MMD GmbH & Co KG

Einfluss von Klein sche
Felder Magnetstreifen auf
Mitochondrienfunktionen

Voruntersuchung mit differenzierten THP-1 Zellen

Prof. Dr. Brigitte Kénig
26.02.2014



INHALT

Differenziert® THP-1 ZEIIEN ......ooiiieeeeee ettt st st st e r ettt s e b e s b e e r e neenesanesaeenaie 4
[ T= =Ty (1| (0T V -SSR 4
IMEEERNOTIK ..ttt et e et s b e e bt e s b et e bt e s bt e e bt e s b e e e bt e s b e e ebeesbeeeanees 4
ZUSAMIMENFASSUNG....cceiiieiitttet ettt ettt e e e e e sttt e e e s e s s ba bt eeeeee s e asaeateeeeeseaunbbeeeeeesesaunsaeaeeeesesaansenaees 4
Aktivitdt Mitochondrialer Dehydrogenasen (MTT-TESLE) ...uuueiiiuiieeiiiee e e erieeeeere e e ere e e e rerre e e sare s e enreeeesreeeenns 5
MitoChoNdriale ATP GENEIEIUNE ....vviiiiiieee ettt e ettt et e e ettt e e e eee e e e ste e e e e taeeesasaeesssaeeesnsseesassseeessseeeansssessannneens 8
Y T1deTe o Te] aTe I3 T=T a2 o T YOS TP PSPPSR 10
Mitochondriales Membranpotential.........cociiiiiiiiiii e s 12



Abbildung 1: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in THP-1
Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. Dargestellt ist die Absolutwerte von 4 separaten Analysen
UN M IMIEEEIWETL. ..ttt st e e s bt e e st e e e s abte e e s bbeeesasteee s abeaeesabaeessnbaeesaaseaessnbanesnans 5

Abbildung 2: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in THP-1
Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit H202 flir 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ... it e e e et e e e e e et be e e e e e e e anraaeeas 6

Abbildung 3: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fir 24h.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten ANAlYSEN .........eciiii it e e e e et raeeeaeeas 6

Abbildung 4: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN .......ciiiiiiie ettt e ere e et e et e e ettt e e e sttt e e sstaee s nseeeesstaeeeanntaeeeanreeeearreeeanns 7

Abbildung 5: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschliefender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert vONn 3 SeParaten ANGIYSEN ......cccuuiieiciiieeieiiee e e ereeeeere e e s eeeestteeeesteeeessseeessseeeeassseeeasenessnnseeean 8

Abbildung 6: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ... it e e e e et e e e e e e et be e e e e e e e anraaeeas 9

Abbildung 7: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieender Stimulation mit LPS fur 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........oiiiiiieecciie et ettt e e st e e eree e e ettt e e e sttt e e sssteeesenseeeesssseeeannteeeeanseeeeaseeeeanns 9

Abbildung 8: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden und anschliefender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VON 3 SEParaten ANAIYSEN ........iiiicuiieeiiiee et et e e e e et e e e eaae e e stteeeesstaeesesaeeessteeeaantseeeansaeeesnnreeenn 10

Abbildung 9: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden und anschliefender Stimulation mit Valinomycin fir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........iiiiiieeeciee et eeee e ree e e e e eae e e st e e e e s staeesesaeeestteeeaanteeeeensaaeeanreaean 11

Abbildung 10: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieSender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert
VON 3 SEPAIALEN ANAIYSEN ...ttt e e eee ettt e e e e e et e e e e e e e e s baeaeeaeeeeaaabaaaeeaaaesaastraseeaaeeeaassasaeaeaeeeaasaaaeeeaaeann 11

Abbildung 11: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit H202 flr 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ......cooo i et e e e e e e e et e e e e e e e e et aaaeaeaeeenanees 12

Abbildung 12: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten ANalYSEN ...........uviiiiei it e et e e e e e e sbrea e e e e e e enanes 13

Abbildung 13: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert voNn 3 SeParaten ANGIYSEN ......cccueiiiiiieeecieeeeciee e eree e e st e e e te e e e steeeestteeessssaeessnsaeeesnsseeeennsseesannens 13



DIFFERENZIERTE THP-1 ZELLEN

FRAGESTELLUNG

Die Verwendung von Klein'sche Felder Magnetstreifen in der therapeutischen Anwendung hat Verbesserungen
des klinischen Krankheitsbildes gebracht. Der Mechanismus ist nicht ganzlich bekannt, eine direkte und/oder
indirekte Wirkung auf die Mitochondrienfunktionen ist anzunehmen. Daher sollte in einer in-vitro Pilotstudie
Uberpriift werden ob die Anwendung von Klein'sche Magnetstreifen zentrale Mitochondrienfunktionen
beeinflusst.

