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Biofaktoren zur Behandlung und Prophylaxe von Demenz

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Behandlung und
Prophylaxe von Demenz (erkrankungen) und mitochondriale
Dysfunktion, insbesondere ein Arznei- oder
Nahrungserginzungsmittel sowie dessen Verwendung, welche eine

Kombination von Biofaktoren enthdlt.

Die Demenz wird in der ICD-10 (Internationale statistische
Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme, 10. Revision (2019)) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) in Kapitel V ,Psychische und
Verhaltensstdrungen"™, F00-F03 klassifiziert und ist ein
Syndrom als Folge einer meist chronischen oder
fortschreitenden Krankheit des Gehirns mit Stérung vieler
héherer kortikaler Funktionen, einschlieBlich Gedachtnis,
Denken, Orientierung, Buffassung, Rechnen, Lernfahigkeit,
Sprache und Urteilsvermdgen. Das Bewusstsein ist nicht
getriibt. Die kognitiven Beeintrachtigungen werden gewdhnlich
von Verdnderungen der emotionalen Kontrolle, des
Sozialverhaltens oder der Motivation begleitet. Dieses Syndrom
kommt bei Alzheimer-Krankheit, bei zerebrovaskuldren Stdrungen
und bei anderen Zustandsbildern vor, die primdr (unmittelbar)
oder sekundidr (mittelbar) das Gehirn betreffen (siehe auch
,Dementia: A Public Health Priority™ (2012)

(https://www.alz.co.uk/WHO-dementia-report)).

Die Alzheimer (sche) Demenz (AD) ist die hdufigste Demenzform
und betrifft heute mehr als 60 % der demenzkranken Menschen
weltweit. Pathologisches Hauptmerkmal der AD ist die Bildung

von senilen oder amyloiden Plaques, bestehend aus dem AB-
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Peptid, und neurofibrilldren Aggregaten einhergehend mit
synaptischer und neuronaler Degeneration und Gliose, wobeil
hyperphosphorylierte Mikrotubuli mit dem Tau-Protein (MAPT)
assoziiert sind. Das AR-Peptid entsteht durch die Aktivitadten
mindestens zweier verschiedener Proteasen aus einem
Vorliduferprotein, dem ,Amyloid Precursor Protein" (APP),
welches in der Zellwand von Neuronen lokalisiert ist. Bei dem
proteolytischen Abbau von APP und durch nachtrégliche
Modifikation entstehen AB-Fragmente unterschiedlicher Lange
und Art. Die Ablagerung von AB in Form von Plagues werden nach
wie vor als zumindest ein Ausldser der Krankheitssymptome
angesehen. Bei der vaskuldren (gefdRbedingten) Demenz fihren
Durchblutungsstdrungen im Gehirn zum Absterben von Neuronen.
Sie kénnen zum Beispiel die Folge von mehreren kleinen
Schlaganfdllen (z.B. infolge GefaBverschlusses) sein, die
ebenfalls zeitlich versetzt auftreten (sog. "Multi-Infarkt-

Demenz") kdnnen.

Bisher ké&énnen allenfalls die Symptome einer Demenz wie AD,
welche infolge des Absterbens von Neuronen entstehen und den
Grad einer Demenz bestimmen, symptomatisch, aber nicht kausal,

behandelt werden.

Es sind keine zugelassenen Medikamente bis heute bekannt, die
die Krankheitsprozesse beil einer (primdren) Demenz mit einer

ursdchlichen Erkrankung des Gehirns heilen kénnen.

Der Krankheitsverlauf oder gar der Eintritt der Demenz kann
jedoch verzdgert oder positiv beeinflusst werden. Neben der
Verringerung des individuellen Risikos (z.B. Vermeidung von
Ubergewicht (Adipositas), mangelnde Bewegung, Rauchen,

Alkohol, negativer Stress, etc.) koénnen Biofaktoren, wie
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Vitamine u.a. einen wirksamen Beitrag leisten, wobeil eine
langfristige und kontinuierliche Behandlung oder Prophylaxe
verfolgt werden soll. Dies ist Gegenstand der Forschung der

Anmelderin.

Die AD ist eine multifaktorielle Krankheit, bei der die Rolle
von metabolischen und entziindlichen Begleiterkrankungen
zunehmend wichtiger zu werden scheint. Nur ~2 % der AD-Fialle
werden dabei durch somatische Mutationen im
Anyloidvorléauferprotein (APP), Presenilin 1 (Psen 1) und
Presenilin 2 (Psen 2) verursacht (familiale AD, fAD), wdhrend
98 % der AD-Fidlle eine sporadische (sporadische AD, sAD), noch
unbekannte, aber komplexe und multifaktorielle Atiologie haben
[1-3]. Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) haben bisher Allele
des Apolipoproteins E, genauer ApoE g4, mit einem erhdhten
Risiko fiir die Entwicklung von sowohl milder kognitiver
Beeintrdchtigung als auch AD in Verbindung gebracht [4, 5].
Andere genetische Faktoren, die aufgrund von GWAS erkannt
wurden und die mit dem Auftreten von sAD in Verbindung
gebracht werden, werden z.B. von Apolipoprotein J (APOJ),
Phosphatidylinositol bindendem Clathrin-Assemblierungsprotein
(PICALM), von myeloischen Zellen exprimiertem Trigger—-Rezeptor
2 (TREM2), Differenzierungscluster 33 (CD33) und
Komplementrezeptor 1 (CR1) [4-7] reprdsentiert. Selt Kurzem
wird metabolischen Begleiterkrankungen von AD, die durch
Mangelern&hrung, insbesondere in westlichen Landern,
verursacht wird, eine zunehmend grdBere Rolle zugeschrieben
[8, 9]. Eine der Begleiterkrankungen von sAD, die bisher
identifiziert wurde, ist Diabetes (Typ I oder Typ II), ein
unter Bevdlkerungsgruppen der westlichen Welt weit

