 13| -0,392| 0,695 - - - - - - - - - - -

16:00 | 12| -2,197| 0,028 | 11| -1,646| 0,100 | - - - - - - - -

20:00 | 10| -0,866| 0,386| 9| -1,244| 0,214| 11| 0,655| 0,527 | - - - - -

24:00 | 13| -2,797| 0,005| 11| -2,934| 0,003 | 10| -2,782| 0,021 | 10| -2,491| 0,034 - -

04:00 | 14| -2,794| 0,005| 12| -3,059| 0,002 | 11| -3,060| 0,012 9| -3,057| 0,016 | -0,545| 0,596

N = Probandinnenanzahl, t = PriifgroRe des t-Tests fiir verbundene Stichproben, Z = PriifgroRe des Wilcoxon-
Tests (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben), ? N =7, 2 N = 13

HSoD1

Die mRNA fiir die antioxidative SOD1 variiert Gber den Tagesverlauf. Die niedrigsten hSod1-
mRNA-Konzentrationen werden bei beiden Altersgruppen um 08 Uhr morgens detektiert
(Tab. 27, Abb. 29). Bei den jingeren Probandinnen ist ab morgens ein kontinuierlicher Anstieg
bis zum Peak in der Nacht zu beobachten. Bei den Alteren tritt am Nachmittag ein
Zwischenhoch auf, das bis 20 Uhr wieder abklingt, gefolgt von einem erneuten Anstieg bis
24 Uhr. Die groRRte Menge an hSod1-mRNA wird bei beiden Altersgruppen nachts
nachgewiesen. Das Maximum liegt bei den dlteren Probandinnen bei 24 Uhr. Bei den Jingeren
werden gleich hohe Konzentrationen um 24 und 04 Uhr gemessen, sodass der Peak vermutlich
zwischen diesen beiden Zeitpunkten liegt. Zu allen Zeitpunkten — auRer um 20 Uhr — ist die
Konzentration an hSod1-mRNA bei den alteren Frauen im Mittel héher als bei den jingeren
(Tab. 27, Abb. 29). Diese Unterschiede zwischen den Altersgruppen sind jedoch statistisch
nicht signifikant (Tab. 27).
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TAB. 27: HS0D1/H36B4-RATIO (GEN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

ERGEBNISSE

Juingere Frauen Altere Frauen Mittelwertvergleiche
Uhrzeit | N M SD N M SD t u p
08:00 15 0,79 0,73 15 0,87 0,50 - -0,954 0,340
12:00 14 0,81 0,43| 11 1,01 0,56 - -1,013 0,311
16:00 8 1,14 0,66 14 1,70 0,79 1,772 - 0,094
20:00 10 1,32 0,67| 11 1,28 0,38| -0,147 - 0,885
24:00 9 1,73 0,71| 14 3,19 2,45 - -1,701 0,089
04:00 13 1,73 1,03 17 2,17 1,03 1,146 - 0,262

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = PriifgrofRe des

t-Tests, u = PriifgroBe des Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit

o
o

-
o

hSod1/h36B4-Ratio (Gen)
N ow
o o

—
Q@

08:00

12:00

Uhrzeit

16:00 20:00 24:00 04:00

B Jiingere Frauen
B Altere Frauen

ABB. 29: HSOD1/H36B4-RATIO (GEN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind Mittelwerte
und Standardabweichungen.

Betrachtet man den eingangs bereits beschriebenen Tagesverlauf der hSod1-Konzentration

innerhalb der beiden Altergruppen und prift diesen auf Unterschiede, lassen sich zu

verschiedenen Uhrzeiten statistisch signifikante Unterschiede beobachten (Tab. 28). Bei den

jungeren Frauen unterscheiden sich die Messwerte zwischen 12 und 16, 20, 24 und 04 Uhr

signifikant voneinander. In der dlteren Gruppe bestehen signifikante Unterschiede zwischen

der hSodl-Expression um 08 Uhr und um 16, 20 und 04 Uhr. Signifikante Unterschiede

bestehen zudem zwischen 12 Uhr und 16, 24 sowie 04 Uhr. Dasselbe gilt flir die Werte
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zwischen 24 Uhr und 04 Uhr. Auch zwischen 20 und 04 Uhr besteht ein signifikanter

Unterschied bei den Alteren.

TAB. 28: VERGLEICH DER HSOD1-RATIOS BEIJUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS T-TEST FUR
VERBUNDENEN STICHPROBEN UND WILCOXON-TEST

Juingere Frauen

Uhr-
zeit

08:00 12:00 16:00 20:00 24:00?)

N t/2 p N t p N t p N t p t p
12:00| 13| -0,105| 0,917 | - - - - - - - - - - -
16:00| 7| -0,507| 0,612| 8| -2,373|0,049 | - - - - - - - -
2000 9| -1,362| 0,173| 9| -2,016|0,079| 8| -0,588 0,575 - - - - -
24:00| 8| -1,260| 0,208| 8| -3,264|0,014| 6| -1,260|0,263| 6| -1,768|0,137 - -

04:00|11| -1,689| 0,091|10| -2,381|0,041| 7| -1,106|0,311| 8| -1,214|0,264| 0,205| 0,843
Altere Frauen

Uhr-
zeit

08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 )

N| t/z p N Z p N| t/z p N t/Z p Z p
12:00| 11| -0,978| 0,328 | - - - - - - - - - - -
16:00| 13| -3,608| 0,004 | 11| -2,312|0,021| - - - - - - - -
20:00|10| -2,568| 0,030 8| -1,540(0,123|10| 1,969|0,080| - - - - -
24:00| 13| -3,111| 0,002 | 11| -2,845|0,004 13| -0,574|0,566|11| -0,713 0,476 - -

04:00|15| -5,699 |<0,001 | 11| -2,756 (0,006 | 13| -2,074 (0,060 | 11| -2,539|0,029 | -2,068| 0,039

N = Probandinnenanzahl, t = PriifgroRe des t-Tests fiir verbundene Stichproben, Z = PriifgroRe des Wilcoxon-
Tests (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben), N =8, N = 14

SOD1-PROTEIN

Die Konzentration des SOD1-Proteins zeigte eine ausgepragte circadiane Rhythmik mit einem
Minimum am Nachmittag/Abend und einem Maximum in der Nacht/am Morgen (Tab. 29,
Abb. 30). Bei den jiingeren Probandinnen liegt das Minimum zwischen 16 und 20 Uhr und das
Maximum um 04 Uhr. In der alteren Gruppe liegt das Minimum um 20 Uhr abends und das
Maximum um 08 Uhr morgens. Im Verlauf des Versuchstages sinkt die Proteinkonzentration
bei beiden Altersgruppen zum Nachmittag ab und steigt zur Nacht hin an. Es ist zu beobachten,
dass die SOD1-Protein-Konzentrationen der dlteren Probandinnen morgens, vormittags und
nachmittags iber den Konzentrationswerten der jingeren Probandinnen liegen, sich zum
Abend hin angleichen und nachts die Konzentrationen der jlingeren unterschreiten (Tab. 29,

Abb. 30). Die Unterschiede zwischen den Altersgruppen sind zu keinem Zeitpunkt statistisch
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signifikant (Tab. 29). Zu beobachten sind hohe interindividuelle Unterschiede, die in groRen
Standardabweichungen zum Ausdruck kommen.

TAB. 29: SOD1/R-AKTIN-RATIO (PROTEIN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN SOWIE DEREN
MITTELWERTVERGLEICHE

Jung(el\:zzF 1r)auen AIte(:\cle=F2r1a)uen Mittelwertvergleiche
Uhrzeit M SD M SD u p
08:00 0,45 0,24 0,75 0,76 -0,365 0,715
12:00 0,28 0,18 0,32 0,26 -0,013 0,990
16:00 0,28 0,18 0,29 0,22 -0,088 0,930
20:00 0,28 0,25 0,28 0,22 -0,063 0,950
24:00 0,41 0,41 0,35 0,30 -0,566 0,571
04:00 0,59 0,43 0,52 0,44 -0,767 0,443

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, u = PriifgroRe des
Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit

B Jiingere Frauen

1,5 N = 21
B Altere Frauen
N =21

SOD1/R-Aktin-Ratio (Protein)

I | | I | I
08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00
Uhrzeit

ABB. 30: SOD1/R-AKTIN-RATIO (PROTEIN) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen.

Die Unterschiede der SOD1-Konzentrationen im Tagesverlauf sind sowohl in der
Gesamtgruppe (p < 0,001) als auch bei den jlingeren (p <0,001) und bei den alteren Frauen
(p =0,001) statistisch hoch bzw. sehr signifikant (Friedmantest). Tabelle 30 zeigt, zwischen

welchen Uhrzeiten signifikante Unterschiede bestehen.
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TAB. 30: VERGLEICH DER SOD1-PROTEINKONZENTRATION BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS
WILCOXON-TEST

Jiingere Frauen (N=21)

Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

Z p Z P Z p Z P Z P

12:00 |-2,659| 0,008 - - - - - - - -

16:00 |-2,485| 0,013| -1,752| 0,080 - - - - - -

20:00 |-2,902| 0,004| -1,838| 0,066| -0,295| 0,768 - - - -

24:00 |-1,269| 0,205| -2,240| 0,025| -1,477| 0,140| -2,346| 0,019 - -

04:00 |-1,303| 0,192| -1,886| 0,059| -3,736| <0,001| -3,736| <0,001| -1,686| 0,092

Altere Frauen (N=21)

Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

Z p Z P Z P Z P JA P

12:00 |-3,736| <0,001 - - - - - - - -

16:00 |-3,041| 0,002 | -2,312| 0,021 - - - - - -

20:00 |-3,319| 0,001 -1,540| 0,123| -0,122| 0,903 - - - -

24:00 |-2,763| 0,006| -2,845| 0,004| -0,574| 0,566| -0,713| 0,467 - -

04:00 |-1,686| 0,092| -2,756| 0,006| -2,068| 0,039| -2,416| 0,016 -2,068| 0,039

N = Probandinnenanzahl, Z = PrifgrofRe des Wilcoxon-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit
(signifikante Werte sind hervorgehoben)

7.3.3 OXIDATIVER STRESS UND MELATONIN

OXIDATIVER STRESS

Die Konzentration an OS verandert sich im Laufe des Tages (Tab. 31, Abb. 31). Hierbei nimmt
der OS im Tagesverlauf von 08 Uhr morgens bis 20 Uhr abends bei jingeren und alteren
Probandinnen kontinuierlich ab. Bei den dlteren Probandinnen liegt der OS um 08 Uhr
morgens im Mittel bei 12.188 +5.526 pg/mL und sinkt bis 20 Uhr im Mittel auf
7.006 + 2.480 pg/mL. Bei den Jingeren betragt die mittlere OS-Konzentration um 08 Uhr
9.477 +9.181 pg/mL und nimmt bis um 20 Uhr auf 4.843 + 1.593 pg/mL ab (Tab. 31, Abb. 31).
Die hohen Standardabweichungen zeigen eine sehr groRe interindividuelle Variabilitat zu den
einzelnen Uhrzeiten. Ganz besonders groR ist die Variabilitdit zwischen den jlngeren
Probandinnen um 08 Uhr morgens. Das Absinken der Werte (iber den Tag beschreibt die
ebenfalls grofRen intraindividuellen Schwankungen im Tagesverlauf. Dabei liegen die Werte
der alteren Probandinnen zu jedem Messzeitpunkt signifikant (iber den Werten der jlingeren

(Tab. 31).
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TAB. 31: OXIDATIVER STRESS: 8-HYDROXY-2'-DEOXYGUANOSIN (PG/ML) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN
SOWIE DEREN MITTELWERTVERGLEICHE

Jiingere Frauen (N=21)| Altere Frauen (N=21) Mittelwertvergleiche
Uhrzeit M SD M SD t u p
08:00 9477,0 9180,6 12188,0 5526,0 - -2,578| 0,010
12:00 6557,9 2874,4 8926,9 3411,2| 2,434 - 0,020
16:00 5680,2 2876,0 8552,5 3299,7 - -2,805| 0,005
20:00 4842,7 1593,0 7006,2 2480,3| 3,363 - 0,002

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, t = Priifgrof3e des

t-Tests, u = PrifgroRe des Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit

(signifikante Werte sind hervorgehoben)

20.000

Oxidativer Stress: 8-Hydroxy-2'-
Deoxyguanosin (pg/mL)

08:00

12:00
Uhrzeit

16:00

20:00

B Jiingere Frauen

N=21

M Altere Frauen

N=21

ABB. 31: OXIDATIVER STRESS: 8-HYDROXY-2'-DEOXYGUANOSIN (PG/ML) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen. * p < 0,050, ** p < 0,010

Die Abnahme der Werte im Tagesverlauf ist sowohl in der Gesamtgruppe, wie auch in den

beiden Altersgruppen statistisch hoch signifikant (Friedmanteste: p < 0,001). Tabelle 32 zeigt,

zu welchen Zeitpunkten signifikante Unterschiede bestehen.
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TAB. 32: VERGLEICH DER OXIDATIVEN STRESS-KONZENTRATION BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS T-
TEST FUR VERBUNDENEN STICHPROBEN UND WILCOXON-TEST

Jiingere Frauen (N=21)
Uhrzeit 08:00 12:00 16:00

VA p t/z p Z p
12:00 -3,493 [ <0,001 - - - -
16:00 -3,597(<0,001| -2,416| 0,016 - -
20:00 -4,015(<0,001| 4,245|<0,001| -1,894| 0,058
Altere Frauen (N=21)

Uhrzeit 08:00 12:00 16:00

t p t p t p
12:00 4,2431<0,001| - - - -
16:00 3,574| 0,002| 0,693| 0,496| - -
20:00 4,903 |<0,001| 3,866| 0,001| 3,118 0,005

N = Probandinnenanzahl, t = PriifgrofRe des t-Tests flr verbundene Stichproben,
Z = PriifgroRe des Wilcoxon-Tests (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte
sind hervorgehoben)

MELATONIN

Die Melatoninkonzentration folgt einer circadianen Rhythmik (Tab. 33, Abb. 32). Nach einem
vormittaglichen Konzentrationsabfall liegen die Werte bis abends im Mittel bei unter 1 pg/mL.
Vor 24 Uhr nachts setzt ein starker Anstieg des Nachthormons ein. Das Maximum liegt bei den
Jingeren um 04 Uhr nachts und betragt 6,84 + 5,91 pg/mL. Bei den alteren Frauen liegt der
Peak um 24 Uhr nachts und betragt im Mittel 8,78 + 6,19 pg/mL. Nur um 08 Uhr morgens ist
das Melatonin bei den jlingeren Probandinnen héher konzentriert als bei den alteren. Zu allen
anderen Messzeitpunkten liegt die Konzentration bei den Alteren héher (Tab. 33, Abb. 32).
Die Unterschiede zwischen den Altersgruppen sind ausschlieBlich zum Messzeitpunkt um
20 Uhr (u=-2,507, p =0,012) statistisch signifikant (Tab. 33). Insgesamt werden in beiden
Altersgruppen zu allen Messzeitpunkten hohe interindividuelle Variabilitaten verzeichnet, die

durch die groRBen Standardabweichungen reprasentiert werden.
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Jiingere Frauen (N=21) | Altere Frauen (N=21) | Mittelwertvergleiche
Uhrzeit M SD M SD u p
08:00 3,03 3,75 2,70 2,212 -0,563 0,574
12:00 0,57 0,68 0,87 0,89 -1,152 0,249
16:00 0,37 0,64 0,64 0,59 -1,869 0,062
20:00 0,60 0,99 1,00 0,76 -2,507 0,012
24:00 5,91 5,57 8,78 6,19 -1,698 0,090
04:00 6,84 5,91 8,47 4,33 -1,497 0,134

N = Probandinnenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, @ N = 20, u = PriifgroRe
des Mann-Whitney-U-Tests, p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind
hervorgehoben)

—_
(&)}

1

—_
o

Melatonin-Konzentration (pg/mL)
(@]

[ I | [ [ [
08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00
Uhrzeit

B Jiingere Frauen

N=21
B Altere Frauen
N =21

ABB. 32: MELATONIN-KONZENTRATION (PG/ML) BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichung. * p < 0,050

Die Melatoninkonzentrationen unterscheiden sich im Tagesverlauf lber die verschiedenen

Messzeitpunkte innerhalb beider Altersgruppen signifikant voneinander (Friedman-Test:

p < 0,001). Hoch signifikante Unterschiede (p-Werte < 0,001) finden sich bei den Jlingeren

sowie den Alteren zwischen zahlreichen Zeitpunkten {iber den Tag (Tab. 34).
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TAB. 34: VERGLEICH DER MELATONIN-KONZENTRATION BEI JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN MITTELS
WILCOXON-TEST

Jiingere Frauen (N = 21)

Uhrzeit 08:00 12:00 16:00 20:00 24:00

VA p VA p Z p VA p VA P

12:00 -3,432| 0,001 - - - - - - - -

16:00 -3,516(<0,001| -1,569| 0,117 - - - - - -

20:00 -2,911| 0,004, -0,094| 0,925| -1,334| 0,182 - - - -

24:00 -2,352| 0,019, -3,920|<0,001| -3,920(<0,001| -3,920|<0,001 - -

04:00 -2,277| 0,023| -3,980|<0,001| -3,920|<0,001| -3,920|<0,001| -1,512| 0,131

Altere Frauen (N = 21)

Uhrzeit 08:00 ? 12:00 16:00 20:00 24:00

VA p VA p VA p VA p z P

12:00 -3,621(<0,001 - - - - - - - -

16:00 -3,461| 0,001| -1,590| 0,112 - - - - - -

20:00 -3,220| 0,001| -0,989| 0,322| -1,717| 0,086 - - - -

24:00 -3,920|<0,001| -4,015|<0,001| -4,015|<0,001| -4,015|<0,001 - -

04:00 -3,290|<0,001| -4,015|<0,001| -4,015|<0,001| -4,015|<0,001| -0,191| 0,848

N = Probandinnenanzahl, @ N = 20, Z = PriifgroRe des Wilcoxon-Tests,
p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben)

/7.4 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN MERKMALEN

7.4.1 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN GEN- UND PROTEINEXPRESSION

HBMAL1 — HSoD1

Das Uhrengenprotein BMALL bindet als TF an E-Box-Elemente und ermdéglicht dadurch die
Transkription Uhrengen-kontrollierter Gene. Das hSod1-Gen enthalt eine solche E-Box im
regulatorischen Promotorelement. Deshalb sollte geprift werden, ob es einen
Zusammenhang zwischen den Transkriptkonzentrationen der Gene hBmall und hSod1 gibt.
Da untersucht werden sollte, ob beim Menschen iberhaupt ein Zusammenhang zwischen den
beiden genannten Genen besteht und die Gesamtgruppe die doppelte Anzahl an
Probandinnen enthalt, wurden die Korrelationsanalysen zuerst mit der Gesamtgruppe
durchgefiihrt und erst im Anschluss mit den beiden einzelnen Altersgruppen. Die
Korrelationsanalysen nach Pearson und Spearman (in Abhangigkeit von einer
Normalverteilung der Daten) ergeben, dass positive Zusammenhange zwischen den mRNA-
Konzentrationen des Uhrengens hBmall und des Gens fiir die SOD1 bestehen, wenn alle

dlteren und jlingeren Probandinnen, von denen Daten vorliegen, eingeschlossen werden
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(Anhang A16.1). Zu vier der sechs Messzeitpunkte (08, 12, 20 und 24 Uhr) findet sich eine
starke Effektstarke (nach Cohen 1992) des Korrelationskoeeffizienten und zu zwei Zeitpunkten
eine mittlere Effektstarke (16 und 04 Uhr) (Tab. 35). Die Zusammenhange sind dabei zu funf
Messzeitpunkten statistisch signifikant, wovon drei hoch- und sehr signifikant sind (08, 12 und
24 Uhr). Abbildung 33 zeigt die Zusammenhdnge zwischen den beiden Genen in der

Gesamtgruppe.