METHODIK

Es wurden zundchst mit PMA-differenzierte THP-1-Zellen verwendet. Die vorbehandelten THP-1-Zellen wurden
in zwei Aliquots geteilt. Jedes Aliquot wurde entweder in der Abwesenheit oder Anwesenheit von Klein'sche
Felder Magnetstreifen bei 37°C unter 5% CO; inkubiert. Die Kultivierung in An- bzw. Abwesenheit der Klein'sche
Felder Magnetstreifen erfolgte fiir 24 Stunden. Nach der Inkubationszeit wurden die THP-1-Zellen der
entsprechenden Aliquots entweder mit H,0,, mit Valinomycin (verursacht Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials), oder mit Lipopolysaccharid von Escherichia coli (LPS) fuhrt
konzentrationsabhangig zur Mitochondrienschadigung) fur weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte
die Analyse der Aktivitdten von mitochondrialen Dehydrogenasen, des mitochondrial generierten ATP, des
mitochondrialen Membranpotentials und der Mitochondrienmasse. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden
Abbildungen dargestellt.

ZUSAMMENFASSUNG

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dass die Anwesenheit von Klein'sche Felder Magnetstreifen die
Mitochondrien resistenter gegeniiber Stressoren macht. Insbesondere die mitochondriale ATP
Generierung wird durch die Anwesenheit der Klein'schen Felder Magnetstreifen prinzipiell
gesteigert und bleibt auch nach Zugabe von Stressoren signifikant héher im Vergleich zu PMA
differenzierten THP-1-Zellen in der Abwesenheit der Klein'schen Felder Magnetstreifen .



AKTIVITAT MITOCHONDRIALER DEHYDROGENASEN (MTT-TEST)

Zunachst ist der Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Aktivitdt der mitochondrialen Enzyme
nach 24 Stunden Kultivierung analysiert. Die Aktivitdt der mitochondrialen Enzyme nach dieser
Inkubationsperiode ist in Abbildung 1 dargestellt. Die in Ab- bzw. Anwesenheit von Klein'sche Felder
Magnetstreifen kultivierten THP-1 Zellen wurden entweder mit H,0,, mit Valinomycin oder mit LPS fiir 24
Stunden stimuliert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 2 bis 4 nachfolgend dargestellt.

INSGESAMT ZEIGT SICH, DASS DIE KULTIVIERUNG VON
DIFFERENZIERTEN THP-1 ZELLEN IN GEGENWART DER KLEIN'SCHE
FELDER MAGNETSTREIFEN DIE MITOCHONDRIALEN ENZYME AKTIVIERT

UND SCHADIGENDEN AGENZIEN SO ENTGEGEN GEWIRKT WIRD.
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Abbildung 1: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in THP-1 Zellen nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden. Dargestellt ist die Absolutwerte von 4 separaten Analysen und dem Mittelwert.

Nach 24 Stunden Kultivierung der Zellen mit den Klein sche Felder Magnetstreifen
erhéhten sich die Enzymaktivitédten mitochondrialer Enzyme um circa 20%.

NACH STIMULATION MIT H202

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erhéht die Aktivitidt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um mindestens 20% nach Stimulation mit H202 im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Kleinsche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 2: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in THP-1 Zellen nach einer

Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.

NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 3: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit

von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erh6ht die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um mindestens 30% nach Stimulation mit Valinomycin im
Vergleich zur Kultivierung in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.




ENACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 4: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erh6ht die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um mindestens 30% nach Stimulation mit LPS im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein 'sche Felder Magnetstreifen.



MITOCHONDRIALE ATP GENERIERUNG

INSGESAMT ZEIGT SICH, DASS DIE KULTIVIERUNG VON THP-1 ZELLEN IN
GEGENWART DER KLEIN'SCHE FELDER MAGNETSTREIFEN  DIE
MITOCNDRIALE ATP GENERIERUNG SIGNIFIKANT STEIGERT.
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Abbildung 5: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit H,0;, signifikant um mehr als 300% im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.



NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 6: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit VAlinomycin signifikant um mehr als 300% im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 7: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Interpretation: Tendenziell fihrt die Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder Magnetstreifen zu einer

Hoheren ATP Generierung in Gegenwart von Stimulans LPS.

Die vorherige Kultivierung der THP-1 Zellen in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 24 Stunden erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit LPS signifikant im Vergleich zur Kultivierung in Abwesenheit

der Klein'sche Felder Magnetstreifen.



