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Zusammenfassung / Abstract

1 Zusammenfassung / Abstract
Einfluss des Vitamin K2 auf die Lipidhomoostase und potenzielle Implikationen fiir die

Alzheimererkrankung

Demenzen beschreiben einen Symptomkomplex mit dem Verlust héherer kortikaler
Funktionen wie Gedankenbildung, Orientierung und Sprachfahigkeit. Mit 50-70 % bildet die
Alzheimererkrankung die haufigste atiologische Ursache einer Demenz. Charakteristisch fiir
die Alzheimer-Krankheit ist der histopathologische Befund extrazellularer Amyloid-Plaques
und intrazellularer neurofibrillarer Bindel. Amyloid-Plaques beschreiben Oligomere aus
jeweils 38-43 Aminosaure langen Amyloid-Peptiden, die im Rahmen der amyloidogenen
Prozessierung des Transmembranproteins Amyloid Precusor Protein durch proteolytische
Spaltung der - und y-Sekretase entstehen. Dem gegenuber steht die neuroprotektive nicht-
amyloidogene Prozessierung durch die initiale enzymatische Spaltung des APP durch die a-
Sekretase und anschlieRender Prozessierung durch die y-Sekretase. Eine Stérung des
Gleichgewichts zwischen Bildung und Abbau des A oder der enzymatischen Aktivitat der a-
zur [(-Sekretase fuhrt zur UbermaRigen Oligomerisierung und Manifestation der
neurotoxischen Amyloid-Plaques. Neben weiteren Einflussfaktoren wie Neuroinflammation,
oxidativem Stress und mitochondrialer Dysfunktion gewinnt die Rolle der Lipide im Kontext der
Alzheimerdemenz zunehmen an Bedeutung. Eine Alteration der Lipidhomdstase steht in
einem bidirektionalen Zusammenhang mit der Pathogenese und Progression

neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der Alzheimererkrankung.

Ebenfalls an Bedeutung und zunehmendem Interesse gewinnen die vielfaltigen Einflisse des
fettloslichen Vitamin K2 auf neuronale Prozesse. Uber die y-Carboxylierung von aktuell 17
bekannten Gla-Proteinen moduliert Vitamin K2 unter anderem Signaltransduktion,
Knochenhomdstase und vaskularen Kalzifizierungsprozesse. Sowohl epidemiologische als
auch in vitro und in vivo Studien deuten zunehmend auf vielfaltige neuroprotektive Effekte des
Vitamin K2 hin. Im Kontext des zunehmenden Interesses am Zusammenhang zwischen
Vitamin K2, der Lipidhomdstase und der Alzheimererkrankung sollte in dieser Arbeit drei

Fragestellungen nachgegangen werden:

Zum einen sollte der direkte Einfluss des Vitamers MK4 auf Klasseneffekte, Sattigungsgrade
und Kettenlange typischer Membranlipide (Diacylphsophatidylcholine, Phosphatidylcholin-
Plasmalogene, lysierte Phosphatidylcholine, Sphingomyeline) untersucht werden. Zusatzlich
sollten mdgliche Interaktionen des MK4 auf Lipide des Energiemetabolismus (Carnitinester
und Triacylglyceride) nachgegangen werden. Fir beide Fragestellungen erfolgte eine
massenspektrometrische Analyse des Lipidprofils der humanen SH-SY5Y-Zelllinie unter einer

72-stindigen Inkubation mit MK4. In der Analyse zeigte sich in der Gruppe der Diacyl-

1



Zusammenfassung / Abstract

Phosphatidylcholine und Phosphatidylcholin-Plasmalogene eine Zunahme der sechsfach
ungesattigten und kurzkettig gesattigten Fettsduren. In der Gruppe der lysierten
Phosphatidylcholine zeigte sich eine Zunahme der mehrfach ungesattigten Fettsauren
Docosahexaensaure und Arachidonsaure. Die Analyse der Carnitinester als auch der
Triacylglyceride -als Reprasentanten des mitochondrialen Energiemetabolismus- zeigte in

beiden Fallen als gesamte Klasse eine signifikante Abnahme gegenuber den Kontrollen.