TAB. 35: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN HBMALI-GEN UND HSOD1-GEN (SPEARMAN-RHO
UND PEARSON)

08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00
Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr
rs/r 0,701 0,629 0,388 0,536 0,619 0,465
p <0,001 0,002 0,091 0,027 0,005 0,011
N 25 21 20 17 19 29

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho (schwarz), r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben),
N = Probandinnenanzahl

® hBmal1 — 08 Uhr
hSod71 — 08 Uhr
N=25

® hBmal1 — 12 Uhr
hSod1 - 12 Uhr
N =21

® hBmal1 — 20 Uhr
hSod71 - 20 Uhr
N=17
hBmal1 — 24 Uhr
hSod?1 — 24 Uhr
N=19

® hBmal1 — 04 Uhr
hSod1 — 04 Uhr
N =29

hBmal1/h36B4-Ratio (Gen)

T T T T T T

0 2 4 6 8 10
hSod1/h36B4-Ratio (Gen)

ABB. 33: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN HBMALI-GEN UND HSOD1-GEN. Die graue
Regressionsgerade ist durch einen einzelnen hohen hSod1-Ratio-Wert stark abgeflacht,
wahrend alle anderen Werte einen starken Zusammenhang anzeigen.

Bei der getrennten Betrachtung beider Altersgruppen, bestehen bei den alteren Frauen
zwischen hBmall- und hSod1-mRNA positive Korrelationen zu allen Messzeitpunkten. Die

Effektstarke des Korrelationskoeffizienten ist dabei zu vier Zeitpunkten stark (08, 12, 20 und
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04 Uhr) (Tab. 36). Die Zusammenhange zwischen den beiden Genen sind zu zwei Zeitpunkten
signifikant (08 und 04 Uhr, Abb. 34A), wobei die Korrelation um 08 Uhr morgens hoch
signifikant ist (Tab. 36, A16.2).

Auch die jlingeren Frauen zeigen zu allen Zeitpunkten positive Korrelationen zwischen der
Menge an mRNA fiir das hBmall- und das hSod1-Gen. Von diesen Korrelationen zeigen vier
eine starke Effektstarke (08, 12, 20 und 24 Uhr) (Tab. 36, A16.2). Die Zusammenhange sind zu
zwei Zeitpunkten (12 und 24 Uhr) signfikant (Tab. 36 und Abb. 34B).

TAB. 36: KORRELATIONEN NACH ALTERSGRUPPEN ZWISCHEN HBMALI-GEN UND HSOD1-GEN (SPEARMAN-RHO
UND PEARSON)

08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00

Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr

Altere rs/r 0,837 0,579 0,124 0,564 0,371 0,609
Frauen | p <0,001 0,062 0,687 0,090 0,236 0,012
N 14 11 13 10 12 16
Jingere | rs/r 0,579 0,809 0,286 0,710 0,773 0,324
Frauen | p 0,062 0,005 0,535 0,074 0,041 0,280
N 11 10 7 7 7 13

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho (schwarz), r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben),
N = Probandinnenanzahl

® hBmal1 — 12 Uhr
hSod7 —12 Uhr
N=10

@ hBmal1 - 08 Unhr
hSod1 — 08 Uhr
N=14

-
o
T

o]
T

® hBmal1 — 04 Uhr
hSod1 — 04 Uhr
N=16

® hBmal1 - 24 Uhr
hSod1 - 24 Uhr
N=7

hBmal1/36B4-Ratio (Gen) >
hBmal1/h36B4-Ratio (Gen) w

o 2 4 6 & 10 o 2 4 6 8 10
hSod1/36B4-Ratio (Gen) hSod1/h36B4-Ratio (Gen)

ABB. 34: KORRELATIONEN ALTERER (A) UND JUNGERER (B) FRAUEN ZWISCHEN HBMALI-GEN UND HSOD1-GEN
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HSop1 —S0OD1

Um zu untersuchen, ob es beim Menschen generell Zusammenhange zwischen der hSod1-
MRNA- und der SOD1-Proteinkonzentration gibt, wurde zuerst die Gesamtgruppe auf
Unterschiede getestet. In der Gesamtgruppe gibt es zu den einzelnen Uhrzeiten negative (08,
12, 16 und 20 Uhr) und positive (24 und 04 Uhr) Zusammenhange. Die Effektstarke ist dabei
zu vier Zeitpunkten schwach (08, 16, 24 und 04 Uhr) (Tab. 37). Zu keinem Messzeitpunkt
besteht in der Gesamtgruppe ein signifikanter Zusammenhang zwischen der hSod1-mRNA und
dem SOD1-Protein (Tab. 37, A16.3). Zwischen der Genexpression um 24 Uhr und der
Proteinkonzentration um 04 Uhr nachts besteht ein negativer Zusammenhang. Der
Korrelationskoeffizient zeigt eine starke Effektstarke (N = 23, rs =-0,532). Diese Korrelation ist
sehr signifikant (N =23, p =0,009) und ist der einzige signifikante Zusammenhang zwischen

Gen und Protein (Anhang A16.3).

TAB. 37: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN HSOD1-GEN UND SOD1-PROTEIN (SPEARMAN-
RHO)

08:00 12:00 16:00 20:00 24:00 04:00
Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr
rs -0,109 -0,094 -0,248 -0,077 0,132 0,196
p 0,565 0,655 0,266 0,739 0,548 0,299
N 30 25 22 21 23 30

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
N = Probandinnenanzahl

Die jliingeren Probandinnen zeigen sowohl positive als auch negative Korrelationen zwischen
Gen- und Proteinkonzentration. Die Effektstarken sind dabei iberwiegend schwach und mittel
ausgepragt (Anhang A16.4). Eine starke Effektstarke findet sich um 24 Uhr (N =9, rs = 0,703).
Der Zusammenhang zwischen hSod1-Gen und SOD1-Protein ist zu diesem Zeitpunkt signifikant
(N =9, p=0,035). Weitere signifikante Zusammenhange gibt es zwischen diesen Variablen bei
den jungen Fauen nicht. Auch bei den alteren Frauen zeigen positive wie negative
Zusammenhadnge mit meist schwacher bis mittlerer Effektstarke. Starke Effekte finden sich
zwischen der Genexpression um 24 Uhr und der Proteinexpression um 12 Uhr mittags (N = 14,
rs =-0,657, p=0,011) sowie zwischen der Genexpression um 24 Uhr und der Protein-
expression um 04 Uhr nachts (N =14, rs =-0,723, p = 0,003). Diese beiden Zusammenhange

sind die einzigen beiden signifikanten bei den alteren Frauen (Anhang A16.4).
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Um zu untersuchen, ob eine hohe Proteinkonzentration zu einem Zeitpunkt mit ebenfalls
hohen SOD1-Proteinkonzentrationen zu anderen Zeitpunkten zusammenhangt, wurden die
SOD1-Konzentrationen sowohl in der Gesamtgruppe als auch in den beiden einzelnen
Altersgruppen auf Zusammenhange gepriift. Die Korrelationen zwischen den einzelnen
Messzeiten sind alle positiv. Die Effektstarke von r/rs ist durchgangig mittel oder stark. Dabei
finden sich signifikante bis hoch signifikante Zusammenhange zwischen den Protein-
konzentrationen untereinander zu den verschiedenen Zeitpunkten. Dies gilt sowohl fir die
Gesamtgruppe als auch fiir die jlingeren und alteren Probandinnen unabhangig voneinander

(Anhang A16.5 und A16.6).

7.4.2 ZUSAMMENHANGE VON OXIDATIVEM STRESS UND MELATONIN MIT HBMALI, HSODI UND
SOD1

Um zu untersuchen, welche Art von Beziehungen zwischen OS und Melatonin untereinander
sowie mit anderen Variablen, deren circadiane Rhythmik gezeigt wurde, bestehen, wurden
diverse Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Deren Ergebnisse werden im Folgenden

vorgestellt.

OXIDATIVER STRESS

Die oxidativen Stresswerte zeigen untereinander positive Zusammenhange mit durchgangig
starken Effektstarken (N =42, rs = 0,692 bis rs = 0,924) (Anhang A16.7). In der Gesamtgruppe
sind alle OS-Werte untereinander hoch signifikant korreliert (N = 42, p < 0,001). Das bedeutet,
Probandinnen mit einem hohen OS-Wert zu einem Zeitpunkt haben in der Regel auch zu den
anderen Zeitpunkten sehr hohe OS-Werte. Dies lasst sich ebenso fiir jiingere und dltere Frauen
beobachten: durchgangig positive Zusammenhange der OS-Werte untereinander bei starken
Effektstarken (Anhang A16.8). Die Zusammenhange sind dabei alle in beiden Altersgruppen

signifikant.

OS — HBMALI: Zwischen dem OS und dem hBmall-Gen sind positive wie negative

Zusammenhange zu beobachten. Diese weisen eine meist schwache Effektstarke auf. Die
einzige mittlere Effektstarke besteht in der Gesamtgruppe zwischen der morgendlich hohen
hBmall-Konzentration und einer hohen 0OS-Konzentration um 16 Uhr (N =27, r=0,388).
Dieser Zusammenhang ist statistisch signifikant (p = 0,046). Zu keinem anderen Zeitpunkt in
der Gesamtgruppe sowie zu keinem Zeitpunkt bei den jliingeren und alteren Frauen bestehen

signifikante Korrelationen (Anhang A16.9 und A16.10).
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OS — HSop1/SOD1: Da das hSod1-Gen bzw. das SOD1-Protein den OS direkt beeinflusst,

indem es selbigem entgegenwirkt, wurden diese Variablen auf Korrelationen geprift (Anhang
A16.11-16.14). Zwischen dem OS und dem hSod1-Gen bzw. dem SOD1-Protein bestehen
positive wie negative Zusammenhange, die jedoch wenn Uberhaupt nur eine schwache
Effektstarke zeigen. Zu keinem Zeitpunkt bestehen signifikante Zusammenhange. Dies gilt

sowohl flir die Gesamtgruppe als auch fiir die jlingere und dltere Gruppe.

OS — MELATONIN: Der OS wurde auf Zusammenhdnge mit Melatonin untersucht (A16.15 und

A16.16), das dem OS Uber zwei Mechanismen entgegenwirkt, indem es einerseits selbst als
Antioxidans wirkt und andererseits die Menge an SOD1-Protein steigern kann. In der
Gesamtgruppe bestehen zwischen dem OS und Melatonin positive wie negative
Zusammenhadnge. Diese zeigen eine mittlere Effektstarke zwischen der mittleren
Melatoninkonzentration um 16 Uhr und den OS-Werten um 08 Uhr (N =42, rs=0,329,
p =0,034) und 20 Uhr (N =42, rs = 0,355, p =0,021). Die Korrelationen sind dabei zu beiden

Zeitpunkten signifikant.

Die jlingeren Frauen zeigen positive und negative Zusammenhange, von denen einige eine
mittlere Effektstarke aufweisen (A16.16). Signifikant positive Korrelationen finden sich
zwischen der Melatoninkonzentration um 08 Uhr morgens und den mittleren OS-Werten um

08 Uhr (N =21, rs =0,495, p=0,022) und 12 Uhr (N = 21, rs = 0,437, p = 0,048).

Bei den alteren Frauen Uberwiegen die negativen Zusammenhange, jedoch finden sich auch
positive (A16.16). Die Effektstarke ist groBtenteils gering und nur zu wenigen Zeitpunkten zeigt
sich eine mittlere Effektstarke. Solche mittleren Effektstarken finden sich zwischen dem
mittleren OS-Wert um 16 Uhr und der Melatoninkonzentration um 12 Uhr (N = 21, rs =-0,331,
p=0,143) sowie zwischen dem mittleren OS-Wert um 20Uhr und der
Melatoninkonzentration um 08 Uhr (N =20, rs=-0,325, p=0,162). Weitere mittlere
Effektstarken in Kombination mit signifikanten Zusammenhange finden sich bei den alteren
Frauen zwischen dem mittleren OS-Wert um 12 Uhr und der Melatoninkonzentration um
24 Uhr (N =21, rs =-0,479, p = 0,028) sowie zwischen der OS-Konzentration um 16 Uhr und
den Melatoninkonzentrationen um 24 Uhr (N =21, rs=-0,470, p =0,032) und um 04 Uhr
(N=21,rs=-0,477, p =0,029).
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MELATONIN

MELATONIN-HBMALL: BMALL1 konnte als wichtiger Regulator der negativen

Rickkopplungsschleife fiir den Schlaf-Wach-Rhythmus das Nachthormon Melatonin
beeinflussen. Zugleich kommt Melatonin auch als Regulator von Uhrengenen in Betracht.
Deshalb wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der hBmall-mRNA-
Konzentration und der Melatoninkonzentration zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten
besteht. In der Gesamtgruppe sind die meisten Zusammenhange zwischen hBmall-mRNA und
Melatoninkonzentration positiv. Die Effektstarken sind teils stark (Tab. 38) und zu etlichen
Zeitpunkten konnen signifikante Korrelationen beobachtet werden. In der Gesamtgruppe
(N =31) bestehen solch (sehr) signifikant positive Zusammenhange zwischen der hBmall-
Genexpression um 04 Uhr und der Melatoninkonzentration um 08 Uhr (rs = 0,508, p = 0,003),
12 Uhr (rs = 0,541, p = 0,002), 20 Uhr (rs = 0,356, p = 0,049), 24 Uhr (rs = 0,409, p = 0,022)
(Abb. 35) sowie der mittleren Melatoninkonzentration lber den Tag (rs = 0,410, p = 0,022).
Dies bedeutet, je hoher die hBmall-Genexpression um 04 Uhr morgens, die zu diesem
Zeitpunkt im Mittel ihr Maximum erreicht, umso héher ist auch die Melatoninkonzentration
zu den beschriebenen Zeitpunkten. Weitere signifikant positive Korrelationen finden sich
zwischen der hBmall-Expression um 12 Uhr (N = 23) und den Melatoninkonzentrationen um
08 Uhr (rs = 0,454, p = 0,030), 12 Uhr (rs = 0,500, p = 0,015) und 24 Uhr (rs = 0,437, p = 0,037).
Hinzu kommen signifikant positive Korrelationen zwischen der hBmal1-Expression um 16 Uhr
und der Melatoninkonzentration um 20 Uhr (N = 20, rs = 0,547, p = 0,013) sowie zwischen der
hBmall-Expression um 20 Uhr und der Melatoninkonzentration um 16 Uhr (N =18, rs = 0,509,
p =0,031).
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TAB. 38: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN MELATONINKONZENTRATION UND HBMALI-GEN

(SPEARMAN-RHO)

hBmall/h36B4-Ratio (Gen)
08:00 | 12:00 | 16:00 | 20:00 | 24:00 | 04:00 | Mittel-
Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr wertP
Melatonin- 08:00 rs| 0,002 0,454| 0,080| 0,264| -0,094| 0,508| -0,195
Konzen-  Uhr p| 0993| 0,030| 0,737| 0,290| 0,677| 0,003| 0,255
tration N 27 23 20 18 22 31 36
(pg/ml)  “17.00 rs| 0,085 0500 0411| 0,057| 0,294| 0,541| -0,082
Uhr p| 0673] 0,015 0071| 0,822| 0,183| 0,002| 0,630
N 27 23 20 18 22 31 37
16:00 rs| 0,099| 0,215 0,421| 0,509| 0,143| 0,332| -0,097
Uhr p| 0625 0324 0065 0,031 0525 0,068 0,567
N 27 23 20 18 22 31 37
20:00 rs| 0,238 0,181| 0,547| 0,379| 0,227| 0,356 -0,172
Uhr p| 0232 0408 0,013| 0,121| 0,311| 0,049| 0,310
N 27 23 20 18 22 31 37
24:00 rs| 0,133| 0,437| 0,253| 0,251| 0,074| 0,409| -0,164
Uhr p| 0508 0,037 0,283 0,316 0,744| 0,022| 0,332
N 27 23 20 18 22 31 37
04:00 rs| 0,535 0,095| 0,048| -0,261| 0,146| 0,198| -0,244
Uhr p| 0,004| 0667 0840 0,295| 0,516| 0,286| 0,146
N 27 23 20 18 22 31 37
Melatonin- rs| 0,274| 0,271 0,156| 0,123| 0,067| 0,410| -0,272
Mittelwert® p | 0,166 0,211| 0,510| 0,627| 0,766| 0,022| 0,108
N 27 23 20 18 22 31 36

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho (schwarz), p = Irrtumswahrscheinlichkeit

(signifikante Werte sind hervorgehoben), N = Probandinnenanzahl, @ = Mittelwert der

Melatoninkonzentrationen (von 6 Messzeitpunkten), ® = Mittelwert der hBmal1-Ratios (von

6 Messzeitpunkten)
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® hBmal1 — 04 Uhr
Mel — 08 Uhr
N =31

® hBmal1 — 04 Uhr
Mel — 12 Uhr
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N =31
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Mel — 24 Uhr
N =31
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ABB. 35: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN HBMALI-GEN UND DER
MELATONINKONZENTRATION, Mel = Melatoninkonzentration (pg/mL)

Werden nur die einzelnen Altersgruppen betrachtet, finden sich bei den dlteren Probandinnen
Uberwiegend positive Zusammenhange, die teils groRe Effektstarken aufweisen (Tab. 39).
Sehr und hoch signifikante Zusammenhange gibt es zwischen der hBmall-Expression um
04 Uhr und der Melatoninkonzentration um 08 Uhr (rs = 0,727, p=0,001, N =17), 24 Uhr
(rs=0,846, p<0,001, N=17) und der mittleren Konzentration (iber den Tag (r = 0,777,
p <0,001, N =17). Zudem finden sich bei den alteren Frauen signifikante Zusammenhange
zwischen der hBmall-Expression um 20 Uhr und der Melatoninkonzentration um 16 Uhr
(N=11, rs=0,730, p=0,011) sowie zwischen der hBmall-Expression um 12 Uhr und der
Melatoninkonzentration um 24 Uhr (N = 13, rs = 0,643, p = 0,018) (Abb. 36A).