verbreiteter pathologischer Zustand, wobeil schédtzungsweise
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derzeit 176 Millionen Menschen weltweit von Typ I (~5-10 % der
Falle), von Typ II (~90 % der Falle) oder anderen Formen von
Diabetes, z.B. Schwangerschaftsdiabetes, betroffen sind [9,
10]. Diabetes Typ II, der weltweit fur den gréBten Teil der
Diabetesfialle verantwortlich ist, tritt verstdrkt bei dlteren
Menschen auf und wird mit energiereicher, minderwertiger
Erndhrung im Rahmen einer bewegungsarmen Lebensweise in
Verbindung gebracht - Umstande, die in den Bevdlkerungsgruppen
westlicher Industriestaaten hdufig anzutreffen sind. Die
Erndhrungsweise in solchen L&ndern beinhaltet haufig billige,
sehr stark verarbeitete Lebensmittel, die einen erheblichen
Anteil an gesdttigten Fettsduren, Cholesterol und einfachen
Kohlenhydraten enthalten und denen gleichzeitig essentielle
Mineralstoffe, Spurenelemente und Vitamine fehlen [11-14];
z.B. besteht in westlichen Bevdlkerungsgruppen und
insbesondere unter dlteren Menschen oft ein chronischer Mangel
insbesondere an Magnesium, Zink und Vitamin B, insbesondere
Thiamin, Folsdure, oder Prodrugs wie Benfotiamin und Vitamin
D, wobei ein Mangel alle Stadien, von asymptomatischen -
lediglich durch Laborbestimmungen feststellbaren - Stadien bis

hin zu klinisch manifesten Mangelzustédnden mit oder ohne

ae

spezifischen Symptomen reichen kann. Es fallt auf, dass ~80
der AD-Patienten im Verlauf der Demenz eine
Glukoseunvertriglichkeit oder eine Diabetes entwickeln [15,
16], was auf eine gegenseitige Wechselwirkung hinweist [17].
Damit einhergehend ist eine mitochondriale Dysfunktion zu

sehen, welche (mit-)ursdchlich fiir eine Demenz sein kann.

Zudem fiihren westliche Erndhrungsweisen in Kombination mit
mangelnder kérperlicher Aktivitdt h&ufig zu Adipositas [14],

und insbesondere eine erhdhte Anreicherung von Viszeral-Fett
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verursacht eine Metaflammation [18] (sogenannte ,kalte
Entzindung"), die zu einer Freisetzung entzlindungsfdrdernder
Cytokine IL1BR und TNF-o aus infiltrierenden Makrophagen und
Hepatozyten fiihrt und somit eine systemische metabolische
Verschlechterung erfolgt [18, 19]. Sowohl Adipositas als auch
Diabetes verschlimmern bzw. ,befeuern“ die Pathologie von AD

[e, 11, 207.

Angesichts der Tatsache, dass in einer insgesamt &dlter
werdenden Bevdlkerung immer mehr Patienten an
Stoffwechselstdrungen, einschlieBlich von Diabetes und
Adipositas (die in erster Linie durch Fehlerndhrung allein
oder in Kombination mit Bewegungsmangel verursacht werden)
leiden, die einen Hauptrisikofaktor flur die Entwicklung einer
Demenz, insbesondere AD darstellen, sind insbesondere ein
Mangel oder verminderte Zufuhr an Biofaktoren, insbesondere
Magnesium, Zink und Vitamin B, insbesondere Thiamin, Fols&ure,
oder Prodrugs wie Benfotiamin und Vitamin D, flr dltere
Menschen risikoreich. Dies geht einher mit verdnderten
Stoffwechselprozessen dlterer Menschen (z.B. Muskelschwund,

etc.) .

Biofaktoren zur Behandlung und Prophylaxe einer Demenz sind im
Stand der Technik beschrieben. Beispielsweise kann bereits ein
Vitaminmangel, insbesondere ein Mangel an Vitamin B12 eine

(sekundire) Demenz verursachen (WHO ICD10 (2019), F02.8).