Neben dem Einfluss des Vitamin K2 auf das Lipidprofil sollte in dieser Arbeit der direkte Effekt
des Vitamin K2 auf die Prozessierung des APP erforscht werden. Daflr erfolgte zum einen die
Analyse des Expressionsniveaus mehrerer Gene der APP-Prozessierung und eine
Echtzeitfluoreszenzanalyse der a- und B-Sekretase, jeweils in SH-SY5Y-Zellen nach 72-
stiindiger Inkubation mit MK4. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter
Einfluss von MK4 kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Expressionsniveau des a-
Sekretase kodierenden Gens ADAM10 ausgeibt wurde. Gleichzeitig zeigte sich keine
statistisch signifikante Anderung der Enzymaktivitdt der a-Sekretase in der Echtzeit-
Fluoreszenzspektrometrie. Jedoch konnte sich unter Inkubation mit MK4 eine signifikante
Abnahme des Expressionsniveaus des B-Sekretase kodierenden Gens BACE-1 nachweisen
lassen. Korrespondierend zu diesem Befund zeigte sich eine Abnahme der Enzymaktivitat der

B-Sekretase unter Inkubation mit MK4.

In der Gesamtschau deuten die in dieser Arbeit gefundenen Erkenntnisse in Konkordanz mit
der aktuell bestehenden Datenlage auf komplexe mannigfaltige neuroprotektive Effekte des

Vitamin K2, welche auf Entstehung und Verlauf der Alzheimer-Erkrankung Einfluss nehmen.



Zusammenfassung / Abstract

Influence of vitamin K2 on lipid homeostasis and potential implications for Alzheimer's

disease

Dementia describes a symptom complex with the loss of higher cortical functions such as
thought formation, orientation and language skills. At 50-70 %, Alzheimer's disease is the most
common etiologic cause of dementia. The histopathological finding of extracellular amyloid
plaques and intracellular neurofibrillary tangles is an obligatory diagnostic criterion. Amyloid
plaques describe oligomers of 38-43 amino acid long amyloid peptides, which are formed
during the amyloidogenic processing of the transmembrane protein amyloid precursor protein
by proteolytic cleavage of B- and y-secretase. This contrasts with neuroprotective non-
amyloidogenic processing through the initial enzymatic cleavage of APP by a-secretase and
subsequent processing by y-secretase. A disturbance of the balance between formation and
degradation of AB or between the enzymatic activity of a- to 3-secretase leads to excessive
oligomerization and manifestation of neurotoxic amyloid plaques. In addition to other
influencing factors such as neuroinflammation, oxidative stress and mitochondrial dysfunction,
the role of lipids in the context of Alzheimer's disease is becoming increasingly important.
Alteration of lipid homeostasis has a bidirectional relationship with the pathogenesis and

progression of neurodegenerative diseases, particularly Alzheimer's disease.

The role of fat-soluble vitamin K2 on neuronal processes are also gaining in importance and
interest. Via the y-carboxylation of currently 17 known Gla proteins, vitamin K2 modulates
signal transduction, bone homoestasis and vascular calcification processes. Epidemiological
as well as in vitro and in vivo studies increasingly point to diverse neuroprotective effects of
vitamin K2. In the context of the increasing interest in the relationship between vitamin K2, lipid

homoestasis and Alzheimer's disease, three questions should be investigated in this study:

Firstly, the direct influence of the vitamin MK4 on class effects, degrees of saturation and chain
length of typical membrane lipids (diacylphsophatidylcholines, phosphatidylcholine
plasmalogens, lysed phosphatidylcholines, sphingomyelins) was to be investigated. In
addition, the possible influence of MK4 on lipids of energy metabolism (carnitine esters and
triacylglycerides) should be explored. For both questions, a mass spectrometric analysis of the
lipid profile of the human SH-SY5Y cell line was carried out under a 72-hour incubation with
MK4. The analysis showed an increase in six-fold unsaturated and short-chain saturated fatty
acids in the group of diacyl-phosphatidylcholines and phosphatidylcholine plasmalogens.
There was also an increase in the polyunsaturated fatty acids docosahexaenoic acid and
arachidonic acid in the group of lysed phosphatidylcholines. The analysis of carnitine esters
and triacylglycerides - as representatives of mitochondrial energy metabolism - showed a

significant decrease in both cases as a whole class compared to the controls.