Auch bei der jlingeren Gruppe bestehen lberwiegend positive Zusammenhdange (Tab. 40),
insbesondere mit mittleren und starken Effekten, von denen es jedoch weniger gibt als bei
den alteren Frauen. Bei den Jingeren bestehen nur drei signifikante Korrelationen: eine
zwischen der hBmall-Expression um 08 Uhr und der Melatoninkonzentration um 04 Uhr
(N=12, rs=0,641, p =0,025), eine zweite zwischen der hBmall-Expression um 12 Uhr und
der Melatoninkonzentration um 12 Uhr (N = 10, rs = 0,635, p = 0,049) und eine dritte zwischen
der hBmall-Expression um 04 Uhr und der Melatoninkonzentration um 12 Uhr (N =14,

rs = 0,570, p = 0,033) (Abb. 36B).
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TAB. 39: KORRELATIONEN BEI ALTEREN FRAUEN ZWISCHEN MELATONINKONZENTRATION UND HBMAL1-GEN
(SPEARMAN-RHO UND PEARSON)

hBmall/h36B4-Ratio (Gen)
08:00 | 12:00 | 16:00 | 20:00 | 24:00 | 04:00 | Mittel-
Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr wertP
Melatonin- 08:00 rs 0,241 0,536| 0,122 0,211] -0,290| 0,727| -0,059
Konzen- Uhr P 0,386| 0,059| 0,692| 0,533| 0,314| 0,001 0,811
tration N 15 13 13 11 14 17 19
(pg/ml) 1200 rs | -0,180| 0,448| 0382] 0,051 0,140] 0,322 0,256
Uhr p 0,520| 0,125| 0,198| 0,881| 0,633| 0,208 0,276
N 15 13 13 11 14 17 20
16:00 s 0,084| 0,426| 0,390| 0,730| 0,124| 0,305| 0,384
Uhr p 0,767| 0,146| 0,188| 0,011| 0,674 0,234| 0,094
N 15 13 13 11 14 17 20
20:00 s 0,107| 0,495| 0,330| 0,182| 0,224| 0,451| 0,363
Uhr p 0,704| 0,086| 0,271| 0,593| 0,441| 0,069 0,115
N 15 13 13 11 14 17 20
24:00 rs | -0,039| 0,643| 0,170| 0,555| -0,073| 0,846| 0,035
Uhr p 0,889| 0,018 0,578| 0,077| 0,805| <0,001| 0,885
N 15 13 13 11 14 17 20
04:00 rs/r| 0361| 0,308| 0,042| -0,044| -0,024| 0,314 -0,080
Uhr P 0,187| 0,306| 0,893| 0,898| 0,936| 0,220 0,738
N 15 13 13 11 14 17 20
Mela- rs/r | 0,182| 0,505| 0,133| 0,451| -0,139| 0,777| -0,034
tonin-  p 0,516| 0,078| 0,666| 0,164| 0,635| <0,001| 0,889
Mittel-
wert? 15 13 13 11 14 17 19

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho (schwarz), r = Korrelationskoeffizient nach
Pearson (blau), p = Irrtumswahrscheinlichkeit (signifikante Werte sind hervorgehoben),
N = Probandinnenanzahl, @ = Mittelwert der Melatoninkonzentrationen (von 6

Messzeitpunkten), ® = Mittelwert der hBmal1-Ratios (von 6 Messzeitpunkten)
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TAB. 40: KORRELATIONEN BEI JUNGEREN FRAUEN ZWISCHEN MELATONINKONZENTRATION UND HBMALI-GEN

(SPEARMAN-RHO)

hBmall/h36B4-Ratio (Gen)
08:00 | 12:00 | 16:00 | 20:00 | 24:00 | 04:00 | Mittel-
Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr Uhr wertP
Melatonin- 08:00 rs | -0,332| 0,244| -0,408| 0,148| -0,012| 0,133| -0,318
Konzen- Uhr p 0,292| 0,497| 0,364| 0,751| 0,978| 0,650| 0,213
tration N 12 10 7 7 8 14 17
(pg/ml) 12:00 s 0,240| 0,635| 0,223] -0,256| 0,520| 0,570 -0,297
Uhr p 0,453| 0,049| 0,631| 0,579| 0,186| 0,033| 0,247
N 12 10 7 7 8 14 17
16:00 rs | -0,291| -0,009| -0,134| -0,408| 0,152| 0,066 -0,252
Uhr p 0,359| 0,981| 0,775| 0,363| 0,719| 0,822| 0,328
N 12 10 7 7 8 14 17
20:00 rs 0,281| -0,116| 0,408| 0,222 0,293| 0,162| -0,368
Uhr p 0,376| 0,749| 0,364| 0,632| 0,482 0,579| 0,146
N 12 10 7 7 8 14 17
24:00 rs | -0,060| 0,224| 0,143| -0,393| 0,095| -0,165| -0,140
Uhr p 0,854| 0,533| 0,760| 0,383| 0,823| 0,573| 0,593
N 12 10 7 7 8 14 17
04:00 rs 0,641| -0,333| -0,143| -0,750| 0,214 -0,055| -0,245
Uhr p 0,025| 0,347| 0,760| 0,052| 0,610 0,852| 0,343
N 12 10 7 7 8 14 17
Mela- s 0,049| -0,030| 0,036| -0,536| 0,190 -0,143| -0,201
tonin-  p 0,880| 0,934| 0,939| 0,215 0,651| 0,626| 0,439
Mittel- N
wert? 12 10 7 7 8 14 17

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho (schwarz), p = Irrtumswahrscheinlichkeit

(signifikante Werte sind hervorgehoben), N = Probandinnenanzahl, @ = Mittelwert der

Melatoninkonzentrationen (von 6 Messzeitpunkten), ® = Mittelwert der hBmal1-Ratios (von

6 Messzeitpunkten)
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ABB. 36: KORRELATIONEN ALTERER (A) UND JUNGERER (B) FRAUEN ZWISCHEN HBMALI-GEN UND DER
MELATONINKONZENTRATION. Bei den jingeren Frauen ist die Regressionsgerade durch einen
einzelnen hohen Melatonin-Wert stark abgeflacht, wahrend alle anderen Werte einen starken
Zusammenhang anzeigen. Mel = Melatoninkonzentration (pg/mL)

MELATONIN — HSop1/SOD1: Melatonin, das die Menge an SOD1-Protein erhohen kann, wurde

auf Korrelationen mit dem hSodl-Gen sowie dem SOD1-Protein untersucht. Die
Gesamtgruppe zeigt positive und negative Zusammenhange zwischen dem hSod1-Gen und
Melatonin, deren Effektstarken iberwiegend schwach sind. Einige Zusammenhange zeigen
hingegen mittlere und ein Zusammenhang starke Effekte und sind signifikant. Signifikante
Korrelationen finden sich zwischen der Melatoninkonzentration um 12 Uhr und der hSod1-
mRNA-Menge um 04 Uhr (N=30, rs=0,389, p=0,034) sowie eine sehr signifikante
Korrelation zwischen der Melatoninkonzentration um 20 Uhr und der hSod1-mRNA-

Konzentration um 04 Uhr (N =30, rs = 0,557, p =0,001) (Anhang A16.17).

Sowohl bei den jlingeren Probandinnen als auch bei den alteren Probandinnen zeigen sich
positive und negative Zusammenhange mit liberwiegend schwachen Effekten. Mittlere und
starke Effekte finden sich bei den Alteren zwischen der Melatoninkonzentration um 04 Uhr
mit den hSod1-Ratios um 16 (N = 14, rs =-0,582, p = 0,029), 20 (N =11, rs =-0,482, p = 0,133)
und 24 Uhr (N =14, rs =-0,310, p =0,281) sowie zwischen der Melatoninkonzentration um
20 Uhr und dem hSod1-Ratio um 04 Uhr (N=17, rs=-0,562, p=0,019). Von diesen
Zusammenhangen sind jedoch nur der erste sowie der letzte statistisch signifikant (Anhang
A16.18). Bei den jingeren Frauen finden sich wenige mittlere Effekte und ein starker, jedoch

keine signifikanten Zusammenhange.
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Zwischen der Melatoninkonzentration und der SOD1-Proteinkonzentration bestehen in der
Gesamtgruppe nur schwache Effekte sowie kein signifikanter Zusammenhang, obwohl sich die
circadianen Rhythmen mit Peaks in der Nacht und am Morgen dhneln (Anhang A16.19). Bei
den jlingeren Probandinnen besteht bei mittlerer Effektstarke ein signifikanter positiver
Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von Melatonin und der SOD1 um 16 Uhr
(N=21, rs=0,483, p=0,027). AuRerdem besteht bei ebenfalls mittlerer Effektstdrke ein
weiterer positiver Zusammenhang zwischen der Melatoninkonzentration um 24 Uhr und dem
SOD1-Protein um 04 Uhr (N=21, rs=0,466, p=0,033). Der Melatoninmittelwert zeigt
signifikante Korrelationen mit dem SOD1-Protein um 16 Uhr (N =21, rs = 0,488, p = 0,025)
sowie um 04 Uhr (N =21, rs = 0,499, p = 0,021). Bei den Alteren bestehen fast ausschlieRlich

schwache Effekte und es ist keinerlei signifikante Korrelation erkennbar (Anhang A16.20).

7.4.3 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN DEN LEBENSSTIL BETREFFENDEN VARIABLEN UND HBMALI-
GEN, HSoD1-GEN UND SOD1-PROTEIN

HBMALI-GEN — LEBENSSTIL

In beiden Altersgruppen findet sich ein negativer Zusammenhang zwischen der hBmall-
Konzentration um 12 Uhr und der erreichten Punktzahl im D-MEQ (Anhang A16.21). Der Effekt
ist sowohl bei Alteren (N = 13, rs = -0,648, p = 0,017) als auch bei Jiingeren (N = 10, rs = -0,772,
p = 0,009) stark und die Korrelationen sind signifikant. Bei den Alteren besteht bei starkem
Effekt eine weitere signifikant negative Korrelation zwischen der hBmall-Konzentration um

20 Uhr und den D-MEQ-Punkten (N =14, r =-0,813, p = 0,002).

Die Schlafqualitat (PSQI-Punkte) zeigt einen positiven Zusammenhang mit der hBmall-
Konzentration. Die Effektstarke ist dabei mittel bis stark und es gibt bei den jingeren und bei
den alteren Frauen signifikante Korrelationen (Anhang A16.21). Bei den Jiingeren besteht eine
solche zwischen der erreichten Punktzahl im PSQl und der hBmall-Konzentration um 16 Uhr
(N=7, rs=0,873, p=0,010) und bei den Alteren um 20 (N =11, r=0,651, p =0,030) und
04 (N=17,r=0,538, p=0,026) Uhr.

Zwischen der hBmall-Konzentration und dem Stress-Punktwert finden sich in beiden
Altersgruppen positive und negative Zusammenhinge (Anhang A16.21). Bei den Alteren
bestehen zwei mittlere Effekte (08 Uhr: N=15, rs =-0,419, p=0,120 und 20 Uhr: N=11,
r=0,302, p =0,366). Die jingeren Frauen zeigen zwei starke Effekte (16 Uhr: N=7,rs =0,811,
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p =0,027 und 20 Uhr: N=7, r=-0,601, p =0,153). Nur die Korrelation der jingeren Frauen

um 16 Uhr ist statistisch signifikant.

Die im Freien verbrachte Zeit (Freizeit) korreliert positiv mit hBmall-Konzentrationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (Anhang A16.21-16.22). In der Gesamtgruppe betrifft dies die
hBmall-Konzentration um 16 Uhr (N =20, rs = 0,458, p = 0,042), bei den alteren Frauen die
hBmall-Konzentration um 24 Uhr (N =14, r = 0,590, p = 0,026) und bei den jlingeren Frauen
die hBmall-Konzentration um 16 Uhr (N =7, rs = 0,767, p = 0,044).

Auch Bewegung zeigt in beiden Altersgruppen positive und negative Zusammenhange mit der
hBmall-Konzentration (Anhang A16.21). Bei den &lteren Frauen findet sich eine negative
Korrelation zwischen der hBmall-Konzentration um 20 Uhr und der korperlichen Aktivitat.
Dieser Zusammenhang zeigt einen starken Effekt und ist signifikant (N =11, rs=-0,732,
p = 0,010). Die alteren Frauen zeigen zudem eine negative Korrelation zwischen der mittleren
hBmall-Konzentration liber den Tag und der Sportstundenanzahl pro Woche. Die Effektstarke
ist dabei stark und die Korrelation ist signifikant (N =20, rs=-0,515, p =0,020). Bei den
jungeren Frauen findet sich ein negativer Zusammenhang zwischen der kérperlichen Aktivitat
und der hBmall-Ratio um 20 Uhr (N =7, rs =-0,791, p = 0,034) sowie zwei weitere negative
Zusammenhange zwischen der Sportstundenanzahl pro Woche und dem hBmal1-Ratio (N =7,
rs =-0,750, p =0,052und N =7, rs =-0,721, p = 0,068). Wahrend die Effektstarke bei allen drei
Zusammenhangen stark ist, ist nur der Zusammenhang zwischen dem hBmall-Ratio und der

korperlichen Aktivitat signifikant.

Der Kaffee- und Schwarzteekonsum zeigt in beiden Altersgruppen Uberwiegend positive
Korrelationen mit der hBmall-Konzentration (Anhang A16.21). Bei den Alteren bestehen nur
schwache und mittlere Effekte und es gibt keine signifikanten Zusammenhange. Bei den
Jingeren hingegen findet sich um 20 Uhr ein starker Effekt (N=7, rs=0,778, p =0,039).

Dieser Zusammenhang ist signifikant.

HSOD1-GEN — LEBENSSTIL

Die Konzentration an hSod1-mRNA zeigt in beiden Altersgruppen positive und negative
Zusammenhinge mit der Morgenpriferenz (Punkte im D-MEQ). Bei den Alteren ist der Effekt
nur schwach und die Ergebnisse sind nicht signifikant (Anhang A16.23). Bei den Jingeren

hingegen zeigt sich zu zwei Zeitpunkten ein starker Effekt (08 Uhr: N =14, rs=-0,501,
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p =0,068 und 20 Uhr: N=9, rs = 0,690, p = 0,040). Der Zusammenhang um 20 Uhr ist dabei

signifikant.

Die Schlafqualitat (PSQI-Punkte) zeigt ebenfalls positive und negative Zusammenhange mit
der hSod1-Konzentration (Anhang A16.23), wobei die positiven bei den Jingeren Gberwiegen.
Die Effekte sind bei den Alteren nur schwach mit der Ausnahme eines starken Effekts um
20 Uhr (N =11,r =0,705, p = 0,015). Bei den jiingeren Frauen bestehen einige mittlere Effekte
sowie ein starker um 16 Uhr (N=8, r=0,730, p =0,040). Die Korrelationen mit starker

Effektstarke sind in beiden Altersgruppen jeweils signifikant.

Zwischen dem Stress-Punktwert und der hSod1-Konzentration bestehen positive wie negative
Korrelationen in beiden Altersgruppen (Anhang A16.23). Bei den Alteren gibt es ausschlieRlich
schwache bis mittlere Effekte, die jedoch nicht signifikant sind. Die Jingeren zeigen
Korrelationen mit starken Effekten um 16 Uhr (N=8, r=0,777, p =0,023) sowie mit der
mittleren hSod1-Ratio (iber den Tag (N =6, r = 0,888, p = 0,018). Beide Zusammenhange sind

signifikant, wohingegen bei den Alteren keine signifikanten Zusammenhinge bestehen.

Der korperliche Aktivitatsgrad zeigt bei den alteren Frauen durchweg negative Korrelationen
mit der hSod1-Konzentration, wahrend bei den Jliingeren sowohl negative als auch positive
Zusammenhange bestehen (Anhang A16.23). Die Effektstarke ist in beiden Altersgruppen
Uiberwiegend schwach. Ausnahmen bilden der starke Effekt bei den Alteren um 20 Uhr
(N=11, rs =-0,887, p<0,001) und der ebenfalls starke Effekt bei den jlingeren Frauen um
16 Uhr (N=38, rs=0,507, p =0,200). Nur der Zusammenhang bei den &lteren Frauen ist

statistisch signfikant.

Der Konsum von Kaffee und Schwarztee zeigt positive und negative Zusammenhange mit der
hSod1-Konzentration (Anhang A16.23). Bei den dlteren Frauen bestehen nur schwache und
mittlere Effekte (n.s.), wohingegen es bei den jlingeren auch starke Effekte gibt (z. B. 08 Uhr:

N =15,r=0,622, p =0,013), von denen der um 08 Uhr morgens signifikant ist.

SOD1-PROTEIN — LEBENSSTIL

Das SOD1-Protein zeigt nur wenige signifikante Zusammenhange mit Parametern, die den
Lebensstil betreffen (Anhang A16.24). In der Gruppe der dlteren Frauen finden sich bei starken
Effekten signifikant positive Korrelationen zwischen der Konzentration an SOD1-Protein zu

verschiedenen Zeitpunkten und allen Variablen, die den Sport betreffen. Dies sind
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Sportstunden pro Woche (08 Uhr: N =21, rs = 0,540, p = 0,011 und 24 Uhr: N =21, rs = 0,632,
p = 0,002), Anzahl der Sporteinheiten pro Woche (16 Uhr: N = 21, rs = 0,508, p = 0,019) sowie
der korperliche Aktivitatsgrad (24 Uhr: N =21, rs = 0,553, p = 0,009).

Bei den jliingeren Probandinnen finden sich bei mittleren Effektstarken signifikant negative
Korrelationen zwischen der SOD1-Konzentration um 20 Uhr und dem subjektiv empfundenen
Stress (N =21, rs =-0,441, p = 0,046) sowie zwischen der SOD1-Konzentration um 04 Uhr und
dem Konsum an Kaffee und Schwarztee (N = 21, rs =-0,439, p = 0,047).

7.4.4 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN DEN LEBENSSTIL BETREFFENDEN VARIABLEN UND
MELATONIN

Als Nachthormon spielt Melatonin eine essentielle Rolle flir Parameter, die mit dem Schlaf in
Verbindung stehen. Deshalb wurden Zusammenhange zwischen der Melatoninkonzentration
und verschiedenen Variablen, die Schlafqualitdit, Morgenpraferenz und tageszeitliche
Nickerchen betreffen, gepriift (A16.25-A16.28). Zwischen den Melatoninkonzentrationen der
verschiedenen Zeitpunkte, der mittleren Melatoninkonzentration und der Schlafqualitat
(Punkte nach PSQl) bestehen in beiden Altersgruppen positive und negative Zusammenhange.
Die Effektstarken sind dabei liberwiegend schwach und es bestehen keine signifikanten

Korrelationen (A16.26).

Zwischen der im Freien verbrachten Zeit und der Melatoninkonzentration um 12 Uhr (N = 21,
rs = 0,493, p = 0,023) bzw. um 20 Uhr (N = 21, rs = 0,458, p = 0,037) gibt es bei den Alteren

positive Zusammenhange mit mittleren Effektstarken. Beide Korrelationen sind signifikant.