Im Fokus der Anmelderin stehen, wie vorstehend erldutert,
insbesondere folgende Verbindungen oder Stoffe, und zwar
Magnesium—- oder Zinkorotat, Vitamin D, insbesondere Vitamin D3
(Cholecalcalciferol) und Vitamin B, insbesondere Thiamin,

Folsidure, Vitamin B6 und B12 (Cobalamin) und Benfotiamin.
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Insbesondere Orotate erweisen sich als vielversprechende Zn-
und Mg Vehikel, da sie die Blut-Hirn-Schranke leicht
liberwinden kénnen. Orotate sind zudem von Vorteil, da z.B.
besonders sowohl Magnesiumorotat als auch Zinkorotat leicht
durch die Zellmembran geflhrt/permeiert werden kann, und
ebenfalls von Mitochondrien und dem Zellkern bevorzugt
aufgenommen werden [21]. Eine daraus resultierende Anregung
der Energiebereitstellung, mithin z.B. der ATP-Produktion in
Mitochondrien ist vorteilhaft, da eine Demenz, insbesondere
AD, (mit-)ursiachlich eine mitochondriale Dysfunktion aufweilsen

kann (supra).

Weiterhin sind Kombinationsprdparate von vorstehenden
Biofaktoren zur Behandlung und Prophylaxe einer Demenz im

Stand der Technik beschrieben.

So beschreibt US20150132273A1 Magnesium-Threonat in
Kombination mit Biofaktoren zur Behandlung von kognitiven
Beeintrichtigungen. Allerdings erweist sich Threonat als
ineffizientes Vehikel fiir Magnesium oder Zink, da Threonat

selbst in mehreren Stoffwechselwegen schnell abgebaut wird.

Der Einsatz von Magnesiumsalzen, jedoch nicht Magnesiumorotat,
in Kombination mit Biofaktoren zur Demenzbehandlung wird in

WO 2017/179644 Al beschrieben.

WO 2017/059895 Al offenbart in Beispiel 1 eine Zubereitung aus
L-5-Methyltetrahydrofolat (100-800 ng Fols&duredquivalent)
Vitamin B3 (4-40 mg), Vitamin B2 (0.4-5 mg), Methylcobalamin,
(0.5-10 pg), Vitamin B6 (0.4-5 mg), Trimethylglycine (100-2000
mg), Zinkbisglycinat 5-50 mg) und N-Acetylcystein (100-2000

mg) zur Behandlung von Demenz.
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Mischoulon et al [22] offenbart Folat zur Demenzbehandlung,
einschlieBlich der senilen Demenzerkrankung nach Alzheimer und
zur Prophylaxe derselben. Eine Gabe von 15 mg per Tag an

Patienten wird beschrieben.

Ausgehend vom diesem Stand der Technik ist es daher Aufgabe
der vorliegenden Erfindung, besonders geeignete und wirksame
Kombinationen von Biofaktoren zur Behandlung und Prophylaxe
einer Demenz bereitzustellen, insbesondere zur

Langzeittherapie oder Langzeitprophylaxe.

Hierzu hat die Anmelderin umfangreiche Untersuchungen zu
praklinischen AD-Modellen durchgefihrt, welche die Eignung von
Biofaktorenkombinationen zur Prophylaxe und Behandlung von

Demenz, insbesondere AD, zeigt.

Die immortalisierten Neuroblastomazellen, und zwar humane SY-
SY5Y-APP695 Zellen iliber-exprimieren das neuronale, humane APP-

Gen, sodass eine verstdrkte Bildung von B-Amyloid erfolgt.

Die Nematode C. Elegans (CL2006) exprimiert humanes Amyloid-B
(1-42) unter der Kontrolle eines Muskel-spezifischen
Promotors, sodass eine progressive Paralyse des Wurms erfolgt.
Die Lebensspanne ist reduziert und der Wurm zeigt

charakteristische Einlagerungen von B-Amyloid.

Alzheimer Ratten TgF344-AD wurden nach 6-7 und 15-16 Monaten
auf Aktivitdt der oxidativen Phosphorylierung der

Mitochondrien gegeniiber Wildtypen gepruft.

Die Ergebnisse sind in den Beispielen und Figuren erldutert

und ausgewiesen.
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Uberraschender Weise konnte fir eine Zusammensetzung aus
Magnesiumorotat und Folsdure in immortalisierten
Neuroblastomazellen, und zwar humane SY-SYSY-APP695 Zellen,

eine Uberadditive Hemmung der Bildung von B-Amyloid erreicht

werden (Figur 1A).

Dieses Ergebnis wird insbesondere auch in der Eignung dieser
Kombination gesehen, die ATP-Produktion in den Mitochondrien
zu normalisieren und einer ursidchlichen mitochondrialen

Dysfunktion entgegenzuwirken.

Daher betrifft die Erfindung ein Mittel, insbesondere
Arzneimittel oder Nahrungsergdnzungsmittel oder bilanzierte
Didt, umfassend oder bestehend aus Magnesiumorotat und
Folsdure zur Verwendung in der Prophylaxe und Behandlung von

Demenz (nachstehend: erfindungsgemdBes Mittel).

In einer weiteren Ausfithrungsform betrifft daher die Erfindung
ein Mittel, insbesondere Arzneimittel oder
Nahrungsergdnzungsmittel oder bilanzierte Didt, umfassend oder
bestehend aus Magnesiumorotat und Fols&ure zur Verwendung in
der Prophylaxe und Behandlung von mitochondrialer Dysfunktion,
insbesondere solche Erkrankungen ausgewdahlt aus der Gruppe
Herzinsuffizienz, nichtalkoholische Hepatitis, chronische
Miidigkeit oder Fibromyalgie (nachstehend: erfindungsgemdbes

Mittel).