MITOCHONDRIENMASSE

DIE KULTIVIERUNG DER ZELLEN IN GEGENWART DER KLEIN'SCHE FELDER
MAGNETSTREIFEN HAT KEINEN NEGATIVEN EINFLUB AUF DIE
MITOCHONDRIEN GEMESSEN ALS MITOCHONDRIALE MASSE.

ENACH STIMULATION MIT H202
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Abbildung 8: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden und anschlieRender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Wasserstoffperoxid fiihrt konzentrationsabhéngig zu einer Zerstérung der
Mitochondrien und in Folge dessen zu verringerten Massen. Nach 1 Tag
Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder Magnetstreifen sind héhere
Mitochondrienmassen zu detektieren im Vergleich zu Zellen ohne Einfluf3 der
Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 9: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

In der Regel hat Valinomycin in den eingesetzten Konzentrationen und der
gewdhlten Inkubationsdauer keinen negativen Einfluf8 auf die mitochondrialen
Massen. Nach 1 Tag Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder
Magnetstreifen sind die mitochondrialen Massen vergleichbar unabhdngig von

der Kultivierung in Anwesenheit von Klein sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 10: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Nach 1 Tag Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder Magnetstreifen sind
héhere Mitochondrienmassen zu detektieren im Vergleich zu Zellen ohne Einfluf3
der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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MITOCHONDRIALES MEMBRANPOTENTIAL

DIE KULTIVIERUNG DER ZELLEN IN GEGENWART DER KLEIN'SCHE FELDER
MAGNETSTREIFEN HAT KEINEN NEGATIVEN EINFLUB AUF DAS
MITOCHONDRIALE MEMBRANPOTENTIAL. ES ZEIGT SICH SOGAR, DASS
DAS MITOCHONDRIALE POTENTIAL AUCH IN GEGENWART VON
VALINOMYCIN IM VERGLEICH ZU NICHT DEN KLEIN'SCHE FELDER
MAGNETSTREIFEN AUSGESETZTEN ZELLEN LANGER STABIL BLEIBT.
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Abbildung 11: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.

In der Regel hat Wasserstoffperoxid in den eingesetzten Konzentrationen und der
gewdbhlten Inkubationsdauer keinen negativen Einflufs auf das mitochondriale
Membranpotential. Nach 1 Tag Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder
Magnetstreifen bleibt das mitochondriale Membranpotential auf dem gleichen

Niveau im Vergleich zu Zellen ohne Einfluf3 der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 12: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.

In der Regel hat Valinomycin in den eingesetzten Konzentrationen und der
gewdbhlten Inkubationsdauer konzentrationsabhdngig einen negativen EinflufS auf
das mitochondriale Membranpotential. Nach 1 Tag Kultivierung der Zellen mit
den Klein'sche Felder Magnetstreifen hdélt das mitochondriale Membranpotential
héheren Valinomycinkonzentrationen stand.

ENACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 13: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

In der Regel hat LPS in den eingesetzten Konzentrationen und der gewdhlten
Inkubationsdauer  keinen negativen  Einflufs auf das mitochondriale
Membranpotential. Nach 1 Tag Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder
Magnetstreifen bleibt das mitochondriale Membranpotential auf dem héheren
Niveau im Vergleich zu Zellen ohne Einfluf8 der Klein 'sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 1: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen. Dargestellt ist die Absolutwerte von 4 separaten Analysen und dem
LY ] T o PRSPPI PPNt 7

Abbildung 2: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 (Endkonzentration) fiir 24h.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten ANalYSEN ..........uuiiiiiiiiccieee et e et e e e e e saraeeeas 8

Abbildung 3: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN .......ciiiiiiie e ettt e eree e e st e e e e et e e e s taeeessteeessnteeeesssaeeeennteeeeanseeeaaraeeeanns 8

Abbildung 4: Einfluss der Kleinsche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert vONn 3 SeParaten ANGIYSEN ......cccuuieeiiiieeeeiiieecieeeeetee e ettt e e s seeeestteeeestaeesssseeessseeeesssseeeassnessnnseeenn 9

Abbildung 5: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschliefender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ......cc.viii it e e s e e rae e e et e e eentr e e e enee e e enreeean 10

Abbildung 6: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS flir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert von 3 separaten ANGIYSEN .........uuiiiiiee ettt e e e e eeer e e e e e e e e tatb e e e e e e seaaaataeeeeaeseeannrrareaaaeeannees 10

Abbildung 7: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........iiiiiee et eeee e eee e et e e ete e e st e e e e s staeesesaeeestteeeeantaeeeanaaeeenreeenn 11

Abbildung 8: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........iiiieiee et e ee e ee e e st e e eae e e st te e e e s ataeeeesaeeeasteeeeantaeeeenaaeeanreeean 12