Zwischen der Melatoninkonzentration und der erreichten Punktzahl im D-MEQ bestehen in
den beiden Altersgruppen positive und negative Zusammenhadnge (Anhang A16.26). Die
Effektstarken sind schwach und es gibt keine signifikanten Korrelationen. Werden alle Frauen
zusammen in einer Gesamtgruppe betrachtet (Anhang A16.25), besteht ein signifikant
positiver Zusammenhang zwischen der abendlichen Melatoninkonzentration um 20 Uhr und
der erreichten Punktzahl im D-MEQ (N =42, rs =0,351, p = 0,022) (Abb. 37). Je héher die
Melatoninkonzentration um 20 Uhr ist, umso friiher folgt der zweite Nachtpeak. Beide
Nachtpeaks zeigen eine negative Korrelation mit der Melatoninkonzentration um 04 Uhr

(1. Nachtpeak: N =42, rs =-0,355, p = 0,021 und 2. Nachtpeak: N =41, rs =-0,315, p = 0,045).

Zwischen der Nickerchendauer am Tag und der Melatoninkonzentration um 08 Uhr bestehen
in der Gesamtgruppe (N =41, rs =-0,350, p = 0,025) (Abb. 37) sowie in der dlteren Gruppe
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(N=20, rs= -0,514, p = 0,021) negative Zusammenhange (A16.27-16.28). Diese sind bei
mittlerer und starker Effektstarke signifikant. Je langer die Nickerchen am Tage, umso geringer

war also die Melatoninkonzentration am Morgen.

. @ Mel — 08 Uhr
134 Nickerchen
N =41
L]
101 ® Mel — 20 Uhr
* D-MEQ
N =42
8 «

Melatoninkonzentration (pg/mL)

Nickerchen (min/Tag)
D-MEQ (Punkte)

ABB. 37: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN DER MELATONINKONZENTRATION UND
NICKERCHEN BZW. DER MORGENPRAFERENZ. Mel = Melatoninkonzentration (pg/mL),
D-MEQ = Fragebogen zur Ermittlung der Morgen-/Abendpraferenz

7.4.5 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN DEN LEBENSSTIL BETREFFENDEN VARIABLEN UND
OXIDATIVEM STRESS

Verschiedene Parameter, die den Lebensstil betreffen, beeinflussen moglicherweise den OS.
Deshalb werden in diesem Abschnitt Korrelationen zwischen dem OS und solchen Variablen
dargelegt. Auch hier wird zuerst die Gesamtgruppe betrachtet und im Anschluss die beiden

Altersgruppen getrennt voneinander.

Zwischen dem subjektiv empfundenen Stress (Stressfragebogen) und dem OS bestehen in der
Gesamtgruppe ausschlielllich negative Zusammenhidnge mit schwacher Effektstarke.
Signifikante Befunde bestehen nicht (Anhang A16.29). In beiden Altersgruppen treten positive
wie negative Zusammenhange auf (Anhang A16.30). Diese zeigen nur schwache bis mittlere

Effekte. Signifikante Zusammenhange sind nicht zu beobachten.

Dasselbe gilt auch fiir den Zusammenhang zwischen dem OS und der Lebenszufriedenheit: In

allen Gruppen kommen positive wie negative Zusammenhange vor, die Uberwiegend
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schwache Effekte zeigen (Anhang A16.29 und A16.30). Bei den Alteren besteht um 20 Uhr ein
mittlerer Effekt (N =21, r = 0,412, p = 0,063), der jedoch nicht signifikant ist.

Auch weitere den Lebensstil betreffende Parameter wie die Schlafqualitat, Tagesschlafrigkeit,
Erndahrungsgewohnheiten wie Kaffee- und Alkoholkonsum, Obst- und Gemiseverzehr,
Aktivitdt und Sport sowie Zeit im Freien zeigen weitestgehend keine signifikanten
Korrelationen zum OS (Anhang A16.31-16.32). Ausnahmen bilden die Sportstundenanzahl pro
Woche (N =42, rs =-0,331, p =0,032) und der korperliche Aktivitatsgrad (N =42, rs =-0,311,
p = 0,045), die in der Gesamtgruppe bei mittlerer Effektstarke einen signifikant negativen
Zusammenhang mit der oxidativen Stresskonzentration um 20 Uhr zeigen (A16.31). Auch der
Kaffeekonsum zeigt in der Gesamtgruppe bei mittlerer Effektstirke eine signifikante
Korrelation mit der oxidativen Stresskonzentration um 20 Uhr (N =42, rs = 0,311, p = 0,045).
Bei den dlteren Frauen korrelieren die Sportstunden pro Woche ebenfalls negativ mit dem OS
um 20 Uhr (N = 21, rs =-0,520, p = 0,016) sowie zusatzlich mit dem Mittelwert der oxidativen
Stresskonzentration (N = 21, rs =-0,451, p = 0,040). Bei den jingeren Probandinnen sind alle
genannten Variablen ohne signifikanten Zusammenhang zur Konzentration an oxidativem

Stress (A16.32).

Der BMI zeigt in der Gesamtgruppe einen positiven Zusammenhang mit dem mittleren OS-
Wert (N=42, rs =0,353, p=0,022) (Abb. 38). Dieser hat eine mittlere Effektstdarke und ist
signifikant (A16.33). Wahrend bei den jlingeren Probandinnen zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI und dem OS besteht, zeigen die alteren zu
allen Zeitpunkten positive Zusammenhange, die statistisch signifikant sind (A16.34). Dabei
sind die Korrelationen zwischen OS und BMI bei den Alteren (N =21) um 08 Uhr (r = 0,615,
p =0,003), 12 Uhr (r = 0,618, p = 0,003), 16 Uhr (r = 0,556, p = 0,009) sowie im Mittel (ber den
Tag (r=0,666, p = 0,001) sehr signifikant und um 20 Uhr (r = 0,465, p = 0,034) signifikant.

116



ERGEBNISSE

. ® OS-Mittelwert
20000 _BMI
N =42
@
15000

10000

Oxidativer Stress (pg/mL)

5000+

BMI (kg/m?)

ABB. 38: KORRELATIONEN IN DER GESAMTGRUPPE ZWISCHEN DEM OXIDATIVEN STRESS (OS) UND DEM
Boby-MaAss-INDEX (BMI).

7.4.6 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN LEBENSSTIL-PARAMETERN
Einige Parameter, die den Lebensstil betreffen, zeigen ihrerseits Korrelationen untereinander.

Diese werden im Folgenden vorgestellt.

LEBENSZUFRIEDENHEIT: Eine Korrelationsanalyse zeigt, dass ein negativer Zusammenhang

(N=42,r=-0,613, p < 0,001) zwischen dem subjektiv empfundenen Stress (Perceived stress
scale) und der Lebenszufriedenheit besteht. Dieser hat eine starke Effektstdrke und ist hoch
signifikant. Dies bedeutet, je hoher der Stress empfunden wird, desto geringer ist die
Lebenszufriedenheit. Unterteilt man die Altersgruppen, wird deutlich, dass dies besonders bei
den alteren Probandinnen zutrifft. Wahrend bei den jlingeren Probandinnen ein negativer
Zusammenhang mit mittlerer Effektstarke erkennbar ist, der jedoch nicht signifikant ist
(N=21, r=-0,362, p=0,149), besteht innerhalb der alteren Gruppe ein hoch signifikanter
Zusammenhang (N = 21, r =-0,764, p < 0,001). Dies ist in Abb. 39 dargestellt.
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ABB. 39: KORRELATIONEN ZWISCHEN DEM SUBJEKTIVEN STRESS UND DER LEBENSZUFRIEDENHEIT BEI JUNGEREN
UND ALTEREN FRAUEN

SCHLAFQUALITAT: Die mit dem PSQI ermittelte Schlafqualitat zeigt in der Gesamtgruppe sowie

bei den alteren Probandinnen keine signifikanten Zusammenhange mit der korperlichen
Aktivitat und der Sportmenge, der Zeit im Freien und den Nickerchen am Tage (A16.35-16.37).
Bei den jingeren Probandinnen hingegen besteht eine positive Korrelation zwischen der
Schlafqualitat und der Zeit im Freien an freien Tagen (Freizeit) (N =21, r=0,480, p = 0,028).

Die Effektstarke ist dabei mittel und der Zusammenhang signifikant.

CHRONOTYP: Ein Zusammenhang zwischen dem Chronotyp und der Uhrzeit der ersten zwei
Temperatur-Nachtpeaks ware denkbar (A16.38-16.39). Demnach wiirden Morgentypen bzw.
Probandinnen mit einem hohen Punktwert beim D-MEQ die ersten zwei Nachtpeaks friih
erreichen. Ein solcher Effekt ist jedoch in der Gesamtgruppe schwach und der Zusammenhang
statistisch nicht signifikant (1. Nachtpeak: N =42, r =-0,190, p = 0,229, 2. Nachtpeak: N =41,
r=-0,234, p = 0,140).

7.4.7 ZUSAMMENHANGE MIT DEM ALTER

Das Alter wirkt sich in der Gesamtgruppe auf viele Variablen deutlich aus. Die Kérperhéhe
sinkt mit zunehmendem Alter bei mittlerer Effektstarke sehr signifikant (N =42, rs =-0,396,
p = 0,009). Die Zunahme des Koérpergewichts mit dem Alter hingegen zeigt einen schwachen
Effekt und ist nicht signifikant (N =42, rs = 0,101, p = 0,526), dafir zeigt jedoch die Zunahme

des BMI einen mittleren Effekt und der BMI steigt mit dem Alter signifikant an (N =42,

118



ERGEBNISSE

rs =0,389, p=0,011). Der Zusammenhang zwischen dem Alter und der Expression des
hBmall-Gens zeigt um 16 Uhr einen starken Effekt und ist signifikant positiv (N =20,
rs =0,520, p = 0,019). Zwischen dem Alter und der Expression des hSod1-Gens, der SOD1-
Protein-Konzentration, der Melatoninkonzentration oder dem OS-Wert gibt es positive und
negative Zusammenhdnge mit teils schwachen und mittleren Effektstirken. Die
Zusammenhange in der Gesamtgruppe sind jedoch alle nicht signifikant (Anhang A16.40-
16.46).

Zwischen der Konzentration an oxidativem Stress und dem Alter bestehen bei den jlingeren
Frauen ausschlief8lich negative Zusammenhange. Diese zeigen zu allen vier Messzeiten starke
Effekte und sind (teils sehr) signifikant (Anhang A16.47). Auch bei den dlteren Frauen sind alle
Zusammenhange zwischen dem Alter und dem OS negativ. Die Effektstarken sind jedoch nur

schwach bis mittel und es gibt keine signifikanten Korrelationen.

Fiir die weiteren Lebensstil-bezogenen Merkmale wurden beide Altersgruppen gemeinsam zu
einer Gesamtgruppe zusammengefasst, um eine grofRere Altersspanne abzudecken (Anhang
A16.48). Der subjektiv empfundene Stress nimmt mit zunehmendem Alter bei mittlerem
Effekt signifikant ab (N=42, rs=-0,360, p=0,019) und gleichzeitig steigt die
Lebenszufriedenheit bei starkem Effekt hoch signifikant (N =42, rs =0,526, p <0,001). Die
Schlafgewohnheiten in Form der Schlafqualitdt sowie der Tagesschlafrigkeit zeigen keine
signifikanten Zusammenhange mit dem Alter. Weder korperliche Aktivitat und Sport noch die
Zeitraume im Freien verandern sich mit dem Alter signifikant. Der Gesundheitszustand wird
gemal der Selbsteinschatzung mit zunehmendem Alter bei mittlerer Effektstarke signifikant
besser bewertet (N=42, rs=0,347, p=0,025). Die Erndhrungsgewohnheiten hinsichtlich
Obst- und Gemuseverzehr sowie Alkoholkonsum zeigen keine signifikanten Zusammenhange
mit dem Alter. Allerdings besteht ein starker Effekt und ein hoch signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Kaffee-/ Schwarzteekonsum und dem Alter (N=42,rs=0,717, p < 0,001).

Grauer Star ist eine altersbedingte Augenkrankheit und kénnte in Zusammenhang mit BMAL1
stehen, wenn dieses Protein altersbedingte Verdnderungen verhindert (Kondratov et al.
2006). Fiir diese Studie wurde untersucht, ob bei den Alteren ein Zusammenhang zwischen
der hBmall-Expression und diagnostiziertem Grauen Star besteht. Der beobachtete

Zusammenhang ist (iberwiegend negativ und der Effekt schwach bis mittel bzw. um 20 Uhr
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sogar stark (N=11, rs=-0,520, p=0,101). Es konnten jedoch keine signifikanten

Zusammenhange gezeigt werden (Anhang A16.49).
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38 DISKUSSION

8.1 UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN ALTERSGRUPPEN IN BEZUG AUF CIRCADIANE
MERKMALSSYSTEME

In der folgenden Diskussion werden die beschriebenen Ergebnisse im Einzelnen diskutiert und
in Bezug auf die Leitfragen beleuchtet. Die erste Frage beschaftigt sich mit den Unterschieden
zwischen jlingeren und alteren Frauen bezlglich circadianer Merkmalssysteme. Hierzu
werden die circadianen Rhythmen der in dieser Studie untersuchten Merkmale mit bisherigen
Forschungsergebnissen verglichen und die Altersgruppenunterschiede diskutiert. Die
Korpertemperatur wird als starker circadianer Marker angesehen und deshalb als erstes
Merkmal besprochen. Es folgen die Gene hBmall und hSOD1 sowie das SOD1-Protein.

AbschlieBend werden die Rhythmen von OS sowie Melatonin diskutiert.

8.1.1 KORPERKERNTEMPERATUR UND PERIPHERE HAUTTEMPERATUR

Das Temperaturminimum der Koérperkerntemperatur liegt bei den jlingeren Probandinnen um
4 Uhr nachts und stimmt mit Literaturbefunden Gberein (Aschoff 1955; Krauchi et al. 2000).
Das KKT-Minimum der Alteren wurde um 24 Uhr gemessen, wobei es jedoch etwas spater
liegen konnte, da Literaturbefunde dies nahlegen (Monk u. Kupfer 2000). Dies konnte
aufgrund der Messung im 4-Stunden-Takt zeitlich nicht genauer eingegrenzt werden. Mit
Sicherheit erreichten die adlteren Probandinnen das Minimum der KKT friher als die jlingeren,
was mit einer friiheren Phasenlage der dlteren Probandinnen erkldrbar ist. Dies steht in
Einklang mit friheren Studien (Duffy et al. 1998). Die alteren Probandinnen haben laut
D-MEQ-Fragebogen eine groflere Morgenpraferenz als die jlingeren, welche sich in der
friheren Phasenlage der KKT der Alteren widerspiegelt. Auch dies bestitigen

Literaturbefunde (Duffy et al. 1998; Hofman u. Swaab 2006).

Die circadiane Rhythmik der peripheren Hauttemperatur ist bei den alteren Probandinnen
deutlich schwicher. So ist die Amplitude bei den Alteren niedriger (n.s.) ausgepragt. Diese
Abnahme der circadianen Rhythmik der Hauttemperaturkurve ist ein zentraler Marker des
Alterns (Mathew et al. 1986). Bei beiden Altersgruppen erreicht die periphere
Hauttemperatur ihr Maximum um 04 Uhr nachts. Diese Ergebnisse decken sich sehr gut mit
Laborbefunden von Krduchi und Kollegen (Krduchi u. Wirz-Justice 1994; Krdauchi 2002), denen
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zufolge das Maximum in der nachtlichen Schlafphase liegt. Auch das Minimum der Jiingeren
um 20 Uhr steht in Einklang mit Krauchis Erkenntnissen, nach denen das Minimum der
peripheren Hauttemperatur am Ende der aktiven Phase liegt (Krduchi 2002; Krauchi u. Wirz-
Justice 1994). Bei den Alteren hingegen liegt das Minimum erst um 08 Uhr morgens. Durch die
deutliche Abflachung der Kurve insbesondere am Ubergang zur Nacht hin, erreicht der

abendliche Wert kein Minimum, sodass dieses nun am Morgen liegt.

8.1.2 KURVENVERLAUFE VON HBMALI- UND HSODI-MRNAS sowIE SOD1-PROTEIN

KURVENVERLAUF VON HBMAL1-GEN

Die Menge an hBmall-mRNA variiert im Tagesverlauf und zeigt eine ausgepragte circadiane
Rhythmik (Archer et al. 2008). Diese stark ausgepragte Rhythmik kann grofe interindividuelle
Unterschiede aufweisen, sodass die Phasenlage sehr unterschiedlich ist (Archer et al. 2008).
Hinzu kommt eine circannuale Rhythmik mit einer erhdhten Expression im Sommer und einer
erniedrigten Expression im Winter (Dopico et al. 2015). Aufgrund der jahreszeitlichen
Schwankungen wurden die Probandinnen dieser Studie ausschlieflich in den Frihjahrs-
monaten Marz bis Mai sowie in den Herbstmonaten September bis Oktober untersucht, in
denen die hBmall-Expression auf einem mittleren Niveau liegt. Die hBmall-mRNA zeigt eine
circadiane Rhythmik mit niedrigen Werten am Morgen und hohen Werten in der zweiten
Nachthalfte. Hierbei Giberrascht, dass die Peaks fir altere und jingere Probandinnen um
04 Uhr nachts liegen. Bisherige Studien lieferten unterschiedliche Angaben zum Zeitpunkt der
maximalen hBmall-mRNA Konzentration, doch in den meisten Studien lag selbiger bei etwa
21 Uhr abends (Ando et al. 2010; Bjarnason et al. 2001; Leibetseder et al. 2009). Dabei wurden
jedoch unterschiedliche Gewebe und Geschlechter untersucht. Eine Studie an Ratten zeigte,
dass der circadiane Rhythmus von Bmall mit dem Alter schwacher wird (Lacoste et al. 2017).

Dies lasst sich in der vorliegenden Studie fiir den Menschen nicht bestatigen.

KURVENVERLAUF VON HSOD1-GEN

Die Konzentration an hSod1-mRNA zeigt bei den jingeren sowie bei den dlteren Probandinnen
eine circadiane Rhythmik. Es wurden eine rhythmische mRNA-Expression sowie eine
rhythmische Enzymaktivitat in Mdusen und Ratten gezeigt (Hodoglugil et al. 1995; Jang et al.
2011; Jiménez-Ortega et al. 2010). Xu und Kollegen (2012) zeigten in ihrer Studie eine
circadiane Rhythmik der hSod1-Expression in Leberzellen von Mausen. Der mRNA-Peak fir

hSod1 lag bei den Mausen um 18 Uhr und somit am Ubergang von der inaktiven zur aktiven
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Phase. In der vorliegenden Studie wurde die grofSte Expression um 24 Uhr gemessen, sodass
der Peak bei Menschen in der inaktiven Phase liegt. Bisherige humane Studien beziehen sich
Uberwiegend auf die Aktivitdt der SOD1, die sich nicht mit der Expression gleichsetzen lasst.
Hierbei variieren die Angaben zum Zeitpunkt der maximalen Aktivitat deutlich: Wahrend Luo
und Kollegen (1997) den Peak der SOD1 bei 21:17 Uhr detektierten, lag der Aktivitdtspeak bei
Singh und Kollegen um etwa 07 Uhr morgens (Singh et al. 2005; Singh et al. 2003).