Vorgenannte Untersuchungen zeigen, dass neben Magnesiumorotat
und Folsidure insbesondere ein ,Cocktail" aus Magnesium- oder
7Zinkorotat, Vitamin D, insbesondere Vitamin D3
(Cholecalcalciferol) und Vitamin B, insbesondere Thiamin,
Folsidure, Vitamin B6 und B12 (Cobalamin) und Benfotiamin die

Wirkung zumindest additiv unterstitzen.
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Daher sind ebenfalls weitere Kombinationen erfindungsgemaB
umfasst, wobei mindestens zwel oder dreil oder vier oder finf
oder sechs Substanzen oder samtliche Substanzen ausgewahlt
sind aus der Gruppe Magnesiumorotat, Zinkorotat, Vitamin D3,

Vitamin B6, Folsiure, Vitamin B12 und Benfotiamin.

Magnesiumorotat ist ein Salz der Orotsdure (bzw. 6-

Carboxyuracil) mit der Formel

O O
HM 3 ] Wk
NP N N N
H ' '
8 H
Magnesiumorotat

und kommerziell erhdltlich, z.B. Woérwag Pharma GmbH

(Boblingen, Deutschland).

Zinkorotat ist ein Salz der Orotsdure (bzw. 6-Carboxyuracil)

mit der Formel

Zinkorotat

und kommerziell erhdltlich, z.B. Worwag Pharma GmbH

(Bdblingen, Deutschland).

Folsidure (bzw. Pteroyl-mono-glutaminsdure) ist Vitamin B9
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bzw. die Tautomere (2S)-2-[(4-[(2-Amino-4-oxo-1H~-pteridin-6-
yl)methylamino]benzoyl)aminolpentandisdure (Lactam) oder (25)-
N- (4~ ([2-Amino-4-~hydroxypteridin-6-
yllmethyl)amino]lbenzoyl)glutaminsdure (Lactim) und k&nnen als
Folate vorliegen, wobei 2-7 Glutamylreste vorliegen. Zudem
kénnen Folate am Pteridin hydriert sein, wie z.B. das 5, 6, 7,
8-Tetrahydrofolat oder substituiert (z.B. Methyl-, wie 5-
Methyltetrahydrofolat u.a.) sein. Erfindungsgem&B sind solche
Folate (bzw. Folsiuredquivalente) mit dem Begriff Folsdure
mitumfasst. Ebenfalls erfindungsgemdf umfasst sind Tautomere
und Salze der Folsidure. Die synthetisch hergestellte Folsdure

ist erfindungsgemdf bevorzugt.

Benfotiamin ist ein lipophiles Prodrug des Thiamins (Vitamin
Bl) und stellt somit ein Provitamin dar und wird z.B. von der
Anmelderin als milgamma protekt® vertrieben, und zwar zur
Behandlung von Neuropathien und kardiovaskuldren Stdrungen,

die durch Vitamin-Bl-Mangel hervorgerufen werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des
erfindungsgemiBen Mittels ist das molare Verhdltnis von
Magnesiumorotat zu Folsdure vorzugswelse 2-25:1, insbesondere

20:1.

Die Vitamine B und D betreffen die handelsiblichen Vitamine D2

und D3 und Bl bis Bl2.
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Die genannten Stoffe kdénnen in ihren physiologisch aktiven
Formen eingesetzt werden, Salze, Cofaktoren und Hydrate

umfassen oder Stereoisomere, Tautomere (z.B. R, S, Z, E), etc.

Im Rahmen dieser Erfindung wird unter Demenz (erkrankung(en))
solche verstanden, nicht abschlieBend, wie eine Alzheimer
Demenz bzw. Alzheimer-Krankheit, Demenz bei Alzheimer-
Krankheit mit frihem Beginn (Typ 2), Demenz bei Alzheimer-
Krankheit mit spdtem Beginn (Typ 1), Demenz bei Alzheimer-
Krankheit mit atypischer oder gemischter Form, Vaskulédre
Demenz, Demenz bei Lewy-Kd&rper-Krankheit, wobei alle diese
Formen erfindungsgemdf umfasst sind. Diese Demenzformen sind
in der ,Internationalen statistischen Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme"“, 10. Revision
(2019) der Weltgesundheitsorganisation (WHO) in Kapitel V
~Psychische und Verhaltensstorungen™ zu F00-03 (supra)

beschrieben.