Abbildung 9: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieRender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........iiiiiieeeciee et eeee e ree e e e e eae e e st e e e e s staeesesaeeestteeeaanteeeeensaaeeanreaean 12

Abbildung 10: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieRender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ..........uiiiiiei it e et e e e e e e et be e e e e e e eesabbareeeeeeeeanraaaeeaaaeaan 13

Abbildung 11: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschliefender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ......cooo i et e e e e e e e et e e e e e e e e et aaaeaeaeeenanees 13

Abbildung 12: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS flir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert von 3 separaten ANGIYSEN .........uuiiiiiee ettt e e e e e eerr e e e e e e e tatb e e e e e e seesaataeaeeaeseeannrraseaaaeeannees 14

Abbildung 13: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC
nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert VO 3 SeParaten ANAIYSEN ........iiiiuiie ettt eeee e e e e st e e sae e e s e e e esstaeeeesaeeeesteeeaantreeeesaaeeanreaenn 14



Abbildung 14: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert
VON 3 SEPATALEN ANGIYSEN ...ttt e e et e e e e ate e e et e e e e e taeeeeataeeeateeeeantaeeeanaaeeanreeeenntreeeannees 15

Abbildung 15: Einfluss der Klein"sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieRender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert
VON 3 SEPAIATEN ANAIYSEN. ...ttt e et e e e e e et e e e e e e e e st baaeeeeeeeaebbaaeeaaeeeaaasrabeeaaaeeaasaraeeeeeeeaasanaeeaaaaaan 15

Abbildung 16: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert von 3 separaten ANGIYSEN ... .uuiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e tarb e e e e e e seaaataeeeeaeseeannrbaneaaaeeannees 16

Abbildung 17: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der
Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN. .......ooiiiii ittt e e e e e st e e e et e e et e e e entr e e e anaeeeanraeaaan 16

Abbildung 18: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fur 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von
=T o T L= L= o 0 F= 1 AV 2Y =Y o TSRS 17

Abbildung 19: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschliefender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert
VLo Lo B =T o F= L= L= o - 0 F= 1AV £Y =1 TR SRR 17

Abbildung 20: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN .........uuiiiiiii ittt e et e e e e e et be e e e e e e e e abbareeeaeeeeanraaaeeaaaeaan 18

Abbildung 21: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt
ist der Mittelwert vONn 3 Separaten ANAIYSEN. .....cccuieiiiiiie e ccee e e et e e s e e e st e e e sae e e e e tr e e e estreeeeanaeeesnreeeans 18

Abbildung 22: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschliefender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten ANalySEN ........cocuiiiieciii i it e e e ee e e e saae e 19

Abbildung 23: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschliefender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten ANAlYSEN..........coocuiiiiiiiiiieiiie e e e 19

Abbildung 24: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN ..........uiiiiie ittt e e et e e e e e e et be e e e e e e e e abbareeeeeeeeanraaaeeaaaeaan 20

Abbildung 25: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in
PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieRender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist
der Mittelwert von 3 separaten ANAIYSEN.......cc.ueiiiiiee e e e e et e e et e e e st e e e rta e e e enta e e e srreeeentaeeeennees 20



Tabelle 1: Abhangigkeit der PGC-1-alpha Expression in PBMC von der eingesetzten H202 Konzentration nach
einer Kulturdauer von 7 Tagen. Dargestellt ist die n-fache Expression von PGC-1-alpha in PBMC in Abwesenheit
der Klein'sche Felder Magnetstreifen im Vergleich zur PGC-1-alpha Expression in PBMC in Anwesenheit der
Klein'sche Felder MagnetStraifen ..o oottt sttt ettt sbe e bt e b e beeabe e 21

Tabelle 2: Abhangigkeit der PGC-1-alpha Expression in PBMC von der eingesetzten H202 Konzentration nach
einer Kulturdauer von 21 Tagen. Dargestellt ist die n-fache Expression von PGC-1-alpha in PBMC in Abwesenheit
der Klein'sche Felder Magnetstreifen im Vergleich zur PGC-1-alpha Expression in PBMC in Anwesenheit

der Klein sche Felder MagnetStreifen . ..o i ittt sttt ettt st sbeesbeenbeebeeatesaee e 21

Tabelle 3: Einflu der Klein'schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen,
der mitochondrialen ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschliefender Stimulation mit H,O, fuir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen als prozentuale Veranderung im Vergleich zu PBMC kultiviert in der Abwesenheit von Klein'schen
Felder Magnetstreifen und in Abwesenheit von Stimulatien (Negativkontrolle, NK). .......cccccccoveeiiiiiieccciee e, 22