KURVENVERLAUF VON SOD1-PROTEIN

Das SOD1-Protein zeigt bei beiden Altersgruppen eine deutliche circadiane Rhythmik. Dies
steht in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien, die gezeigt haben, dass antioxidative
Schutzmechanismen wie freie Radikalfanger und antioxidative Enzyme (z. B. SOD1, Katalase,
Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase) circadian reguliert werden (Culotta et al.
2006; Hodoglugil et al. 1995; Hardeland et al. 2003; Jang et al. 2011). Das
Konzentrationsmaximum wurde bei den Jiingeren um 04 Uhr nachts und bei den Alteren um
08 Uhr morgens erreicht. Dies lasst sich nicht mit der friiheren Phasenlage der alteren
Probandinnen erklaren, da dann ihr Konzentrationsmaximum friiher liegen musste als bei den
jungeren. In der Literatur wird das Konzentrationsmaximum des SOD1-Proteins bei weiblichen
Rhesusaffen um 10 Uhr und das -minimum bei 22 Uhr angeben (Goncharova et al. 2006). Bei
der genannten Studie gab es jedoch nur einen weiteren Messzeitpunkt um 16 Uhr, sodass eine

gute Ubereinstimmung der Peaks méglich ist.

HSob1- UND SOD1-KURVENVERLAUF IM VERGLEICH

Interessanterweise ist der Kurvenverlauf der hSod1-mRNA im Vergleich zu dem Verlauf der
SOD1-Proteinkonzentration um 4 bis 8 Stunden vorgeschoben. Wahrend die hSod1-mRNA ihr
Maximum in beiden Altersgruppen um 24 Uhr erreicht, liegt das Maximum des SOD1-Proteins
bei 04 Uhr (Jiingere) bzw. 08 Uhr (Altere). Dieses Ergebnis weist auf eine Verzdégerung
zwischen Transkription und Translation hin. Eine solche zeitliche Verzégerung unterstiitzt die
Darstellung von Jang und Kollegen (2011), der zufolge die SOD1-Aktivitdt und somit die
Proteinmenge direkt mit der Konzentration an mRNA zusammenhadngt und die eine
transkriptionale Regulation schlussfolgern. Die zeitliche Verschiebung von 4-8 Stunden
zwischen den Maxima von hSod1-mRNA und SOD1-Protein ist die zur Proteinsynthese
benotigte Zeitspanne. Jang und Kollegen (2011) zufolge kénnte die SOD1-Expression einer

circadianen Regulation unterliegen und durch oxidativen Stress induziert werden. Die
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circadiane Rhythmik des SOD1-Proteins nimmt bei weiblichen Rhesusaffen mit zunehmendem
Alter ab (Goncharova et al. 2006). Dies kann aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie

nicht gefolgert werden.

8.1.3 OXIDATIVER STRESS

Der OS ist in beiden Altersgruppen morgens am hochsten und sinkt bis um 20 Uhr
kontinuierlich ab. Eine tageszeitliche Rhythmik der ROS-Produktion wurde bereits in
verschiedenen Spezies wie Pilzen (Yoshida et al. 2011), Pflanzen (Lai et al. 2012) und Tieren
(Fanjul-Moles 2013) gezeigt. Die ermittelten Unterschiede sind zwischen allen einzelnen
Messzeitpunkten signifikant. Ebenfalls signifikant sind die Unterschiede zwischen den beiden
Altersgruppen: Zu jedem der vier Messzeitpunkte liegt der mittlere OS-Wert der Jiingeren
deutlich und statistisch signifikant unter dem jeweiligen Mittelwert der dlteren Probandinnen.
Die Ergebnisse zeigen somit, dass 1) der OS-Wert von 08 Uhr am Morgen bis 20 Uhr am Abend
unabhingig vom Alter kontinuierlich sinkt und 2) die Werte der Alteren signifikant tiber denen
der Jingeren liegen. Auch frihere Studien zeigten, dass Produkte, die durch oxidativen Stress
und oxidative Schaden entstehen, mit dem Alter akkumulieren (Meli et al. 2003; Yu 1993).
Uberraschend ist, dass der OS im Tagesverlauf abnimmt. Die {iberragende Menge der ROS
entsteht durch metabolische Aktivitat, sodass ein Anstieg des OS in der aktiven Phase erwartet
wurde. In der nachtlichen Ruhe- und Regenerationsphase hatten die ROS dann eliminiert
werden kdnnen. Tatsachlich stellt sich das Bild mit hohen Werten zu Beginn der aktiven Phase
und niedrigeren Werten am Ende der aktiven Phase jedoch umgekehrt dar. Eine Laborstudie
von Kanabrocki und Kollegen (2002) fand bei gesunden Mannern eine circadiane Rhythmik in
der Produktion von freien Radikalen mit einem Peak um 18 Uhr. Des Weiteren wiesen die
Forscher um Kanabrocki 8-Hydroxy-2-Guanosin im Urin der mannlichen Probanden nach und
ermittelten eine circadiane Rhythmik mit einem Maximum um 18 Uhr. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass Freie Radikale und deren Schaden dieselbe Rhythmik aufweisen. Interessanter-
weise liegt bei den untersuchten Mannern der Peak des OS am Abend, wohingegen die
hochste OS-Konzentration bei den Frauen in der vorliegenden Studie am Morgen ermittelt

wurde.
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814 MELATONIN

8.1.4.1 CIRCADIANE RHYTHMIK VON MELATONIN

Die Rhythmik der Melatoninpeaks dieser Studie stimmt mit vorherigen Untersuchungen
liberein. Altere Probanden ab 65 Jahren zeigten in zahlreichen Studien einen Melatonin-Peak
im Serum oder Plasma zwischen 02 und 03 Uhr nachts mit Maximalkonzentrationen von
11,2-91,3 pg/mL (z. B. Review Scholtens et al. 2016). In den Studien mit Plasma begannen die
Melatoninmengen um 18 Uhr anzusteigen und erreichten um 03 Uhr ihren H6hepunkt.

AnschlieBend sank die Melatoninkonzentration bis 10 Uhr ab (Review Scholtens et al. 2016).

In der vorliegenden Studie wurden die héchsten Melatoninkonzentrationen fiir Altere um
24 Uhr und um 04 Uhr nachts gemessen. Der Peak kann somit um diese beiden Punkten
liegen, sodass eine eindeutige Ubereinstimmung mit diversen Studien (vgl. Review Scholtens
et al. 2016) besteht. Auch das Absinken der Melatoninkonzentration bis zum Vormittag zeigt
eine vergleichbare Rhythmik wie durch Scholtens und Kollegen (2016) beschrieben. Dass die
Melatoninkonzentration der dlteren Probandinnen bis 04 Uhr bereits wieder sinkt, wahrend
sie bei den jlingeren bis 04 Uhr steigt, lasst sich wie bei der Temperaturkurve mit der fritheren

Phasenlage und der starkeren Morgenpraferenz der dlteren Probandinnen erklaren.

Die Studie von Higuchi und Kollegen (2003) untersuchte im Speichel die Melatonin-
konzentration junger mannlicher Probanden (24,7 + 5,6 Jahre) am Abend. Die Werte zeigten
einen abendlichen Anstieg der Melatoninkonzentration von 2 pg/mL um 23 Uhr auf 15 pg/mL
um 02 Uhr (Higuchi et al. 2003). Die jiingeren Frauen dieser Untersuchung zeigten um 24 Uhr
eine mittlere Melatoninkonzentration von 5,9 pg/mL und um 04 Uhr von 6,8 pg/mL. Die
Werte sind aufgrund der Unterschiede in Geschlecht, Messzeitpunkten sowie Studien-
bedingungen nur begrenzt vergleichbar. Davon ausgehend, dass der Melatoninpeak zwischen
24 und 05 Uhr nachts liegt (Zeitzer et al. 1999; Liu et al. 2000; Tamarkin et al. 1982), sind
deutlich hohere Maximalwerte erwartbar, die zu keinem Messzeitpunkt dieser Studie erfasst

wurden.
8.1.4.2 MELATONINEXPRESSION IM VERGLEICH ZWISCHEN JUNGEREN UND ALTEREN FRAUEN

Ab dem Erwachsenenalter sinkt der ndachtliche Melatoninpeak mit zunehmendem Alter, wobei
die Gesamtmenge (iber den Tag gleich bleibt (Review Scholtens et al. 2016), d. h. die Rhythmik
schwacht sich mit zunehmendem Alter ab. Anderen Quellen zufolge kann mit dem Altern die

maximale Melatoninkonzentration sowie die Gesamtkonzentration iber den Tag verringert
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sein (Zhao et al. 2002; Karasek u. Reiter 2002). Dabei ist zu beachten, dass es groRe
interindividuelle Unterschiede gibt (Arendt 1988). Es wird angenommen, dass hohe
Melatoninkonzentrationen eine positive Rolle fiir gesundes Altern und Langlebigkeit spielen

(Poeggeler et al. 1993; Hardeland 2013).

Die Melatoninkonzentration lag entgegen der Erwartung im Mittel bei den alteren
Probandinnen hoéher als bei den jingeren. Frihere Untersuchungen zeigten, dass die
Melatoninkonzentration sowie die Melatoninrhythmik mit dem Alter abnehmen (Zhao et al.
2002; Touitou 2001; Sarlak et al. 2013) oder der Peak gleich bleibt (Zeitzer et al. 1999;
Fourtillan et al. 2001). Eine Ursache dafiir ist ein weniger strukturierter Tagesablauf (mit
Nickerchen) alterer Menschen, was unter Umstanden zu einer schlechteren Schlafqualitat
fiihren kann (Monk et al. 2001). Die Schlafqualitat dlterer Probandinnen ist in dieser Studie
mit mittleren 4,7 Punkten erwartungsgemall etwas schlechter als die der jlngeren
Probandinnen mit 4,2 Punkten (n.s.). Um 08 Uhr morgens wurden gemaR der Erwartung
hohere Melatoninkonzentrationen bei den jiingeren Probandinnen beobachtet. Die jiingeren
Probandinnen hielten sich am Versuchstag in der Zeit von 06 Uhr morgens bis 16 Uhr
nachmittags im Mittel 80 min im Freien auf und waren infolgedessen deutlich mehr Blaulicht
ausgesetzt als die alteren, die sich in demselben Zeitraum im Mittel nur 40 min im Freien
aufhielten. Da Blaulicht die Melatoninsynthese lber eine Hemmung der AANAT inhibiert
(Klein et al. 1996), erklart dies, dass die Melatoninkonzentration der jliingeren Probandinnen
um 12 Uhr und um 16 Uhr unter der der alteren liegt. Ab 20 Uhr sowie in der Nacht waren
nach dem Beginn der Melatoninsynthese, die etwa drei Stunden vor der gewohnten Zu-Bett-
Geh-Zeit einsetzt, deutlich hohere Werte bei den Jiingeren als bei den alteren Probandinnen
zu erwarten gewesen. Es ist bekannt, dass die Melatoninsynthese durch Licht unterdriickt wird
(Lewy et al. 1980). Alle Probandinnen mussten fiir die nachtlichen Sammlungen um 04 Uhr die
Beleuchtung einschalten. Hierbei reagierten die jingeren Probandinnen vermutlich starker
auf die Storung der nachtlichen Dunkelheit, sodass die Melatoninsynthese bei ihnen effektiver
unterdriickt wurde als bei dlteren Probandinnen. Dies wiirde erkldaren, wieso die nachtlichen
Melatoninpeaks bei den Alteren héher waren als bei den Jiingeren. Herljevic und Kollegen
(2005) zeigten, dass bei dlteren Frauen der Melatonin-unterdriickende Effekt von Blaulicht

durch eine alternsbedingte Veranderung der Linse deutlich verringert war.

126



DISKUSSION

8.1.5 BEANTWORTUNG DER 1. LEITFRAGE
Die erste Leitfrage dieser Studie befasst sich mit dem Auftreten von Unterschieden in

circadianen Merkmalssystemen bei jlingeren und alteren Frauen.

Die Kurven der peripheren Hauttemperatur zeigten, dass Minimum (n.s.) und Maximum (hoch
signifikant) bei den Alteren weniger stark ausgeprigt sind und die Amplitude (n.s.)
infolgedessen verringert ist, sodas die circadiane Rhythmik mit dem Alter schwacher wird. Die
Genexpressionskurven von hBmall und hSod1l verlaufen bei jlingeren und alteren
Probandinnen sehr dhnlich d. h. Minima und Maxima werden zu sehr dhnlichen Zeitpunkten
erreicht. Die Genexpression war bei den Alteren bei beiden Genen deutlich und teils
signifikant hoher als bei den Jingeren. Auf der Proteinebene finden sich leichte zeitliche
Verschiebungen in der Rhythmik, wodurch Minimum und Maximum bei den Jiingeren etwas
friher liegen als bei den Alteren. Auch die Expressionsstirke iiber den Tag ist leicht
unterschiedlich. Die Proteinsynthese ist bei den Alteren von 8-16 Uhr hoher (n.s.) als bei den

Jingeren, wohingegen die Jingeren von 20-04 Uhr (n.s.) eine hohere Synthese aufweisen.

Der Verlauf der OS-Rhythmik zeigte lGber den Tag bei jlingeren und &lteren Frauen eine
signifikante Konzentrationsabnahme von 08 bis 20 Uhr. Dabei lagen die Werte der dlteren
Frauen zu jedem Messzeitpunkt signifikant Gber denen der jlingeren. In Bezug auf die
Melatoninkonzentration zeigten beide Altersgruppen stark ausgepragte circadiane Rhythmen,
wobei die Konzentration der dlteren Frauen teils signifikant tGiber der der jiingeren lag. Minima
und Maxima lagen auch hier zwischen den Altersgruppen zeitlich nah beieinander, wobei der
maximal gemessene Wert bei den alteren Frauen friiher auftrat, was auf eine frihere

Phasenlage hindeutet.

Wahrend die Werte und Grafiken durchaus Unterschiede zwischen den Altersgruppen
nahelegen, konnten Korrelationen der Variablen mit dem Alter nicht statistisch abgesichert
werden. Dies gilt neben der Expression des hSod1-Gens, der SOD1-Protein-Konzentration und
der Melatoninkonzentration auch fiir die oxidative Stresskonzentration. Besonders letzteres
ist Uberraschend, da aus zahlreichen Literaturquellen (Zhao et al. 2002; Karasek u. Reiter 2002)
bekannt ist, dass der OS im Alter zunimmt, sodass hier eine positive Korrelation erwartet

wurde.

Circadiane Rhythmen nehmen mit zunehmendem Alter ab (Nakamura et al. 2011; Sack et al.
1986). In dieser Studie ist dies besonders bei der peripheren Korperkerntemperatur sehr gut
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erkennbar. Unter Annahme einer Abschwachung circadianer Rhythmen wére zu erwarten,
dass auch die Melatoninrhythmik, die hBmall-Rhythmik sowie die hSod1/SOD1-Rhythmik
weniger ausgepragt waren. Dies lieB sich nicht bestatigen, da die Spannweiten zwischen den
kleinsten und den groRten Werten von hBmall, hSod1, SOD1, OS und Melatonin bei den
dlteren Frauen groRer waren als bei der jlingeren Vergleichsgruppe. Dies kdnnte unter
anderem darauf zurlickzufiihren sein, dass die Varianz und damit die Streuung der Werte mit

dem Alter zunehmen.

Insgesamt zeigen sich in Hinblick auf alle circadianen Mermalssysteme teils sehr signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen. Diese weisen darauf hin, dass es im
Rahmen des Alternsprozesses zu diversen Veranderungen in der circadianen Rhythmik
kommt. Ob diese Veranderungen das Altern auslosen oder ihrerseits durch das Altern

induziert werden, bleibt in weiteren Untersuchungen zu klaren.

8.2 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN DEN CIRCADIANEN MERKMALEN

Die zweite Fragestellung befasst sich mit etwaigen Zusammenhangen zwischen den einzelnen
circadianen Merkmalen bei jingeren und alteren Frauen. Konkret behandelt werden an dieser
Stelle mogliche Zusammenhange zwischen hBmall- und hSod1-Genexpression, SOD1-, OS-

und Melatoninkonzentration.

8.2.1 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN HBMALI- UND HSODI-MRNAS UND SOD1-PROTEIN

HBMAL1-GEN — HSoD1-GEN

GemaR der in der Fragestellung aufgefihrten Annahme ermoglicht die Bindung von
BMAL1/CLOCK Heterodimeren an das E-Box-Element in der Promotorregion Uhrengen-
kontrollierter Gene die Transkription des hSod1-Gens. Die tageszeitlichen Konzentrationen
der mRNA von hBmall und hSod1 zeigen sehr dhnliche Verlaufe mit Maxima in der Nacht und
Minima am Morgen oder Vormittag. Die Korrelationsanalysen ergaben (hoch-)signifikante
Zusammenhdnge der mRNA-Mengen zu den einzelnen Messzeitpunkten. Dies stltzt die
Hypothese, dass BMAL1 als TF die Synthese von hSod1-mRNA beeinflusst, indem
CLOCK/BMAL1 an das regulatorische E-Box Element des hSod1-Gens bindet. Zu erwarten
gewesen ware eine kleine Verzégerung zwischen den Peaks der mRNA von hBmall und hSod1:
Die hBmall-mRNA muss zuerst in die BMALL Proteinform translatiert und dieses Produkt in

den Zellkern transloziert werden. Erst danach konnen BMAL1-Proteine im Verbund mit CLOCK
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als Heterodimere an regulatorische Einheiten Uhrengen-kontrollierter Gene binden und deren
Transkription aktivieren. Die Konzentrationspeaks der hSodl-mRNA liegen bei beiden
Altersgruppen um 24 Uhr, wahrend der hBmall Konzentrationspeak bei beiden Altersgruppen
jedoch erst um 04 Uhr nachts liegt. Wenn BMAL1/CLOCK-Dimere tatsachlich die Transkription
der hSodl auslosen, dann dirften demzufolge bereits geringe BMAL1-Proteinmengen

ausreichen, um die Transkription der CCGs zu ermoglichen.

HSoD1-GEN — SOD1-PROTEIN

Laut Jang und Kollegen (2011) wird die SOD1-Aktivitat direkt Gber die Proteinbiosynthese
gesteuert. Demzufolge wird weder die mRNA zwischengelagert, noch das Protein inaktiv
gespeichert. Der Transkription folgt unmittelbar die Translation und infolgedessen steigt die
SOD1-Aktivitat. Diesen Befund betrachtend waren positive Zusammenhange zwischen der
hSod1-mRNA und dem SOD1-Protein zu einem oder zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten
zu erwarten gewesen. Allerdings konnte eine solche signifikant positive Korrelation
ausschlieBlich bei der Gruppe der jlingeren Probandinnen nachts um 24 Uhr beobachtet
werden. Im Kontrast dazu stehen signifikant negative Korrelationen in der Gesamtgruppe
sowie bei den dlteren Probandinnen, denen zufolge eine hohe Genexpression zu niedrigen
Proteinkonzentrationen fiihrt. Insgesamt bestehen sehr wenige Korrelationen zwischen
mRNA- und Proteinkonzentration. Dies legt nahe, dass es entgegen der Erwartung weitere
Einflussfaktoren oder andere Regulationsmechanismen auf dem Weg vom Gen zum Protein
geben konnte. Darliber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass die unvollstandige
Analyse der mRNA moglicherweise zu Diskrepanzen flihrt und bei vollstandigem Datensatz ein

aussagekraftigeres Ergebnis erhalten worden ware.