Im Rahmen dieser Erfindung wird unter dem Begriff
,mitochondriale Dysfunktion®™ verstanden, dass in einer Zelle
bzw. in den dortigen Mitochondrien ein Ungleichgewicht
zwischen der Bildung von Energie (ATP und NADH) und der
Bildung von Sauerstoffradikalen bzw. ROS (Reactive Oxygen
Species) vorliegt, sodass ein Energiemangel und eine erh&hte
oxidative Belastung die Folge ist und Folgeerkrankungen,
insbesondere chronische Erkrankungen ausgelost werden oder
werden kénnen, wie Demenz, insbesondere AD, Herzinsuffizienz,
nichtalkoholische Hepatitis, chronische Midigkeit, chronisches
Erschépfungssyndrom (CFS) oder Fibromyalgie(syndrom). Ein
kausaler Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunktion und
AD ist anhand der Literatur belegt [23, 241, ebenfalls fir
chronische Miidigkeit, CFS oder Fibromyalgie [25].
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Samtliche genannten Indikationen sind z.B. im Pschyrembel,

267. Auflage 2017, De Gruyter (Berlin) beschrieben.

Das wirkende Mittel enthaltend die erfindungsgemédle
Kombination aus Magnesiumorotat und Folsdure, kann nunmehr
vorteilhaft zur Behandlung und Prophylaxe eines erkrankten
Patienten oder Individuums, Tier, Sidugetier oder vorzugsweise
Mensch, und zwar zur Behandlung und Prophylaxe von

Demenz (erkrankungen), mitochondrialer Dysfunktion,
Herzinsuffizienz, nichtalkoholischer Hepatitis, chronischer
Midigkeit, chronischem Erschopfungssyndrom (CFS) oder der

Fibromyalgie (syndrom) eingesetzt werden.

Die Mittel kénnen in beliebigen Mengen und Dosierungen

verabreicht werden.

Die galenische Formulierung des erfindungsgemdfen Mittels kann
ausgewdhlt sein aus der Gruppe bestehend aus: Tropfen, Saft,
Sirup, Tabletten, Dragees, Kapseln, Retard-Formulierungen,
Infusionen, Salben, Emulsionen, Puder oder Pulver.
Selbstverstandlich kann die Formulierung pharmazeutisch

ibliche Hilfsstoffe enthalten.

In einer weiteren Ausfithrungsform betrifft die Erfindung ein
Arzneimittel enthaltend ein erfindungsgemidbes Mittel zur
Verwendung oder Anwendung zur Behandlung und Prophylaxe von
Demenz (erkrankungen), mitochondrialer Dysfunktion,
Herzinsuffizienz, nichtalkoholischer Hepatitis, chronischer
Mudigkeit, chronischem Erschopfungssyndrom (CFS) oder

Fibromyalgie (syndrom) .

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform betrifft ein

Nahrungsergdnzungsmittel enthaltend das erfindungsgemiale
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Mittel, insbesondere in Form einer didtischen Zusammensetzung
oder bilanzierte Di&t zur Behandlung und Prophylaxe von
Demenz (erkrankungen), mitochondrialer Dysfunktion,
Herzinsuffizienz, nichtalkoholischer Hepatitis, chronischer
Mudigkeit, chronischem Erschoépfungssyndrom (CFS) oder
Fibromyalgie (syndrom). Geeignete erfindungsgemdble Nahrungs-—
oder Lebensmittel, einschlieflich Wasser, sind solche wie z.B.
in der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 wvom 28. Januar 2002 nicht
abschlieBend definiert, solche wie Backwaren und Getranke und
Kindernahrungszubereitungen. Das erfindungsgemalbe
Nahrungsergdnzungsmittel kann mit einem geeigneten

physiologisch vertrdglichen Trdger versetzt werden.

Die erfindungsgem&fen pharmazeutischen Zubereitungen kénnen in
Form von Dosierungseinheiten hergestellt werden. Dies
bedeutet, dass die Zubereitungen in Form einzelner Teile,
vorzugsweise Kapseln und Ampullen vorliegen, deren
Wirkstoffgehalt einem Bruchteil oder einem Vielfachen einer
Einzeldosis entsprechen. Die Dosierungseinheiten kénnen z.B.
1, 2, 3 oder 4 Einzeldosen oder 1/2, 1/3 oder 1/4 einer
Einzeldosis enthalten. Eine Einzeldosis enth&dlt vorzugsweise
die Menge des erfindungsgemdben Mittels, die bei einer
Applikation verabreicht wird und die gewdhnlich einer ganzen,
einer halben, einem Drittel oder einem Viertel einer
Tagesdosis entspricht. Bevorzugt ist eine Dosierung von
dreimal taglich, vorzugsweise 1in Form einer Tablette oder
Tropfen, insbesondere morgens, mittags und abends, ggfs. zu

den Mahlzeiten.

Unter nicht-toxischen, inerten pharmazeutisch geeigneten
Tragerstoffen sind feste, halbfeste oder flissige

Verdinnungsmittel, Fullstoffe und Formulierungshilfsmittel
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jeder Art zu verstehen, wie a) Fuill- und Streckmittel, z.B.
Stdarken, Milchzucker, Rohrzucker, Glukose, Mannit, Dextrine,
Maltodextrin und Kieselsdure, hochdisperses Siliciumdioxid, b)
Bindemittel, z.B. Carboxymethylcellulose, Cellulosepulver,
mikrokristalline Cellulose, Alginate, Gelatine,
Polyvinylpyrrolidon, c¢) Feuchthaltemittel, z.B. Glycerin, d)
Sprengmittel, z.B. Agar—-Agar, Calciumcarbonat und
Natriumcarbonat, e) Losungsverzodgerer, z.B. Paraffin und f)
Resorptionsbeschleuniger, z.B. quartdre Ammoniumverbindungen,
g) Netzmittel, z.B. Cetylalkohol, Glycerinmonostearat, h)
Adsorptionsmittel, z.B. Kaolin und Bentonit und i)
Gleitmittel, z.B. Talkum, Calcium- und Magnesiumstearat und
feste Polyethylenglyvkole oder Gemische der unter a) bis i)
aufgefihrten Stoffe.