Tabelle 4: EinfluR der Klein'schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen,
der mitochondrialen ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten
Analysen. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen als prozentuale Veranderung im Vergleich zu
PBMC kultiviert in der Abwesenheit von Klein'schen Felder Magnetstreifen und in Abwesenheit von Stimulatien
(NEBAtIVKONTIOIIE, NK). ...eiiieiiiiieeiiteiieesit e st e sttt e ste e sttt e ste e taeessaeesbeeesaaeebaeessaeesseesseeensaeesseeenseeenseeenseeenseesssaeansnnanns 22

Tabelle 5: EinfluR der Klein'schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen,
der mitochondrialen ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschlieRender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen als prozentuale Veranderung im Vergleich zu PBMC
kultiviert in der Abwesenheit von Klein'schen Felder Magnetstreifen und in Abwesenheit von Stimulatien
(NEBAIVKONTIOIIE, NK). ...eiiieiieiieeiiieiteesit e st e sttt e ste e sttt e s ee e taeessaeestaeesaaeesaeessseesseesseeenseeasseeesseeenseeensaeanseeensanansannnns 23



IN-VITRO ANALYSE MIT PERIPHEREN BLUTLEUKOZYTEN

FRAGESTELLUNG

Die Verwendung von Klein'sche Felder Magnetstreifen in der therapeutischen Anwendung hat Verbesserungen
des klinischen Krankheitsbildes gebracht. Der Mechanismus ist nicht ganzlich bekannt, eine direkte und/oder
indirekte Wirkung auf die Mitochondrienfunktionen ist anzunehmen. Daher sollte in einer in-vitro Pilotstudie
Uberpriift werden ob die Anwendung von Klein'sche Magnetstreifen zentrale Mitochondrienfunktionen
beeinflusst.

METHODIK

Es wurde von 2 freiwilligen Probanden, einer ,,Normalperson“ und einer Person mit Ermiidungserscheinungen
Blut entnommen aus dem periphere Blutleukozyten (PBMC) isoliert wurden. Die isolierten PBMC wurden in
zwei Aliquots geteilt. Jedes Aliquot wurde entweder in der Abwesenheit oder Anwesenheit von Klein'sche
Felder Magnetstreifen bei 37°C unter 5% CO; inkubiert. Die Kultivierung in An- bzw. Abwesenheit der
Klein'sche Felder Magnetstreifen erfolgte bis zu 28 Tage. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten wurden
die PBMC der entsprechenden Aliquots entweder mit H202, mit Valinomycin, oder mit Lipopolysaccharid von
Escherichia coli (LPS) fir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Analyse der Aktivitdten von
mitochondrialen Dehydrogenasen, des mitochondrial generierten ATP, des mitochondrialen
Membranpotentials, der Mitochondrienmasse und der PGC-1-alpha Expression.

ZUSAMMENFASSUNG

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dass die Anwesenheit von Klein'sche Felder Magnetstreifen die
Mitochondrien resistenter gegeniiber Stressoren macht. Insbesondere die mitochondriale ATP
Generierung wird durch die Anwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen aufrecht erhalten
und bleibt auch nach Zugabe unterschiedlicher Stressoren (H202, Valinomycin, LPS) signifikant
hoher im Vergleich zu den in der Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen kultivierten
PBMC. Diese Ergebnisse werden untermauert durch die Analyse der PGC-1-alpha mRNA Expression
in den PBMC in der Anwesenheit bzw. Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen .Die
gesteigerte Basisexpression an PGC-1-alpha in PBMC in der Abwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen deutet auf einen ,Stress” durch die Kulturbedingungen hin. Die Zugabe eines
weiteren Stressors (H202) fuhrt in diesen PBMC zu einer Beeintrachtigung der PGC-1-alpha
Expression und so zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen Biogenese. Dem gegeniiber
haben in der Anwesenheit von Klein'sche Felder Magnetstreifen kultivierte PBMC einen geringeren
Basisstress. Nach Zugabe eines weiteren Stressors (H,0;)wird die PGC-1-alpha Expression
gesteigert. Die gesteigerte PGC-1-alpha mRNA Expression in Gegenwart der Klein'sche Felder
Magnetstreifen spiegelt sich wieder in einer signifikanten Erhohung der Mitochondrienmasse die
nach 21 Tagen messbar wird.

Zwischen den beiden Probanden, einer ,Normalperson” und einer Person mit
Ermidungserscheinungen sind keine signifikanten Unterschiede bei den untersuchten Parametern
zu erkennen.



ERGEBNISSE FUR DEN PROBANDEN MIT ERMUDUNGSERSCHEINUNGEN

Im Folgenden sind die Ergebnisse nach 7 Tagen und nach 21 Tagen dargestellt. Die Gbrigen Zeitpunkte (4 Tage,
28 Tage) zeigten keine Veranderungen der Ergebnisse im Vergleich zu den Ergebnissen nach 7 Tagen bzw. 21

Tagen.