Die (teils hoch) signifikanten positiven Korrelationen der SOD1-Proteinkonzentrationen
zwischen den einzelnen Zeitpunkten zeigt, dass eine hohe Proteinkonzentration zu einem
Zeitpunkt eine ebenfalls hohe Proteinkonzentration zu den anderen fiinf Messzeitpunkten mit
sich bringt, d.h. die Werte der einzelnen Probandinnen insgesamt Uber alle sechs

Messzeitpunkte hoch bzw. niedrig im Vergleich zur Gesamtgruppe waren.
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8.2.2 ZUSAMMENHANGE MIT OXIDATIVEM STRESS

OXIDATIVER STRESS UND SOD1-PROTEIN

Interessanterweise finden sich in den Tagesverldufen von SOD1-Protein und OS klare
Ubereinstimmungen. Beide sinken von 08 Uhr morgens bis 20 Uhr abends ab, wobei der
starkste Abfall zwischen 08 und 12 Uhr verzeichnet wurde. Trotz der sich dhnelnden
circadianen Rhythmik bestehen keine statistisch signifikanten Zusammenhange zwischen dem
OS und dem SOD1-Protein. Andere Studien zeigten jedoch einen starken Zusammenhang
zwischen SOD1-Mutationen und gesteigerten OS-Konzentrationen sowie einer verringerten
Lebenserwartung (Hinerfeld et al. 2004; Huang et al. 2002). Da das SOD1-Protein OS
entgegenwirkt, ist es logisch nachvollziehbar, dass die circadianen Rhythmen sich dhneln. Bei
Anwesenheit vieler freier Radikale kann eine hohe Prasenz der SOD1 diese in weniger reaktive
Produkte umwandeln, um Folgeschdaden zu verhindern. Sollte sich evolutiv herausgepragt
haben, dass der OS morgens besonders hoch und abends eher niedrig ist, ware eine
Anpassung der SOD1 evolutiv sinnvoll. Die circadiane Rhythmik der SOD1, die mit der
Rhythmik der oxidativen Stresskonzentration lbereinstimmt, zeigt, dass das Enzym nicht
allgegenwartig in gleicher Konzentration vorliegt und unterschiedlich stark aktiviert wird.
Stattdessen erfolgt die Regulation mittels bedarfsspezifischer Neusynthese. Unklar ist jedoch,
ob eine hohe Konzentration an OS, die Synthese von SOD1 induzieren kann. Studien haben
gezeigt, dass die SOD1-Aktivitdt bei intensiven Sporteinheiten kurzzeitig ansteigt. Ob dies mit
einer Neusynthese einhergeht, ist ebenso unklar, wie die Frage, ob die circadiane Rhythmik

der SOD1 sich tatsachlich nach der OS-Konzentration richtet.

Dittmar et al. (2008) beschrieben eine statistisch signifikant negative Korrelation zwischen der
SOD1-Aktivitat und oxidativen DNA-Schdaden. Die SOD1-Aktivitdat war dabei bei alteren
Probanden leicht — aber nicht statistisch signifikant — erniedrigt (gegeniliber der jlingeren
Kontrollgruppe). In dieser Studie hingegen lag die maximale Proteinkonzentration der alteren
Frauen deutlich aber nicht signifikant Gber der der jlingeren Frauen. Studien Ulber den
Alternsprozess von Mausen haben gezeigt, dass die SOD1-Aktivitat in allen Geweben mit dem
Alter anstieg (Cristiano et al. 1995). Dies wiirde zu den in dieser Studie ermittelten Befunden
mit einem altersbedingten Anstieg der SOD1-Konzentration passen. Unstrittig ist, dass die
SOD1 mit der Lebenserwartung in direktem Zusammenhang steht: Wahrend SOD1-

Mutationen bei Mausen zu einer verringerten Lebensdauer fiihrt (Hinerfeld et al. 2004; Huang
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et al. 2002), kann Uberexpression von SOD die Lebensdauer von Hefen verlingern (Fabrizio et
al. 2003; Harris et al. 2003). Der einfachste Erklarungsansatz fiir die Lebensverlangerung durch
SOD-Uberexpression beruht auf direkter Reduzierung des OS mittels SOD-Aktivitit. Alternativ
kommt eine Veranderung der ROS-Signalwege infrage (Landis u. Tower 2005). Ob diese

Annahmen auch bei Menschen zutreffen, ist bislang nicht geklart.

OXIDATIVER STRESS UND MELATONIN

Zwischen dem OS und Melatonin waren nach bisherigem Kenntnistand sowohl positive wie
auch negative Korrelationen denkbar. Melatonin wirkt aktivitatssteigernd auf die SOD1
(Ozturk et al. 2000) und reguliert bzw. erh6ht die mRNA-Konzentration des Sod1-Gens (Antolin
et al. 1996; Kotler et al. 1998). Folglich kdnnten hohe Melatoninwerte zu hohen hSod1-mRNA
Konzentrationen und infolgedessen zu hohen SOD1-Proteinkonzentrationen fiihren. Letztere
senken die Konzentration an OS, sodass ein negativer Zusammenhang zwischen Melatonin
und dem OS bestinde. Im Umkehrschluss wiare jedoch auch denkbar, dass hohe
Konzentrationen an OS zu gesteigerten Melatoninwerten fiihren, die daraufhin Gber oben
genannte Signalvermittlung zu einer Erhéhung der SOD1-Konzentration flihren. In diesem Fall
ware eine positive Korrelation zwischen OS und Melatonin méglich. Die circadianen Rhythmen
von OS und Melatonin zeigen, dass diese im Tagesverlauf gegenlaufig sind. Wahrend die
Melatoninwerte im Laufe des Tages von morgens bis abends ansteigen, sinken die OS-Werte
von morgens bis abends kontinuierlich ab, sodass hohe Melatoninwerte am Abend mit
niedrigen OS Werten zusammenfallen. Dies ldsst eine negative Korrelation wahrscheinlicher
erscheinen. In dieser Studie wurden sowohl signifikant positive als auch signifikant negative
Korrelationen zwischen OS und Melatonin gefunden. In der Gesamtgruppe sowie in der
jungeren Altersgruppe fanden sich je zwei signifikant positive Korrelationen, wahrend bei den
dlteren Probandinnen drei signifikant negative Zusammenhange vorlagen. Der Literatur
zufolge reduziert Melatonin nachweislich den OS (vgl. Review Galano et al. 2011). Die mit dem
Alter abnehmende Melatoninrhythmik und -konzentration tragt zu einem Anstieg der
oxidativen Stresskonzentration bei. Einerseits steht weniger Melatonin als direktes
Antioxidans zur Verfliigung und andererseits ist die durch Melatonin vermittelte Aktivierung

antioxidativer Enzyme wie der SOD1 verringert (Reiter et al. 2014).
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8.2.3 ZUSAMMENHANGE MIT MELATONIN

MELATONIN UND HBMALI1-GEN

Neben seiner Rolle fiir die Synthese antioxidativer Enzyme scheint Melatonin auch die Bildung
zahlreicher Uhrengene zu kontrollieren. Die Konzentrationspeaks von Melatonin und hBmall-
MRNA liegen beide zwischen 04 und 24 Uhr. Melatonin bindet im Pars tuberalis der
Hypophyse an MT1 Rezeptoren und reguliert dariiber die Uhrengenexpression. Bei MT1 Knock
out Mausen wurden stark verringerte RNA-Expressionsraten der Uhrengene mPer1, mCry,
mClock und mBmall detektiert (Gall et al. 2005). In den Zellen der Pars tuberalis definiert die
Dauer der nachtlichen Melatoninsekretion die Phase und die Amplitude der rhythmischen
Uhrengenexpression in Hamstern (Messager et al. 2000; Messager et al. 1999) und Schafen
(Lincoln et al. 2003). Diese Befunde lassen vermuten, dass Individuen mit einer hohen
Melatoninexpression ebenfalls hohe Bmall-mRNA-Konzentrationen aufweisen. Diese
Annahme wird durch die vorliegenden Daten unterstitzt. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass hohe Melatoninkonzentrationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowie der
Melatoninmittelwert mit hohen hBmall-Peaks um 04 Uhr nachts einhergehen. Dies ist
besonders stark in der Gesamtgruppe ausgepragt. Bei getrennter Betrachtung der beiden
Altersgruppen ist der Zusammenhang bei den alteren Probandinnen starker ausgepragt, was
auf hohere Melatonin- und hBmall-Werte in dieser Altersgruppe zuriickzufiihren sein konnte.
Die signifikant positive Korrelation zwischen dem Alter und der hBmall mRNA-Konzentration
um 16 Uhr zeigt, dass hoheres Alter moglicherweise zu einer hoheren hBmall-mRNA-
Konzentration am Nachmittag fihren konnte. Hier bleibt jedoch nachzuweisen, dass

tatsachlich ein kausaler Zusammenhang zwischen den hier beschriebenen Variablen besteht.

Melatonin vermittelt circannuale Variationen in Metabolismus und Reproduktion. Auch die
hBmall-Expression zeigt eine jahreszeitliche Rhythmik mit hohen Werten im Sommer und
niedrigen Werten im Winter (Dopico et al. 2015). Diese geht einher mit hohen
Melatoninwerten im lichtarmen Winter und niedrigen Melatoninwerten im lichtintensiven
Sommer. Interessanterweise steht dem negativen Zusammenhang der circannualen Rhythmik
zwischen Melatonin und hBmall-Konzentrationen, der oben beschriebene positive
Zusammenhang in der circadianen Rhythmik gegeniber. Es ist daher fragwiirdig, ob die
jahreszeitlichen Bmal1-Schwankungen ebenfalls durch Melatonin generiert werden. Um die

jahreszeitlichen Variationen so gering wie moglich zu halten, wurden alle Probandinnen dieser
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Studie ausschlieBlich in den drei Friihjahrs- (Mérz - Juni) und Herbstmonaten (September —
November) untersucht. Da der Melatoninrhythmus durch seine Wirkung im SCN den
circadianen Rhythmus unterstltzt, verringert sich im Alter mit abnehmender
Melatoninkonzentration und —rhythmik auch die circadiane Rhythmik (Reiter et al. 2014). Dies
konnte in dieser Studie aufgrund der héheren Melatoninwerte bei den alteren Frauen nicht

bestatigt werden.

MELATONIN UND HS0D1-GEN sOWIE SOD1-PROTEIN

Melatonin stimuliert die Synthese antioxidativer Enzyme wie der SOD1 (Antolin et al. 1996;
Mayo et al. 2002). Folglich ist zu erwarten, dass der Melatonin-Peak, dem hSod1 und dem
SOD1-Peak vorangeht. Der abendliche Melatoninanstieg sollte zu einer Stimulation der SOD1-
Synthese flihren. Die Daten =zeigen fir beide Altersgruppen einen abendlichen
Melatoninanstieg zwischen 20 und 24 Uhr. Damit einhergeht in exakt demselben Zeitraum ein
Anstieg der hSod1-mRNA sowie ein Anstieg der Proteinkonzentration. Eine sehr signifikant
positive Korrelation zeigt, dass eine hohe Melatoninkonzentration um 20 Uhr zu hohen hSod1-
mRNA-Konzentrationen um 04 Uhr fihrt. Auch bei getrennter Betrachtung der beiden
Altersgruppen bleibt dieser signifikante Zusammenhang bestehen. Ebenfalls zu erwarten
waren positive Korrelationen zwischen Melatonin- und SOD1-Proteinkonzentration. Dies
konnte in der Gesamtgruppe sowie bei den dlteren Probandinnen nicht statistisch abgesichert
werden. Bei den Jiingeren hingegen konnten signifikante Zusammenhange zwischen den
nachmittaglichen (16 Uhr) sowie nachtlichen (24 Uhr) Melatoninkonzentrationen mit SOD1-
Proteinmengen am Mittag (12 Uhr) sowie in der Nacht (04 Uhr) gezeigt werden. Denkbar
ware, dass die SOD1-aktivierende Wirkung von Melatonin mit zunehmendem Alter abnimmt.
Dies wiirde die bei den Jlingeren beobachteten positiven Korrelationen sowie das Fehlen

jeglicher Zusammenhinge bei den Alteren erkléaren.

Positive Korrelationen zwischen Melatonin und der SOD1-Aktivitat wurden auch von Albarran
und Kollegen (2001) beschrieben. In deren Studie mit Hihnern fand sich eine zeitliche
Ubereinstimmung der Peaks von Melatonin, SOD1-Aktivitit und gesamter antioxidativer
Kapazitdit um etwa 24 Uhr nachts. Die Unterdriickung der Melatoninsynthese durch
dauerhaftes Licht (24 Stunden Helligkeit) fihrte bei HUhnern zu deutlich verringerten
Melatoninkonzentrationen und stark verringerter SOD1-Aktivitdt. Daraus ldsst sich die

Annahme ableiten, dass Individuen mit einer h6heren Melatoninsynthese hohe hSod1-mRNA-
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Konzentrationen aufweisen. Melatonin stimuliert die Expression antioxidativer Enzyme und
dauerhafte Melatoningabe flihrte bei Syrischen Hamstern (Antolin et al. 1996) und bei Ratten
(Kotler et al. 1998) zu gesteigerten RNA-Konzentrationen fiir die SOD1, die SOD2 und die

Glutathionperoxidase.

Studien zeigten, dass bei Abwesenheit des circadianen Melatonin-Rhythmus die circadiane
Rhythmik von Expression und Aktivitat der SOD1 stark abnehmen ldsst (Albarran et al. 2001,
Diaz-Mufoz et al. 1985; Martin et al. 2003). Dies weist darauf hin, dass Melatonin von
malgeblicher Bedeutung fir die circadiane Rhythmik der SOD1 ist. Wie dieser Signalweg auf
molekularer Ebene innerhalb der Zellen vonstatten geht, ist bislang nicht bekannt (Rodriguez

et al. 2004).

8.2.4 BEANTWORTUNG DER 2. LEITFRAGE
Die zweite Leitfrage dieser Studie befasst sich mit den Zusammenhdngen zwischen den

circadianen Merkmalssystemen.

Interessanterweise finden sich teils hoch signifikante positive Zusammenhange zwischen den
Genexpressionen von hBmall und hSod1 zu den einzelnen Messzeitpunkten. Dies unterstitzt
eine Annahme, derzufolge das BMAL1-Protein als TF an die regulatorische E-Box im Promotor
des hSod1-Gens bindet und die Synthese des SOD1-Proteins reguliert. Somit dirfte das hSod1-
Gen ein CCG sein. Dies unterstitzt die Studie von Kondratov et al. (2006) und zeigt, dass die
an Mausen beschriebenen Erkenntnisse hinsichtlich der Genregulation auch auf den
Menschen Ubertragbar sein dirften. Die 4-8 stiindige Verschiebung zwischen der hSod1-
MRNA- und der SOD1-Proteinkonzentration unterstitzt die von Jang und Kollegen (2011)
vorgeschlagene Steuerung der SOD1-Konzentration via transkriptioneller Regulation, obwohl
keine positiven Korrelationen zwischen mRNA- und Proteinmenge bestehen. Der OS zeigt
einen identischen Kurvenverlauf wie die SOD1-Konzentration, jedoch konnte dieser positive
Zusammenhang nicht statistisch durch signifikante Zusammenhange abgesichert werden.
Wahrend die Kurvenverldaufe von Melatonin und OS sich gegenlaufig verhalten, lassen sich die

signifikanten Korrelationen nicht eindeutig einer Richtung zuordnen.

Die Daten zeigen fiir beide Altersgruppen einen abendlichen Melatoninanstieg zwischen
20 und 24 Uhr. Damit einhergehen in exakt demselben Zeitraum Anstiege der hBmall-mRNA,
der hSod1-mRNA und der SOD1-Proteinkonzentration. Die Konzentrationpeaks von Melatonin
fallen in denselben Zeitraum (24-04 Uhr) wie die Maxima von hBmall- und hSod1-mRNA
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sowie bei Jingeren auch der SOD1-Peak. Da Melatonin im SCN die BMAL1-Synthese induziert
und BMAL1 seinerseits die hSodl-Transkription reguliert, passen diese Ergebnisse
hervorragend in das bisher existierende Gesamtbild und lassen vermuten, dass die

Erkenntnisse auch fiir den Menschen zutreffen.

8.3 ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN ALTERNSBEDINGTEN UNTERSCHIEDEN UND DEM
LEBENSSTIL

Die dritte Leitfrage untersucht, ob alternsbedingte Unterschiede in den circadianen
Merkmalssystemen mit Parametern, die den Lebensstil betreffen, in Verbindung gebracht
werden koénnen. Hierzu werden Zusammenhdnge zwischen den Lebensstil betreffenden
Variablen und dem Alter diskutiert und diese anschlieBend mit den circadianen Merkmalen

0OS, Melatonin und SOD1-Protein sowie hBmall-Gen und hSod1-Gen in Verbindung gesetzt.

8.3.1 LEBENSSTIL BETREFFENDE PARAMETER

CHRONOTYP

Der Chronotyp eines Menschen wirkt sich unmittelbar auf die Phasenlage circadianer
Rhythmen aus. Deshalb wurde mithilfe des DMEQ-Fragebogens die Morgen- und
Abendpriferenz der Probandinnen ermittelt. Altere Probandinnen zeigten in dieser Studie
eine groRere Morgenpraferenz als die jingeren. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen
friherer Studien, die mit zunehmendem Alter ein friiheres Aufwachen ermittelten (z. B. Miles
u. Dement 1980) und zeigten, dass dltere Menschen eine friihere Phasenlage aufweisen sowie
héhere Punktwerte im Horne-Ostberg-Fragebogen erzielten (Horne u. Ostberg 1976; Zepelin
u. McDonald 1987; Weitzman et al. 1982; Sherman et al. 1985). Die friihere Phasenlage der
dlteren Probandinnen zeigt sich nicht nur im Schlaf-Wach-Rhythmus, sondern in zahlreichen
Parametern. In dieser Studie zeigt sich die friilhere Phasenlage der alteren Frauen bei der
peripheren Hauttemperatur, der mRNA-Expression des hSodl-Gens sowie im
Melatoninrhythmus. In diesen Variablen liegen die maximal gemessenen Werte der Alteren

friiher als bei der jlingeren Vergleichsgruppe.
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SCHLAFQUALITAT

Zahlreiche Parameter wie Bewegung und Zeit im Freien sowie tageszeitliche Nickerchen
konnen die Schlafqualitat beeinflussen. So kann z.B. korperliche Aktivitat zu einer
verbesserten Schlafqualitat fihren (Vuori et al. 1988). Dasselbe gilt fiir den Aufenthalt im
Freien, da besonders am Vormittag durch das im Tageslicht enthaltene Blaulicht die
Melatoninkonzentration sinkt. Die vormittdgliche Hemmung der Melatoninsynthese
unterstltzt einen ausgepragten Melatoninrhythmus, der wiederum fiir eine gute
Schlafqualitat wichtig ist (Brainard et al. 1997). Nickerchen am Tage hingegen kdénnen den
natlirlichen Schlaf-Wach-Rhythmus negativ beeintrachtigen und so zu abendlicher Wachheit
sowie einer schlechteren Schlafqualitdt fiihren. Die Korrelationsanalysen dieser Studie
konnten diese Punkte jedoch nicht durch signifikante Befunde unterstiitzen. Grund dafir
konnte einerseits die kleine StichprobengrofRe sein. Andererseits ist zu beachten, dass
freiwillige Teilnehmerinnen generell an Gesundheitsthemen interessiert sind und auf ihren
Lebensstil achten. Folglich sind in dieser Gruppe weniger Unterschiede zu erwarten als in einer

Gruppe mit zuféllig ausgewdhlten Teilnehmern aus der Gesamtbevoélkerung.