Die Tabletten, Dragees, Kapseln, Pillen und Granulate k&énnen
mit den tblichen, gegebenenfalls Opakisierungsmittel
enthaltenden Uberzigen und Hiillen versehen sein, z.B. solche
wie nicht abschlieBend Hypromellose, mikrokristalline
Cellulose, Stearinsidure, Titandioxid, und ebenfalls so
zusammengesetzt sein, dass sie den oder die Wirkstoffe nur
oder bevorzugt in einem bestimmten Teil des Intestinaltraktes
gegebenenfalls verzdgert abgeben, wobeil als Einbettungsmassen

z.B. Polymersubstanzen und Wachse verwendet werden konnen.

Daher betrifft die Erfindung ebenfalls eine pharmazeutische
Zubereitung enthaltend ein erfindungsgemédfes Mittel samt

Hilfs- und Zusatzstoffen.
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Beispiele und Figuren:

Nachfolgende Beispiele und Figuren dienen ausschlieBlich zur
Erlauterung der Erfindung, ohne die Erfindung auf diese

Beispiele zu beschranken.

Beispiel 1:

Zzellmodell:

Zellkultivierung:

Die verwendeten humanen Neuroblastom—-SH-SY5Y-Zellen wurden mit
DNA des humaner Wildtyp—-APP695 (APP) stabil transfiziert
(Grewal R, Reutzel M, Dilberger B et al. (2020) Purified
oleocanthal and ligstroside protect against mitochondrial
dysfunction in models of early Alzheimer's disease and brain
ageing. Exp Neurol 328: 113248, Stockburger C, Gold VAM,
Pallas T et al. (2014) A cell model for the initial phase of

sporadic Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis 42: 395-411).

SH~SY5Y-APP Zellen wurden bei 37°C unter einer Atmosphdre von
5% C0O2 in Kulturmedium (DMEM) kultiviert, ergadnzt mit 10%
(v/v) hitzeinaktiviertem fetalem Kdlberserum, 60 pg/ml
Streptomycin, 60 Einheiten/ml Penicillin, 0,3 mg/ml
Hygromycin, nicht-essentiellen MEM-Aminosduren und 1 mM
Natriumpyruvat 1%. Die Zellen wurden alle 3 Tage passagiert

und verwendet, wenn sie 70 - 80% Konfluenz erreichten.

Die Zellen wurden mit 200uM Magnesiumorotat, 10pM Folsdure und
deren Kombination fir 24h inkubiert. Als Kontrolle diente eine

Inkubation mit DMEM.
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AB 1-40 Messung:

Nach 24 h Inkubation wurde das Medium in den
Zellkulturmediumflaschen gesammelt und die Zellen mit kalter
PBS gespilt. Die Suspension wurde anschlieBend 5 Minuten lang
bei 220 g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen
und die Zellpellets in 1,5 ml PBS und Proteaseinhibitor
resuspendiert. Die Ldsung wurde dann 5 Minuten lang bei 112 g
zentrifugiert und der Uberstand wurde entfernt. Das Zellpellet
wurde gesammelt und 600 pl Zellextraktionspuffer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hinzugefiigt und ftr 30
Minuten inkubiert. Danach wurde die Suspension 10 Minuten lang
bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
R&hrchen iberfihrt und bei -80°C gelagert. Die Uberstéande
wurden auf Eis aufgetaut und in eine 384er Platte pipettiert
(Greiner Bio-One, Kremsminster, Osterreich). Zum Nachweis der
Amyloid-Beta-Konzentration wurde ein HTRF-Amyloid-Beta 1-40
Kit (Cisbio, Codolet, Frankreich) verwendet. Die Proben wurden
nach den Anweisungen des Herstellers verwendet. Danach wurde
die optische Dichte bei 665 und 622 nm gemessen. Die Amyloid-
Beta Werte wurden anschlieBend auf den Proteingehalt

normalisiert.

Protein-Quantifizierung:

Der Proteingehalt wurde mit dem PierceTM Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Die
Anweisungen wurden wie vom Hersteller angegeben befolgt. Als
Standard wurde Rinderserumalbumin verwendet. Das Protokoll
basiert auf einer Verdffentlichung von Smith et al. (Smith PK,
Krohn RI, Hermanson GT et al. (1985) Measurement of protein

using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry 150: 76-85).