AKTIVITAT MITOCHONDRIALER ENZYME

Zunachst ist der Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Aktivitat der mitochondrialen Enzyme
nach 7 Tage Kultivierung analysiert worden. Die Aktivitdt der mitochondrialen Enzyme nach dieser
Inkubationsperiode ist in Abbildung 1 dargestellt. Die in Ab- bzw. Anwesenheit von Klein'sche Felder
Magnetstreifen kultivierten PBMC wurden entweder mit H,0,, mit Valinomycin oder mit LPS fiir 24 Stunden
stimuliert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 2 bis 4 nachfolgend dargestellt.

INSGESAMT ZEIGT SICH, DASS DIE KULTIVIERUNG VON PBMC IN
GEGENWART DER KLEIN'SCHE FELDER MAGNETSTREIFEN  DIE
MITOCHONDRIALEN ENZYME AKTIVIERT.

OHNE WEITERE STIMULATION
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Abbildung 1: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen. Dargestellt ist die Absolutwerte von 4 separaten Analysen und dem Mittelwert.

Nach 7 Tagen Kultivierung der Zellen mit den Klein'sche Felder Magnetstreifen
erhéhten sich die Enzymaktivitdten mitochondrialer Enzyme um circa 30%.




ENACH STIMULATION MIT H202
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Abbildung 2: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 (Endkonzentration) fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.
Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erh6ht die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um 35% nach Stimulation mit H202 im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein sche Felder Magnetstreifen.
Mitochondriale Dehydrogenasen nach 21 Tagen
1,200 mmit Magnetstreifen  Bohne Magnetstreifen
1,000
E
c 0,800
(=]
4]
u
‘v
2 o600
2
2
Q
2 o400
=4
B . . . . .

H202 0,5*10%0 %ig H2020,5*10%2 %ig H2020,5%10%4 %ig H2020,5%10%6 %ig Mittelwert NK Mittelwert Blank
Stimulus fiir 2ah

Abbildung 3: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Nach einer vorherigen Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche
Felder Magnetstreifen fiir 21 Tage ist die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen nach Stimulation mit H202 vergleichbar zur Kultivierung in
Abwesenheit der Klein sche Felder Magnetstreifen.



NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 4: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erh6ht die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um etwa 25% nach Stimulation mit Valinomycin im Vergleich
zur Kultivierung in Abwesenheit der Klein 'sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 5: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Nach einer vorherigen Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche
Felder Magnetstreifen fiir 21 Tage ist die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen nach Stimulation mit Valinomycin vergleichbar zur Kultivierung
in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.

NACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 6: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit

von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erhéht die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen um etwa 20% nach Stimulation mit LPS im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein 'sche Felder Magnetstreifen.
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Mitochondriale Dehydrogenasen nach 21 Tagen
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Abbildung 7: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen Dehydrogenasen in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Nach einer vorherigen Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche
Felder Magnetstreifen fiir 21 Tage ist die Aktivitdt der mitochondrialen
Dehydrogenasen nach Stimulation mit Valinomycin vergleichbar zur Kultivierung
in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.

MITOCHONDRIALE ATP GENERIERUNG

Als ndchstes wurde der Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondriale ATP Generierung
nach 7 Tage und nach 21 Tagen Kultivierung analysiert. Die in Ab- bzw. Anwesenheit von Klein'sche Felder
Magnetstreifen kultivierten PBMC wurden entweder mit H202, mit Valinomycin oder mit LPS fiir 24 Stunden
stimuliert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 8 bis 10 nachfolgend dargestellt.

INSGESAMT ZEIGT SICH, DASS DIE KULTIVIERUNG VON PBMC IN
GEGENWART DER KLEIN'SCHE FELDER MAGNETSTREIFEN  DIE
MITOCNDRIALE ATP GENERIERUNG SIGNIFIKANT STEIGERT BZW.
AUFRECHT ERHALT.
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%NACH STIMULATION MIT H202
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Abbildung 8: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge nach
Stimulation mit H202 signifikant um mehr als 300% im Vergleich zur Kultivierung
in Abwesenheit der Klein sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 9: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer Inkubationszeit
von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 21 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit H,O;signifikant im Vergleich zur Kultivierung in Abwesenheit
der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 10: Einfluss der Kleinsche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.
Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge nach
Stimulation mit Valinomycin signifikant um mehr als 300% im Vergleich zur
Kultivierung in Abwesenheit der Klein ‘sche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 11: Einfluss der Kleinsche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 21 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit Valinomycin signifikant im Vergleich zur Kultivierung in
Abwesenheit der Klein sche Felder Magnetstreifen.
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NACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 12: Einfluss der Klein“sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 7 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge nach
Stimulation mit LPS signifikant um mehr als 300% im Vergleich zur Kultivierung in
Abwesenheit der Kleinsche Felder Magnetstreifen.
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Abbildung 13: Einfluss der Klein“sche Felder Magnetstreifen auf die mitochondrialen ATP Generierung in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.