Die jlingeren Probandinnen zeigen eine positive Korrelation zwischen der Schlafqualitat und
der an freien Tagen im Freien verbrachten Zeit. Der Befund widerspricht auf den ersten Blick
der Erwartung: Die im Freien verbrachte Zeit flihrt durch das Blaulicht zu einer Hemmung der
Melatoninsynthese. Dies fordert tagsiiber die natirliche Melatoninrhythmik und sollte zu
einer besseren Schlafqualitat fiihren. In dieser Studie zeigt der Zusammenhang jedoch das
Gegenteil an: Je mehr Zeit die jungen Probandinnen im Freien verbrachten, umso héher war
ihr Punktwert im PSQIl und somit schlechter ihre Schlafqualitdt. Zu beachten ist, dass der PSQI
die vergangenen 4 Wochen abbildet, wahrend die Zeit im Freien an freien Tagen sich bei
jungeren Probandinnen Uberwiegend auf das Wochenende bezieht. Fand zudem der
Aufenthalt im Freien eher abends statt, kdnnte dies durch eine abendliche Hemmung der

Melatoninsynthese die Schlafqualitdt verschlechtert haben.

LEBENSZUFRIEDENHEIT UND STRESS

Die Untersuchung zeigte, dass unmittelbare und hochsignifikante Korrelationen zwischen dem
Alter und der Lebenszufriedenheit (positiv) sowie zwischen dem Alter und dem subjektiv
empfundenen Stress (negativ) bestehen. Wahrend sich jlingere Menschen auf dem Weg zur

Adoleszenz (bis etwa 25 Jahre) in einer Aufbruchstimmung befinden, setzt im Anschluss eine
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Phase ein, in der es um den Erhalt des bisher im Leben Erreichten geht. Neben hohen
Anforderungen in Beruf, Karriere und Familie, die als stressig empfunden werden, geht es um
die Absicherung des gegenwartigen Lebensstandes. Erst in der zweiten Lebenshalfte (ab etwa
60 Jahren) folgt eine Entspannung und die Menschen werden gelassener. Dadurch nimmt der
Stress ab, wahrend die Lebenszufriedenheit im Zuge dieses zur Ruhe Kommens ansteigt. Diese
Sachverhalte wurden intensiv untersucht (Generali Deutschland 2017; Kessler u. Bowen
2015). In weiter fortschreitendem Alter kann es durch koérperliche Einschrankungen und
Erkrankungen oder Einsamkeit zu einer Verringerung der Lebenszufriedenheit kommen. Da in
dieser Studie jedoch explizit gesunde Probandinnen rekrutiert wurden, nimmt dieser Effekt

keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

8.3.2 ZUSAMMENHANG ZWISCHEN HBMAL1-GEN, HSODI-GEN UND SOD1-PROTEIN MIT DEM
LEBENSSTIL

HBMAL1-GEN — LEBENSSTIL

Die signifikant positiven Korrelationen zwischen der Schlafqualitat (PSQl-Punkte) und der
Konzentration an hBmall-mRNA legen nahe, dass eine starke Synthese dieses Uhrengens
moglicherweise zu einer schlechten Schlafqualitdt fihren kénnte. Dies kann sowohl in der
Gesamtgruppe als auch in beiden Altersgruppen beobachtet werden, was darauf schlieRen
lasst, dass die moglicherweise schlafstérende Wirkung der Uhrengenexpression
alternsunabhangig zum Tragen kommen kdnnte. Ob an dieser Stelle tatsachlich ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Schlafqualitat und der Konzentration an mRNA fir das BMAL1-

Protein besteht, muss in weiteren Untersuchungen geprift werden.

Sowohl in der Gesamtgruppe als auch bei den jlingeren Frauen werden signifikant positive
Korrelationen zwischen der mittleren hBmall-Konzentration Uber den Tag und dem
empfundenen Stress beobachtet. Jiingere Frauen empfinden mehr Stress als Frauen zwischen
60 und 80 Jahren. Ob das Stressempfinden eine direkte Auswirkung auf Uhrengen-

expressionen hat und somit ein kausaler Zusammenhang besteht, bleibt zu erforschen.

Die im Freien verbrachte Zeit zeigt ebenfalls positive Zusammenhadnge mit der hBmall-mRNA.
Die Zeit im Freien unter natlrlichen Lichtbedingungen fordert den Melatoninrhythmus und

damit die circadiane Rhythmik mit den beteiligten Uhrengenen wie hBmall.
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HS0D1-GEN — LEBENSSTIL

Die Zusammenhadnge zwischen der hSod1-Konzentration und Lebensstil-Parametern zeigen
deutliche Ubereinstimmungen mit den im vorherigen Absatz erlduterten Zusammenhingen
zwischen hBmall und dem Lebensstil. So finden sich bespielsweise auch zwischen der
Schlafqualitat und der hSodl-Konzentration signifikant positive Zusammenhdnge. Die
Ubereinstimmungen zwischen den beiden Genen lassen sich durch die Korrelationen zwischen
ihnen, die in vorherigen Kapiteln beschrieben und diskutiert wurden, erklaren. Auch hier

bleibt weiterfiihrend zu untersuchen, ob Kausalzusammenhange vorliegen.

SOD1-PROTEIN

Die signifikant positiven Zusammenhange zwischen dem SOD1-Protein und Variablen, die den
Sport betreffen, zeigen, dass Sport die Konzentration an SOD1-Protein und damit den Schutz
vor OS erhohen kann. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt bei den alteren Frauen. Dieses
Ergebnis steht in Einklang mit der Studie von Ozbay u. Diilger (2002), in der 257 gesunde
Frauen und Manner untersucht wurden, von denen 35 weibliche Individuen zwischen

57-71 Jahre alt waren.

Die bei den jlingeren Frauen beobachtete signifikant negative Korrelation kénnte anzeigen,
dass subjektiv empfundener Stress die SOD1-Konzentration negativ beeinflusst und somit die
Anfalligkeit fir OS erhoht. Dies steht in Einklang mit Befunden von Adachi et al. (1993),

denenzufolge bei Ratten subjektiv empfundener Stress oxidativen Stress auslésen kann.

Ebenfalls scheint sich bei den Jiingeren der Konsum koffeinhaltiger Getranke negativ auf die
SOD1-Konzentration auszuwirken. Die bei den jlingeren Frauen beobachteten signifikant
negativen Zusammenhange zwischen dem SOD1-Protein und dem Konsum koffeinhaltiger
Getranke legen nahe, dass moglicherweise das Koffein Uber eine Unterdriickung der
Melatoninsynthese auch die Synthese der SOD1 vermindert. Koffein bindet aufgrund seiner
groRen strukturellen Ahnlichkeit zu Adenosin an die Adenosinrezeptoren, ohne jedoch den
Rezeptor-vermittelten Signalweg, der im Normalfall Nervenaktivitat senkt und Midigkeit
initiiert, zu aktivieren (Fredholm 1979). Da Adenosin ebenso wie Noradrenalin fir die
Melatoninsynthese bendtigt wird (Klein et al. 1970), unterbindet die Blockierung des
Adenosinrezeptors durch Koffein die Melatoninsynthese. In der Folge sind niedrigere SOD1-
Konzentrationen denkbar, wie sie in dieser Studie bei den jlingeren Frauen beobachtet

wurden. Bei den Alteren hingegen zeigt sich der Zusammenhang zwischen SOD1 und
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Kaffeekonsum trotz hoheren Kaffeekonsums nicht. Erklarungsansatze hierfir sind
physiologische Anpassungen an das Koffein im Laufe des Lebens durch beispielsweise eine
Erhohung oder Abnahme der Rezeptorenzahl (Elmenhorst et al. 2012; Meyer et al. 2007) und
die damit verbundene abnehmende Auswirkung auf die Melatoninsynthese. Des Weiteren
wirkt Koffein antioxidativ (Shi et al. 1991). Die alteren Frauen konsumieren hochsignifikant
mehr Koffein als die Jiingeren, sodass die antioxidative Wirkung des Koffeins bei den Alteren
moglicherweise zu einer Senkung des OS fiihrt. Dies wiirde die negativen signifikanten

Zusammenhinge zwischen 0S-Konzentrationen und Kaffeekonsum bei den Alteren erkliren.

8.3.3 ZUSAMMENHANG ZWISCHEN OXIDATIVEM STRESS UND DEM LEBENSSTIL

Die Anzahl an Sportstunden pro Woche sowie der kérperliche Aktivitatsgrad zeigen signifikant
negative Korrelationen mit der OS-Konzentration um 20 Uhr in der Gesamtgruppe. Dies
konnte darauf hindeuten, dass Bewegung und Aktivitat den abendlichen OS verringern. Dies
steht im Einklang mit Studien (Ozbay u. Diilger 2002), die berichten, dass moderate Bewegung
und Aktivitat den OS senken kénnen. Auch die signifikant negativen Korrelationen zwischen
der Sportstundenanzahl pro Woche und dem OS-Wert bei dlteren Frauen um 12 sowie um
20 Uhr zeigen dies. Zu anderen Zeitpunkten sowie bei den jliingeren Probandinnen bestanden
keine signifikanten Zusammenhange. Dies weist daraufhin, dass insbesondere in
fortgeschrittenem Alter Bewegung den OS-Wert senken konnte. Langfristig sollte der OS durch
Sport geringer sein als bei Nichtsportlern, wodurch ein negativer Zusammenhang zwischen OS
und kérperlicher Aktivitdt und Sportstunden pro Woche zu erwarten gewesen ist. Ozbay u.
Dilger (2002) zeigten, dass die OS-reduzierende SOD1-Aktivitdt im direkten Anschluss an
Sportaktivitdten bei untrainierten Probanden verringert war. Dies resultiert in Kombination
mit dem Sport-bedingten Anstieg an OS in einer héheren OS-Konzentration direkt nach der

sportlichen Aktivitat.

Es ist Uberraschend, dass weder Erndahrungsgewohnheiten noch die im Freien verbrachte Zeit
die Konzentration an OS nennenswert beeinflussen. Eine gesunde Erndhrung sollte zu
niedrigeren OS-Werten fiihren als eine fett- und kohlenhydratreiche Erndhrung (Dai et al.
2008). Da die in Obst und Gemiise enthaltenen Vitamine C und E als freie Antioxidantien
wirken, wurde erwartet, dass eine negative Korrelation zwischen der Menge an verzehrtem
Obst und Gemiise und dem OS besteht. Dies lielS sich nicht zeigen. Jedoch findet sich

erwartungsgemald bei den dlteren Frauen ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen
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dem OS und dem BMI. Ein positiver Zusammenhang zwischen einem hohen BMI und dem OS
wurde bereits von Tunc et al. (2011) beschrieben. Die jiingeren Frauen zeigten eine deutlich
geringere Standardabweichung als die dlteren, wodurch bei den jlingeren ein signifikanter
Zusammenhang des BMI mit anderen Variablen aufgrund der geringen Streuung der Werte
aullerst unwahrscheinlich ist. Alkoholkonsum induziert OS und erhéht darlber die OS-
Konzentration (Das u. Vasudevan 2007). Auch fur diese Variable war aus den
Studienergebnissen kein signifikanter Zusammenhang ersichtlich. Méglicherweise meldeten
sich insbesondere Frauen zur Studienteilnahme, die ein erhdhtes Interesse an
gesundheitsbezogenen Themen haben und sich im Zuge dessen bereits tendenziell gesund

ernahren. In dem Fall sind die Unterschiede und Nuancen eher fein.

Der bei dlteren Probandinnen signifikant negative Zusammenhang zwischen der Schlafqualitat
und dem morgendlichen OS kénnte dahingehend interpretiert werden, dass eine schlechte

Schlafqualitat den OS nicht steigert.

8.3.4 ZUSAMMENHANG ZWISCHEN MELATONIN UND DEM LEBENSSTIL

Auf Basis des aktuellen Standes der Wissenschaft lassen sich verschiedene Annahmen
ableiten, die in dieser Studie Uberprift wurden. So war anzunehmen, dass sich
Zusammenhange zwischen Melatonin und dem Chronotypen, der Schlafqualitat bzw. dem
Schlafverhalten am Tag sowie dem Aufenthalt im Freien zeigen kénnten. In Bezug auf den
Chronotypen wurde diese Erwartung vollstandig erfillt: Die signifikant positive Korrelation der
Gesamtgruppe zwischen der Melatoninkonzentration um 20 Uhr und der erreichten Punktzahl
beim D-MEQ zeigt, dass erwartungsgemal die Tendenz zum Morgentypen mit einem friiheren
abendlichen Melatoninanstieg einhergeht. Bei Normal- und Abendtypen steigt die
Melatoninkonzentration erst zu spaterer Stunde an. In diesem Zuge ist eine Korrelation
zwischen der Melatoninkonzentration und der Uhrzeit der Hauttemperatur-Nachtpeaks
denkbar, da beide in engem Verhaltnis mit dem Schlafrhythmus stehen. Tatsachlich findet sich
fir den zweiten Nachtpeak ein signifikant negativer Zusammenhang mit der
Melatoninkonzentration um 20 Uhr (rs =-0,343, p =0,028). Die mit dem PSQl ermittelte
Schlafqualitit ist wie bereits beschrieben bei den Jiingeren besser als bei den Alteren (n.s.),
was durch Literaturbefunde bestatigt wird (Buysse et al. 1991). Allerdings konnten die
Ergebnisse dieser Studie keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen der

Melatoninkonzentration und der Schlafqualitat liefern. Hier ware zu erwarten, dass eine hohe
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nachtliche Melatoninkonzentration zu einer guten Schlafqualitat fiihrt (Haimov et al. 1994)
und folglich ein negativer Zusammenhang besteht. Allerdings ist fur eine gute Schlafqualitat
nicht nur eine hohe abendliche bzw. nachtliche Melatoninkonzentration, sondern vor allem
eine ausgepragte Melatoninrhythmik wichtig (Haimov et al. 1994). Zu beachten ist bei den
Ergebnissen dieser Studie, dass Probandinnen mit guter Schlafqualitdt gesucht wurden, sodass

die Diversitat bezlglich dieses Merkmals sehr gering ist.

Die Analysen zeigen einen signifikant negativen Zusammenhang zwischen der
Melatoninkonzentration um 08 Uhr morgens und der Nickerchendauer am Tag. Eine hohe
Melatoninkonzentration am Morgen kdnnte auf einen gut ausgepragten Melatoninrhythmus
hindeuten, bei dem am Nachmittag wenig Melatonin im Kérper vorliegt. Folglich ware die
Schlafrigkeit gering und es wird kein Nickerchen gehalten. Nickerchen und
Melatoninkonzentration scheinen sich jedoch nur sehr bedingt zu beeinflussen, da zu keinem

anderen Zeitpunkt ein signifikanter Zusammenhang besteht.

Blaulicht, welches beim Aufenthalt im Freien auf den Korper wirkt, hemmt die Synthese des
Nachthormons Melatonin. Zwischen dem im Freien verbrachten Zeitraum und der
Melatoninkonzentration am Mittag (12 Uhr) wurde bei den a&lteren Probandinnen
Uberraschend ein positiver Zusammenhang ermittelt. Zu erwarten gewesen wadre ein
mittaglicher negativer Zusammenhang: Je mehr Zeit die Probanden im Freien verbringen,
umso geringer sollte die Melatoninkonzentration am Mittag sein. Allerdings erfasste der
Fragebogen nicht, zu welcher Tageszeit die Zeit im Freien verbracht wurde. Lag die Zeit im
Freien erst am Nachmittag, kann das Blaulicht die morgendliche Melatoninsynthese nicht
unterbunden haben. In der Gesamtgruppe sowie in der dlteren Gruppe besteht ein positiver
Zusammenhang zwischen der Melatoninkonzentration um 20 Uhr und der an freien Tagen im
Freien verbrachten Zeit. Dies deckt sich mit Studien, die postulieren, dass der Aufenthalt im
Freien zu einer Erh6hung der Melatoninkonzentration am Abend fiihren kann (Obayashi et al.

2012). Entscheidend ist, wann die Zeit im Freien verbracht worden ist.
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8.3.5 BEANTWORTUNG DER 3. LEITFRAGE
Die dritte Leitfrage umfasst die Zusammenhange zwischen Variablen, die den Lebensstil
betreffen, und den circadianen Merkmalen OS, Melatonin und SOD1-Protein sowie hBmall

und hSod1-mRNA.

Die alteren Frauen zeigten eine groRere Morgenpraferenz (n.s.) als die jlingere
Vergleichsgruppe. Damit einhergeht eine frihere Phasenlage, die sich neben dem Schlaf-
Wach-Rhythmus auch in der peripheren Hauttemperatur, der mRNA-Expression des hSod1-
Gens sowie im Melatoninrhythmus abbildet. In diesen Variablen liegen die maximal
gemessenen Werte der Alteren frither als bei der jiingeren Vergleichsgruppe. Altere
Probandinnen zeigen eine schlechtere Schlafqualitat als die jingeren Frauen (n.s.). Dies steht

jedoch in keinem statistisch signifikanten Zusammenhang mit der Melatoninkonzentration.

Zwischen dem subjektivempfundenen Stress und dem OS fand sich in keiner Altersgruppe ein
signifikanter Zusammenhang. Im Gegensatz dazu weisen die dlteren Frauen einen hoch
signifikant negativen Zusammenhang zwischen ihrer — im Vergleich zu den jingeren hohen —
Lebenszufriedenheit und dem subjektiv empfundenen Stress auf. Sport steht insbesondere
bei den alteren Frauen in einem signifikant negativen Zusammenhang mit der OS-
Konzentration. RegelmaRige Bewegung scheint demzufolge besonders in fortgeschrittenem
Alter den OS zu senken und somit dem Alternsprozess durch freie Radikale entgegen zu
wirken. Dies unterstiitzen die Befunde der signifikant positiven Korrelationen zwischen
Variablen, die den Sport betreffen und der Konzentration des SOD1-Proteins. Die gezeigten
Zusammenhange lassen vermuten, dass Bewegung die Konzentration an SOD1-Protein
erhoht, wodurch im Umkehrschluss der OS-Konzentration sinkt. Diese Zusammenhadnge
treten besonders deutlich bei dlteren Frauen hervor, sodass Bewegung im Alter vorbeugend

vor Schaden durch OS wirken diirfte.