WO 2022/074114 PCT/EP2021/077684

17

Nematode (Caenorhabditis elegans)
C. elegans und Bakterienstamme

Der C. elegans Wildtyp-Stamm N2 stammt vom Caenorhabditis
elegans Genetics Center (Universitdt von Minnesota, MN, USA).
Die Nematoden wurden auf Nematoden-Wachstumsmedium gehalten
(NGM) -Agarplatten, die mit E. coli OP50 bei 20 °C nach
Standardprotokollen (Brenner S (1974) The genetics of
Caenorhabditis elegans. Genetics 77: 71-94) ausges&t wurden.
Fiir alle Experimente wurden synchrone Populationen durch ein
Standard-Bleichprotokoll generiert (Theresa Stiernagle (2006)

Maintenance of C. elegans. WormBook: 1-11).

Kultivierung und Behandlung:

Synchrone Larven wurden zweimal in M9 Puffer gewaschen,
gezdhlt und auf 10 Larven pro 10 uL eingestellt. Die Nematoden
wurden in 96-Well-Platten (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland) pipettiert. Die Konzentration von OP50 wurde bei
der optischen Dichte 0OD600 mit Flissignematoden auf 1
eingestellt. OP50-NGM wurde als standardisierte Nahrungsquelle
hinzugefiigt, wobei das 4,4-fache des Volumens der Larven mit
M9-Lésung verwendet wurde. Die Ll-Larven wurden unter
stindigem Schiitteln bei 20 °C gehalten und erreichte innerhalb
von 3 Tagen das Erwachsenenalter. Effektoren wurden nach
Erreichen des jungen Erwachsenenalters 48 h vor dem Experiment
hinzugefiigt. Als Effektoren wurden 100uM Magnesium-Orotat und
50pM Folsaure in M9 geldst aufgetragen. M9 Puffer wurde als

Kontrolle aufgetragen.

Heat-stress Resistance:
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Etwa 10 Nematoden wurden, wie oben erwdhnt, pro Vertiefung in
einer 96-Well-Mikroplatte aufgezogen. Nach 48 Stunden
Inkubation wurden, wie zuvor beschrieben, Effektoren
aufgetragen. Die Zeit bis zum Tod der Nematoden wurde mit
einem Mikroplatten Thermo Toleranztest bestimmt, wie er bei
Fitzenberger et al. beschrieben ist (Fitzenberger E, Deusing
DJ, Marx C et al. (2014) The polyphenol guercetin protects the
mev-1 mutant of Caenorhabditis elegans from glucose-induced
reduction of survival under heat-stress depending on SIR-2.1,
DAF-12, and proteasomal activity. Molecular nutrition & food

research 58: 984-994).

Die Nematoden wurden mit M9 Puffer in 15-mL-Rohrchen aus den
Vertiefungen gewaschen, gefolgt von drei zusadtzliche
Waschschritte. In jeder Vertiefung einer schwarzen 384-Well-
Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland), wurden 6,5 pL M9 Puffer/Tween® 20 (1% v/v)
Lésung hinzugefigt. Anschliefend wurde 1 ulL M9-Puffer mit
einem Nematoden unter einem Stereomikroskop (Breukhoven
Microscope Systems, Capelle aan den Ijssel, Niederlande), in
jede Vertiefung pipettiert und gemischt mit 7,5 pl SYTOXTM
green (Endkonzentration 1 M; Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland). Zur Verhinderung der Wasserverdunstung wurden
die Platten mit einer Rotilab-Siegelfolie versiegelt (Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Deutschland). Es wurde ein Hitzeschock
(37 °C) induziert, und die Fluoreszenz wurde mit einem
ClarioStar-Plattenlesegeridt (BMG, Ortenberg, Deutschland) alle
30 Minuten Uber einen Zeitraum von 17 h gemessen. Zum Nachweis
der griinen Fluoreszenz von SYTOXTM, wurde die
Anregungswellenlinge auf 485 nm festgelegt und die Emission

bei 538 nm detektiert.
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Beispiel 2:

Oxidative Phosphorylierung (OxPhosC) von aus dem Hippocampus
transgener F344-AD Ratten isolierten Mitochondrien nach

Behandlung

Nach Dekapitation der F344-AD Ratten wird der Hippocampus
isoliert und bei 4°C homogenisiert. Nach
Zentrifugationsschritten werden die isolierten Mitochondrien
in die Kammer eines Respirometers gegeben. Durch nacheinander
erfolgende Zugabe von Substraten und Inhibitoren der
Atmungskette kann der Einfluss auf den Sauerstoffverbrauch in
der Kammer an einer Platinelektrode gemessen werden und so
einzelne Komplexe isoliert auf ihre Aktivit&t untersucht
werden (ausgearbeitet von Tina M. Schwarzkopf, Konrad A. Koch,
Jochen Klein, Neurodegeneration after transient brain ischemia
in aged mice: Beneficial effects of bilobalide, Brain
Research, Vol. 1529, 5 September 2013, Pages 178-187 mit

welteren Nachweisen).

Legende Behandlung Dosierung

A, E (Control) Keine Zusatze 0

B Magnesiumorotat 500 mg/kg

C Renfotiamin 300 mg/kg

D, F (Cocktail) Magnesiumorotat 500 mg/kg
Benfotiamin 300 mg/kg
Vitamin B12 1 mg/kg
Folsdure 10 mg/kg
Vitamin D3 3000 T.U./kg
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Die Ergebnisse sind in Figur 3 gezeigt.