Die vorherige Kultivierung der PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen fiir 21 Tage erhéht die generierte mitochondriale ATP Menge
nach Stimulation mit LPS signifikant im Vergleich zur Kultivierung in Abwesenheit
der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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MITOCHONDRIENMASSE

NACH 21 TAGEN ERHOGHT SICH DIE MITOCHONDRIENMASSE DER IN
ANWESENHEIT DER KLEIN'SCHE FELDER MAGNETSTREIFEN
KULTIVIERTEN PBMC SIGNIFIKANT IM VERGLEICH ZU PBMC IN DER
ABWESENHEIT DER KLEIN'SCHE FELDER MAGNETSTREIFEN KULTIVIERT.

ENACH STIMULATION MIT H202
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Abbildung 14: Einfluss der Klein"sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 7
Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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Abbildung 15: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschlieRender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN
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Abbildung 16: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 7
Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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Abbildung 17: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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ENACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 18: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 7
Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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Abbildung 19: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf die Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21
Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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MITOCHONDRIALES POTENTIAL

ZWISCHEN PBMC KULTIVIERT IN ABWESENHEIT BZW. ANWESENHEIT DER KLEIN'SCHE FELDER
MAGNETSTREIFEN GIBT ES IN BEZUG AUF DAS MITOCHONDRIALE MEMBRANPOTENTIAL KEINE
SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIEDE.

éNACH STIMULATION MIT H202
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Abbildung 20: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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Abbildung 21: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit H202 fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.
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NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN

Mitochondriales Membranpotential nach 7 Tagen
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Abbildung 22: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestelit ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.
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Abbildung 23: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten

Analysen.
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ENACH STIMULATION MIT LPS
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Abbildung 24: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 7 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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Abbildung 25: Einfluss der Klein'sche Felder Magnetstreifen auf das mitochondriale Membranpotential in PBMC nach einer
Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen.
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PGC-1-ALPHA EXPRESSION

%NACH STIMULATION MIT H,0;

NACH 7 TAGEN

Die Ergebnisse zeigen dass unstimulierte PBMC in der Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen
signifikant mehr PGC-1-alpha exprimieren (8 fach mehr) im Vergleich zu PBMC in der Anwesenheit der
Klein'sche Felder Magnetstreifen. Dies deutet auf einen hoheren Stress der Zellen ohne Magnetstreifen hin.
Mit steigender H,0, Konzentration haben die PBMC ohne Klein'sche Felder-Magnetstreifen eine

eingeschrankte Fahigkeit PGC-1-alpha zu exprimieren.

H,0,Konzentration

n-fache Expression von PGC-1-Alpha aus den
unbehandelten Zellen gegeniiber den Zellen welche
dem Klein'sche Felder Magnetstreifen ausgesetzt
waren

1% 0,14
0,01% 0,38
0,0001% 0,58
0,000001% 2,68
0% 8,06

Tabelle 1: Abhangigkeit der PGC-1-alpha Expression in PBMC von der eingesetzten H202 Konzentration nach einer Kulturdauer von 7
Tagen. Dargestellt ist die n-fache Expression von PGC-1-alpha in PBMC in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen im
Vergleich zur PGC-1-alpha Expression in PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.

NACH 21 TAGEN

Die Ergebnisse zeigen dass unstimulierte PBMC in der Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen
signifikant mehr PGC-1-alpha exprimieren (ungefahr 60-fach mehr) im Vergleich zu PBMC in der Anwesenheit
der Klein'sche Felder Magnetstreifen. Dies deutet auf einen hoheren Stress der Zellen ohne Klein'sche Felder-
Magnetstreifen hin. Mit steigender H202 Konzentration nimmt die PGC-1-alpha Expression in den PBMC ohne
Klein'sche Felder Magnetstreifen stetig ab bzw. die PBMC in der Anwesenheit der Klein'sche Felder
Magnetstreifen haben eine héhere Kapazitat dem H202 Stress mit einer Neusynthese von PGC-1-alpha

entgegen zu wirken.