Die meisten Erndhrungsgewohnheiten zeigen in dieser Studie keine signifikanten
Zusammenhdnge mit dem SOD1-Protein und dem OS. Die bei den jingeren Frauen
beobachteten negativen Zusammenhange zwischen dem SOD1-Protein und dem Konsum
koffeinhaltiger Getranke legen nahe, dass moglicherweise das Koffein die Synthese der SOD1
vermindert. Dies lasst sich damit erklaren, dass die Aufnahme von Koffein die Melatonin-
synthese verhindert (Burke et al. 2015). Melatonin widerum koénnte in der Folge seiner

Aufgabe, die SOD1-Synthese zu stimulieren, nur vermindert nachkommen. Bei den Alteren
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hingegen besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Koffeinkonsum und der

SOD1-Konzentration, was daraufhindeutet, dass dieser Effekt mit dem Alter abnimmt.

8.4 METHODENKRITIK

AUSWAHL DER PROBANDINNEN

Fiir diese Studie wurden freiwillige Frauen als Probandinnen rekrutiert. Dabei ist anzunehmen,
dass sich insbesondere Frauen als Teilnehmerinnen zur Verfligung stellen, die ein hohes
Interesse an Gesundheitsthemen haben und daher einen eher als gesund zu bezeichnenden
Lebensstil fiihren. Dies beinhaltet z. B. regelmaRigen Sport, Aktivitaten bzw. das Aufhalten im
Freien sowie eine gesunde Erndhrung. Folglich sind in der Gesamtgruppe der Probandinnen
diesbezliglich geringere Unterschiede zu erwarten als in der Gesamtbevdlkerung. Dies sollte
bei der Interpretation der Ergebnisse, die mit diesen Variablen in Zusammenhang stehen,
berlicksichtigt werden. Da Variablen, die den Lebensstil betreffen, vielfach groRe Variationen
zeigen, ist es schwierig, signifikante Unterschiede zu beobachten. Hinzukommt, dass die eher
kleine GroRRe des Probandenkollektivs eine geringere statistische Power innehat, was die

Beobachtung von signifikanten Unterschieden seinerseits erschwert.

In Bezug auf die Probandinnen ist zu beachten, dass es sich nicht nur in Bezug auf das Alter
um zwei heterogene Gruppen handelt. Altere Frauen folgen in der Regel einem eher
strukturierten und regelmalligen Tagesablauf — sowohl solange sie noch berufstadtig sind
(42,9 %) als auch im Ruhestand (57,1 %). Die jlingeren Probandinnen hingegen waren
Uberwiegend Studierende (90,5 %), die durch taglich veranderliche Zeiten an der Universitat
sowie in Nebenjobs deutlich unregelmaligere Tagesablaufe haben. Dies kdnnte sich auch auf

die untersuchten Rhythmen und deren Stabilitat ausgewirkt haben.

Am Versuchstag mussten die Probandinnen alle zur selben Uhrzeit in der Universitat
erscheinen, sodass sie zum Teil erheblich friher aufstanden als an regularen Tagen. Dadurch
verkilirzte sich teilweise die Schlafdauer. Ob dies Auswirkungen auf die untersuchten

Parameter haben kann, ist unklar.

UBERPRUFBARKEIT DES PROBANDENVERHALTENS

Die vorliegende Studie wurde teils in der Universitat und teils ambulant bei den Probandinnen
zuhause durchgefiihrt. Dies bietet den Vorteil, dass die Probandinnen weitestgehend in ihrem

normalen Umfeld und Tagesablauf leben und nicht unter strikten normalisierten Labor-
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bedingungen. Dadurch wird der gewdhnliche Alltag der Versuchspersonen besser abgebildet
und circadiane Rhythmen werden nicht verschoben oder angeglichen. Andererseits ist
wiahrend der ambulanten Phase keine genaue Uberwachung der Teilnehmer méglich, sodass
die Einhaltung der Vorgaben zu Essenszeit, nicht zu konsumierenden Nahrungsmitteln, das
Unterlassen von Nickerchen sowie das korrekte Tragen der Blaulichtblockerbrille nicht tGber
den gesamten Zeitraum kontrolliert werden konnten. Auch zwei der sechs Probennahmen
erfolgten nachts selbststandig und entzogen sich infolgedessen der Kontrolle durch die
Autorin. Der Vorteil der eigenstandigen Sammlung in gewohnter Umgebung besteht jedoch

im Erhalt der Normalitat fir die Probandinnen gegeniiber einer Nacht im Schlaflabor.

AUSWAHL DER MESSZEITPUNKTE

Bei allen circadianen Rhythmen, die in dieser Studie untersucht wurden, ist zu beachten, dass
Uber 24 Stunden in regelmaRigen 4-stiindigen Abstdanden insgesamt 6 Messzeitpunkte lagen.
Dies bedeutet, dass die Peaks der circadianen Rhythmen nicht direkt erfasst wurden, wenn sie
zwischen zwei Messzeitpunkten lagen. Der Zeitpunkt mit dem héchsten ermittelten Messwert
ist folglich nicht zugleich zwangslaufig der Zeitpunkt des Peaks einer circadianen Rhythmik und

der hochste Messwert damit nicht der héchste auftretende Wert insgesamt.
RNA-ANALYTIK

Obwohl die RNA-Analytik in allen Punkten — Probensammlung, -lagerung, RNA-Isolierung,
cDNA-Synthese und gRT-PCR — sorgfaltig getestet und optimiert wurde, zeigten sich in den
anschlielenden Analysen der Probandenproben viele Datenausfélle. Diese gehen vermutlich
zurlick auf unzureichende mRNA-Mengen in den Proben nach der mRNA-Isolierung. Dem
konnte in folgenden Studien begegnet werden, indem Zellen fiir die RNA-Analytik von der
Mundschleimhaut beider Wangenseiten gesammelt werden, um so die mRNA-Ausbeute zu
erhohen. Die beidseitige Sammlung fir mRNA schlieBt jedoch eine zusatzliche
Probensammlung fir Proteinanalytik aus. Wird sowohl Material fiir RNA- als auch
Proteinanalysen bendtigt, misste eine Methode etabliert werden, mit der aus einer Probe

sowoh! RNA als auch Proteine isoliert werden kdonnen.

PROTEINANALYTIK

Die fiir diese Studie in der AG Humanbiologie neu etablierte Methode des Western Blots mit
anschlielender densitometrischer Bestimmung lieferte hervorragende Ergebnisse fir alle

Probandinnen und zu allen Zeitpunkten. Die untersuchten Proteine SOD1 und R-Aktin lieferten
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sehr verlassliche und Uber die Blots hinweg vergleichbare Daten. Die deutlich sichtbare
circadiane Rhythmik des SOD1-Proteins bei den einzelnen Probandinnen sowie in der
Gesamtgruppe zeigt eine hohe Qualitdat und Verlasslichkeit der Werte. Das BMAL1-Protein
hingegen kann mit der hier verwendeten Methode aus humanen MSH nicht nachgewiesen
werden, weil keine klaren Banden erkennbar waren. Die oben genannten Proteine waren
problemlos in den humanen MSH nachweisbar und das BMAL1-Protein konnte seinerseits mit
derselben Methode in Zellkulturextrakten aus Schweineaugen (Retinazellen) erfolgreich
guantifiziert werden. Daher kann ein Fehler in der Labormethodik und den verwendeten
Reagenzien ausgeschlossen werden. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass humane
MSH eine zu geringe BMALL-Proteinkonzentration enthalten, um BMAL1 mit der
verwendeten Methode detektieren und quantifizieren zu kénnen. Hier wiirde die Anwendung

einer sensitiveren Methode méoglicherweise zum Erfolg fiihren.

MELATONINANALYTIK

Es traten Uberraschend héhere Melatoninwerte bei den alteren Probandinnen im Vergleich
zu den jiingeren auf. Dies kdnnte zu der nachtlichen Sammlungszeit um 04 Uhr die Folge einer
héheren Sensibilitat der Jiingeren gegeniber Licht sein. Das flr die Sammlung eingeschaltete
Licht, kdnnte die Melatoninsynthese der Jlingeren gehemmt haben, wohingegen es bei den
Alteren aufgrund einer alternsbedingten verringerten Lichtsensibilitit zu keinen
Veranderungen kam. In Folgestudien sollte festgelegt werden, dass die nachtliche Sammlung
von Melatonin bei nicht mehr als 10-30 Lux erfolgen darf. Darliber hinaus wirken sich
Positionsdanderungen auf die Melatoninsynthese aus: Wahrend es keinen nachweisbaren
Unterschied im abendlichen Melatoninanstieg gibt, wenn die Probanden liegen, lehnen oder
sitzen, fiihrt eine stehende Position zu einem Melatoninanstieg im Blutplasma (Cajochen et al.
2003; Deacon u. Arendt 1994). Diese ist jedoch nach 10 Minuten reversibel. Demzufolge sollte
in zuklnftigen Untersuchungen vor jeder Speichelsammlung fir die Melatoninanalytik eine

mindestens 10-mindtige Sitzphase eingehalten werden.

OXIDATIVER STRESS-ANALYTIK

Um den oxidativen Stress der Probandinnen quantifizieren zu kénnen, wurde ein ELISA
laborintern etabliert. Dieser erfasst oxidative Schaden an DNA und RNA, sodass verschiedene
Formen der Schadigungen detektiert wurden, was eine hohe Genauigkeit der gewonnen

Daten ermoglicht. Die circadiane Rhythmik der OS-Konzentration wurde sowohl bei den
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einzelnen Probandinnen als auch in den beiden Altersgruppen sehr deutlich. Somit kann die
Methode als zuverldssig und aussagekraftig bezeichnet werden. Eine Einschrankung ergab sich
durch den Versuchsablauf und die Probenlagerung: Da die OS-Proben laut Hersteller des
ELISA-Kits sofort nach der Sammlung bei -80° C gelagert werden mussen, konnten in der Nacht
bei der Probensammlung zu Hause keine Proben fiir die Messzeitpunkte 24 Uhr und 04 Uhr
gesammelt werden. Die Ergebnisse der OS-Analysen zeigen einen ausgepragten Tagesverlauf,
sodass die zusatzliche Analyse nachtlicher Proben ein vollstéandiges und aufschlussreiches Bild

Uber den circadianen Rhythmus der OS-Konzentration liefern wiirde.

8.5 AUSBLICK

Fir die Fortfihrung und Erweiterung der hier durchgefiihrten Untersuchungen, ware es
duRerst interessant, beide Geschlechter zu untersuchen, da bei vielen Variablen
geschlechtsspezifische Unterschiede eine Rolle spielen. Um diese mit zu erfassen und
Unterschiede zwischen Frauen und Méannern detektieren zu kénnen, sollten auch Manner
untersucht werden. Um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhéhen, ware es zudem sinnvoll,

die Anzahl der Probanden zu erhohen.

Die alteren Probandinnen wiesen in vielen die circadiane Rhythmik betreffenden Merkmalen
wie der hBmall-, hSod1-, SOD1- sowie Melatoninrhythmik tGiberraschend hohere Peaks auf als
die jlingeren. Dies kénnte in Zusammenhang mit den Tagesablaufen stehen: Die jlingeren
Probandinnen waren Uberwiegend Studierende, die durch stark variierende Studienzeiten
sowie flexible Nebenjobs vermutlich weniger strukturierte und regelmaRige Tagesablaufe
haben als die Alteren, die im Arbeitsleben stehen oder bereits im Ruhestand sind. Um die
Altersgruppen in dieser Hinsicht homogener zu gestalten, ware es ratsam, in folgenden
Untersuchungen fiir die jingere Gruppe keine Studierenden auszuwahlen, sondern bereits im
Arbeitsleben stehende Personen. Dies wiirde zwar die Rekrutierung erschweren, andererseits
jedoch geregeltere Tagesablaufe bei den jingeren bedeuten, als dies bei Studierenden der Fall
sein dirfte. Um zu gewahrleisten, dass bei den Berfustatigen kein Schlafmangel vorliegt, sind
die in dieser Studie verwendeten Pratest-Bedingungen beizubehalten, nach denen die

Probandinnen taglich 6-9 Stunden schlafen sollten.

In dieser Studie wurde die Veranderung von OS im Tagesverlauf bei Menschen untersucht. Die
Ergebnisse zeigen eine klare Abnahme (ber den Tag einhergehend mit einer Abnahme des

SOD1-Proteins. Es wére duRerst interessant, zu untersuchen, wie sich die OS-Werte in der

146



DISKUSSION

Nacht verhalten, um zu ergriinden, wann diese zum Morgen hin wieder ansteigen und ob der

Verlauf auch in der Nacht parallel zu dem des SOD1-Proteins liegt.

Die Zusammenhange zwischen den mRNA-Expressionen der Gene hBmall und hSod1 waren
sehr signifikant, sodass ein kausaler Zusammenhang maoglich ist. Um diesen weitergehend zu
analysieren, kdnnten in Tierexperimenten Bmall knock out Mutanten generiert werden, an
denen dann die hSod1-Expression untersucht wird. Verandert sich diese im Vergleich zum
Wildtyp, kann von einem eindeutigen kausalen Zusammenhang mit hBmall ausgegangen
werden. Sollte sich ein solcher Zusammenhang bestatigen, ware eine Ausweitung des hier

beschriebenen Versuchs auf beide Geschlechter und gréBere Probandenkollektive sinnvoll.

Grauer Star ist als degenerative Augenerkrankung ein Marker fiir den Alternsprozess und
wurde deshalb mit erfasst. Allerdings liel8 sich kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
der Erkrankung und der hBmall-mRNA-Konzentration feststellen. Ob ein Zusammenhang
zwischen dem grauen Star und Bmall besteht, konnte am besten im Tiermodell mittels einer

Bmall knock out Mutante nachgewiesen werden.

Bislang ungeklart ist, weshalb der Peak der SOD1 nachts liegt. Bei Mausen wurde dieselbe
Rhythmik nachgewiesen und der nachtliche Peak mit durch Futteraufnahme und Bewegung
gesteigerte ROS-Konzentrationen begriindet (Jang et al. 2011). Demzufolge miisste der Peak
bei tagaktiven Organismen jedoch am Tag liegen. Vergleichbar ist diese Konstellation mit der
Melatoninsynthese, die sowohl bei Nacht- als auch bei Tagaktiven zur Nacht hin einsetzt und
einen nachtlichen Peak aufweist. Die Rhythmik ist somit Gber die Evolution in Bezug auf die
Tageszeit unverandert, doch die Auswirkungen via Signalwege fiihren zu unterschiedlichen
Ergebnissen: Wahrend die abendliche Melatoninsynthese bei Mausen fiir den Beginn der
aktiven Phase steht, liegt sie beim Menschen am Beginn der Ruhephase. In weiteren
Untersuchungen ware zu klaren, welche Unterschiede sich bei Tag- und Nachtaktiven in Bezug
auf den Sinn des nachtlichen SOD1-Peaks herausgebildet haben. Da viele Studien die SOD1-
Aktivitat untersuchen, ware es zudem sinnvoll, die Enzymaktivitdit in folgenden

Untersuchungen zu integrieren.
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a alpha

AANAT Arylalkylamin-N-acetyltransferase

APS Ammoniumperoxodisulfat

Arntl Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like

ATP Adenosintriphosphat

bHLH basic helix-loop-helix

BCM Kérperzellmasse

BIA Bioelektrische Impedanzanalyse

Bmall Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like = Mop3 = Arnt/
BMI Body Mass Index

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CCGs Uhrengen-kontrollierte Gene (clock controlled genes)

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsdure

Clock Circadian locomotor output cycles kaput protein

Cp Crossing Point

CR Caloric Restriction

CRY Cryptochrom Circadian Clock

Cu/Zn Kupfer/Zink

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DGSM Deutsche Gesellschaft fiir Schlafforschung und Schlafmedizin
D-MEQ Deutsche Version des Morningness-Eveningness Questionnaire
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Deoxynukleotid-Triphosphat

E Effizienz

ECM Extrazelluldarmasse

ECW Extrazellularwasser

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay (= Enzymimmunoassay)
ESS Epworth Sleepiness Scale

FM Fettmasse

FFM Fettfreie Masse

FRET Fluorescence resonance energy transfer

H,0, Dihydrogenperoxid

Hz Hertz

hBmall bzw. hArntl

Humanes Brain and Muscle ARNT-like 1

hRPLPO (= h36B4)

Humanes Acidic Ribosomal Phosphoprotein PO

hSod1

Humane Superoxiddismutase 1

ICW Intrazellulares Wasser
ipRGCs Photosensitive retinale Ganglionzellen
kDa Kilo-Dalton
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KKT Korperkerntemperatur

LBM Magermasse

LC Light Cycler

pL Mikroliter

m Meter

mA Milliampere

Mesor midline estimating statistic of rhythm

mRNA messenger Ribonukleinsaure

MSH Mundschleimhaut

mt Mitochondrial

N Probandenanzahl

NaCl Natriumchlorid

nm Nanometer

n.s. nicht signifikant

0osS Oxidativer Stress

p Irrtumswahrscheinlichkeit

PAR Proline and Acidic amino acid-rich Protein

PER Period circadian clock

psal Pittsburgh Sleep Quality Index

r Korrelationskoeffizient

REV-ERBa nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
RHT Retinohypothalamischer Trakt

rpm Umdrehungen pro Minute

RNA Ribonukleinsaure

RNS reactive nitrogen species = freie Stickstoffradikale
ROS reactive oxygen species = freie Sauerstoffradikale
RT Raumtemperatur

gRT-PCR guantitative Echtzeit (real time)-Polymerase Kettenreaktion
SCN Suprachiasmatischer Nukleus

SDS Sodiumdodecylsulfat

SOD Superoxiddismutase

Taq Thermus aquaticus

TBS Tris buffered saline

TBW Gesamtkorperwasser

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TF Transkriptionsfaktor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UPL Universal Probelibrary
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ANHANG

13 ANHANG

Alle Anhange befinden sich auf dem beiliegenden elektronischen Datentrager. Nachfolgend

sind die einzelnen Anhdnge aufgefihrt.

A1l Pratest-Fragebogen

A2 Probandeninformation tber den Ablauf des Versuchs

A3 Schlaftagebuch (DGSM)

A4 Fragebogen — Allgemeine Daten

A5 Chronotyp — Horne-Ostberg-Fragebogen (deutsche validierte Version, D-MEQ)
A6 Schlafqualitats-Fragebogen Pittsburgh-Sleep-Quality-Index (PSQl)
A7 Tagesschlafrigkeits-Fragebogen Epworth Sleepiness Scale (ESS)
A8 Apnoe-Fragebogen

A9 Fragebogen — Lebenszufriedenheit

A10 Fragebogen — Stress (Perceived stress scale - PSS)

A1l Datenbogen

A12 Probandenprotokoll

A13 Datenbogen — iButton

A14 Gelbilder der Western Blots

A15 Tabellen zur Normalverteilung

A16 Tabellen fiir Korrelationen
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