Figur 1 zeigt die Menge an Beta-Amyloid-Peptid (AB1-40) in
pg/mg Protein in SH-SY5Y-APP695 nach 24h Inkubation mit den
Wirkstoffen A.) Folsdure (Fol; 10 pM) und Magnesiumorotat (200
uM) sowie deren Kombination und B.) Fols&dure (Fol; 10 uM) und
Zinkorotat (200 pM) sowie deren Kombination. Es werden die
Jjeweiligen Mittelwerte aus 6 unabhangigen Versuchen (n=6)
sowie die dazugehdrigen Standardfehler (+ SEM) dargestellt.
Die Signifikanzen (***p < 0.001 bzw. ****p < 0.0001) wurden
mittels einer one-way ANOVA bestimmt. Die gepunktete Linie

gibt den Mittelwert der Kontrolle an (217.4 pg/mg AB).

Aus Figur 1A ergibt sich ein synergetischer Effekt fir
Folsdure und Magnesiumorotat, da:

A Kombination > A Magnesiumorotat + A Fol.

Figur 2 zeigt die Lebensspannen von C. elegans im Hitzestress-
Assay nach der Behandlung mit Magnesiumorotat und Folsdure
(,FolY) und deren Kombination in Form von Kaplan-Meier-Kurven.
Unbehandelte Wirmer dienten als Kontrolle (M9 [control]). Es
werden die jeweiligen Mittelwerte sowie die dazugehérigen
Standardfehler (+ SEM) dargestellt. Die Signifikanz (**p <
0.01) wurde mittels log-rank (Mantel-Cox) ermittelt Test

errechnet.
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Figur 3 zeigt die Kapazitat (IU = pmol/min) der oxidativen
Phosphorylierung (OxPhosC) von aus dem Hippocampus transgener
F344~AD Ratten isolierten Mitochondrien. Auf der Abszisse sind
die vier Behandlungen (B, C, D, F), sowie die zweil
Altersgruppen (6-7 Monate, 15-16 Monate) aufgetragen. Zwischen
den 6-7 Monate alten Tieren ergeben sich durch die
Behandlungen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
OxPhosC, wenngleich die Behandlung mit dem Cocktail (Gruppe D)
eine Erhéhung der OxPhosC bewirkt. Altersbedingt nimmt die
OxPhosC statistisch signifikant ab (vgl. Gruppe A mit Gruppe
E). Dieser Effekt des Alters l&dsst sich durch die Behandlung
mit dem Cocktail statistisch signifikant beeinflussen, bzw.

aufheben (vgl. Gruppe E mit Gruppe F).
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Patentanspriiche

1. Mittel umfassend Magnesiumorotat und Folsdure oder Folate
oder Tautomere und Salze davon zur Verwendung in der

Prophylaxe und Behandlung von Demenz.

2. Mittel zur Verwendung nach Anspruch 1 in der Prophylaxe
und Behandlung von einer Demenz ausgewdhlt aus Alzheimer
Demenz bzw. Alzheimer-Krankheit, Demenz bei Alzheimer-
Krankheit mit frihem Beginn (Typ 2), Demenz bei
Alzheimer-Krankheit mit spétem Beginn (Typ 1), Demenz bei
Alzheimer-Krankheit mit atypischer oder gemischter Form,

Vaskuldre Demenz, Demenz bei Lewy-Kdrper-Krankheit.

3. Mittel umfassend Magnesiumorotat und Folsdure oder Folate
oder Tautomere und Salze davon zur Verwendung in der
Prophylaxe und Behandlung von mitochondrialer Dysfunktion
ausgewdhlt aus der Gruppe Herzinsuffizienz,
nichtalkoholische Hepatitis, chronische Mudigkeit,

chronischem Erschoépfungssyndrom oder Fibromyalgie.

4. Mittel zur Verwendung nach einem der Ansprlche 1 bis 3,
wobel das molare Verhaltnis von Magnesiumorotat zu

Folsdure 2-25:1, insbesondere 20:1 betrdgt.

5. Mittel zur Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 4,
wobel das Mittel zusdtzlich mindestens eine oder mehrere
Substanzen ausgewadhlt aus der Gruppe Zinkorotat,

Benfotiamin, Vitamin D und Vitamin B enthalt.
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6. Mittel zur Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 4,
wobel das Mittel zusdtzlich mindestens eine oder mehrere
Substanzen ausgewadhlt aus der Gruppe Zinkorotat, Vitamin
D3, Thiamin, Vitamin B6, Vitamin B12 und Benfotiamin

enthalt.

7. Mittel zur Verwendung nach einem der vorhergehenden
Ansprliche, wobei das Mittel ein Arznei- oder

Nahrungsergédnzungsmittel oder eine bilanzierte Didt ist.

8. Pharmazeutische Zubereitungen enthaltend ein Mittel zur
Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 7, ggfs. samt
geeigneter Tragerstoffe, insbesondere in Form von
Tropfen, Saft, Sirup, Tabletten, Dragees, Kapseln,
Retard-Formulierungen, Infusionen, Salben, Emulsionen,

Puder, Pulver.

9. Pharmazeutische Zubereitungen enthaltend ein Mittel zur
Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 7 samt Hilfs-

und Zusatzstoffen.