H,0,Konzentration

n-fache Expression von PGC-1-Alpha aus den nicht
Magnet behandelten Zellen gegentiber den Zellen
welche dem Klein'sche Felder Magnetstreifen
ausgesetzt waren

1% 0,52
0,01% 11,08
0,0001% 57,03
0,000001% 57,28
0% 58,49

Tabelle 2: Abhéngigkeit der PGC-1-alpha Expression in PBMC von der eingesetzten H202 Konzentration nach einer Kulturdauer von 21
Tagen. Dargestellt ist die n-fache Expression von PGC-1-alpha in PBMC in Abwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen im
Vergleich zur PGC-1-alpha Expression in PBMC in Anwesenheit der Klein'sche Felder Magnetstreifen.
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ERGEBNISSE FUR DEN PROBANDEN OHNE ERMUDUNGSERSCHEINUNGEN
(,NORMALPERSON*)

Analog zu dem Probanden mit Ermidungserscheinungen wurden auch Untersuchungen mit den isolierten
PBMC einer Person ohne Ermidungserscheinungen (,,Normalperson) durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren fir
die einzelnen analysierten Parameter vergleichbar und sind deshalb nicht im Detail aufgefiihrt. Die Ergebnisse
flir die Parameter mitochondriale Dehydrogenasen, mitochondriale ATP Generierung und Mitochondrienmasse
sind in den Tabellen 3,4 und 5 fir die Stimulantien H,0, (Tabelle 3), Valinomycin (Tabelle 4) und LPS (Tabelle 5)
nach 21 Tagen Kultivierung dargestellt. Das mitochondriale Membranpotential zeigte keine Beeinflussung durch
die Anwesenheit von Klein'schen Felder Magnetstreifen.

NACH STIMULATION MIT H,0;

Mitochondriale
Dehydrogenasen

Mitochondriale ATP
Generierung

Mitochondrienmasse

Klein'sche Felder Magnetstreifen

Klein'sche Felder Magnetstreifen

Klein'sche Felder Magnetstreifen

Eingesetzte H,0, nein ja nein ja nein ja
Konzentration (%)

0 (NK) 100% 100% 100% 300% 100% 130%

1 100% 100% 0% 0% 100% 130%

0,01 100% 100% 0% >200% 95% 101%
0,0001 100% 100% 0% >200% 98% 100100%%
0,000001 100% 100% 100% 400% 100% 110%

Tabelle 3: EinfluB der Klein'schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen, der mitochondrialen
ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit
H,0; fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen als prozentuale Verdnderung im Vergleich zu PBMC kultiviert in
der Abwesenheit von Klein'schen Felder Magnetstreifen und in Abwesenheit von Stimulatien (Negativkontrolle, NK).

NACH STIMULATION MIT VALINOMYCIN

Mitochondriale Mitochondriale ATP Mitochondrienmasse

Dehydrogenasen Generierung

Klein'sche Felder Magnetstreifen Klein'sche Felder Magnetstreifen Klein'sche Felder Magnetstreifen
Eingesetzte nein ja nein ja nein ja
Valinomycin
Konzentration (uM)
0 (NK) 100% 100% 100% >500% 100% 110%
1 100% 100% 0% >100% 98% 98%
0,01 100% 100% 0% >200% 102% 102%
0,0001 100% 100% 50% 400% 100% 110%
0,000001 100% 100% 100% >500% 100% 110%

Tabelle 4: EinfluB der Klein'schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen, der mitochondrialen
ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation
mit Valinomycin fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen als prozentuale Verdnderung im Vergleich zu PBMC
kultiviert in der Abwesenheit von Klein'schen Felder Magnetstreifen und in Abwesenheit von Stimulatien (Negativkontrolle, NK).
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ENACH STIMULATION MIT LIPOPOLYSACCHARID (LPS)

Mitochondriale Mitochondriale ATP Mitochondrienmasse
Dehydrogenasen Generierung
Klein'sche Felder Magnetstreifen Klein'sche Felder Magnetstreifen Klein'sche Felder Magnetstreifen
Eingesetzte LPS nein ja nein ja nein Ja
Konzentration
0 pg (NK) 100% 100% 100% 400% 100% 120%
1pg 100% 100% 100% 400% 100% 135%
100 pg 100% 100% 40% 500% 100% 135%
10 ng 100% 100% 0% 200% 95% 110%
lug 100% 100% 0% >100% 93% 104%

Tabelle 5: EinfluB der Klein“schen Felder Magnetstreifen auf die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen, der mitochondrialen
ATP Generierung und der Mitochondrienmasse in PBMC nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen und anschlieBender Stimulation mit
LPS fiir 24h. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen. Dargestellt ist der Mittelwert von 3 separaten Analysen als
prozentuale Veranderung im Vergleich zu PBMC kultiviert in der Abwesenheit von Klein“schen Felder Magnetstreifen und in
Abwesenheit von Stimulatien (Negativkontrolle, NK).
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