Zusammenfassung / Abstract

In addition to the influence of vitamin K2 on the lipid profile, the direct effect of vitamin K2 on
the processing of APP was examined in this study. For this, the expression level of several
APP processing genes was analyzed and a real-time fluorescence analysis of a- and f3-
secretase was performed, both in SH-SY5Y cells after 72-hour incubation with MK4. This study
showed that MK4 had no statistically significant effect on the expression level of the a-
secretase-encoding gene ADAM10. At the same time, there was no statistically significant
change in the enzyme activity of a-secretase in real-time fluorescence spectrometry. However,
a significant decrease in the expression level of the gene encoding [3-secretase BACE-1 was
detected when incubated with MK4. Corresponding to this, there was a decrease in the enzyme

activity of B-secretase when incubated with MK4.

Overall, the findings in this study, in concordance with the current data, point to complex and
diverse neuroprotective effects of vitamin K2, which influence the development and

progression of Alzheimer's disease.
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2 Einleitung
2.1 Alzheimer-Krankheit

2.1.1 Klinische Einordnung

2.1.1.1 Definition der Demenz und der Alzheimer-Krankheit

Eine Demenz beschreibt ein klinisches Syndrom und ist nach der zehnten Version der
internationalen  statistischen  Klassifikation der  Krankheiten und  verwandter
Gesundheitsprobleme (ICD-10) der Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health
Organisation, WHO) ,Folge einer meist chronischen oder fortschreitenden Krankheit des
Gehirns mit Stérung vieler hdherer kortikaler Funktionen, einschlief3lich Gedachtnis, Denken,
Orientierung, Auffassung, Rechnen, Lernfahigkeit, Sprache, Sprechen und Urteilsvermégen
im Sinne der Fahigkeit zur Entscheidung” (Dilling et al., 2015). Weiterhin unterteilt die ICD-10
Demenzen in atiologisch bedingte Unterformen. Die Alzheimer-Krankheit als eine dieser
Unterformen wird nach ICD-10 definiert als ,eine primar degenerative zerebrale Krankheit mit
unbekannter Atiologie und charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen
Merkmalen. Sie beginnt meist schleichend und entwickelt sich langsam, aber stetig tiber einen
Zeitraum von mehreren Jahren® (Dilling et al., 2015). Die Alzheimer-Krankheit wird somit durch
ihre zugrunde liegenden pathologischen Prozesse definiert, welche entweder durch die
histopathologische Untersuchungen post mortem oder in vivo durch Biomarker und

bildgebende Verfahren diagnostiziert werden kdénnen (Jack et al., 2018).

Ferner wird die Alzheimer-Krankheit zur Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen
gezahlt, deren gemeinsame Eigenschaft der schleichende progressive Verlust vulnerabler
Neuronenpopulationen darstellt (Dugger & Dickson, 2017). Bereits 1906 beschrieb der
deutsche Nervenarzt Alois Alzheimer wahrend der Versammlung Stdwestdeutscher Irrenarzte
in Tubingen den neuropathologischen Befund und das dazugehdrige Kklinische
Erscheinungsbild der verstorbenen Patientin Auguste Deter (Alzheimer et al., 1995; Dahm,
2006).

2.1.1.2 Epidemiologie der Demenz und der Alzheimer-Krankheit

Nach Schatzungen der WHO litten 2019 ungefahr 55,2 Millionen Menschen an einer Demenz,
davon die meisten in der Westpazifikregion und Europa. Im Rahmen des demographischen
Wandels ist mit einer Zunahme der Pravalenz zu rechen. Hochrechnungen ergeben bis 2050
139 Millionen erkrankte Menschen weltweit und eine Zunahme der globalen Demenz-
assoziierten Gesamtkosten von 1,3 Billionen im Jahr 2019 auf 2,8 Billionen US-Dollar im Jahr
2030 (World Health Organization, 2021). In Deutschland wurde die Pravalenz der
Demenzerkrankungen im Jahr 2007 auf ungefahr 1,07 Millionen Betroffene geschatzt (Ziegler
& Doblhammer, 2009). In den entwickelten Landern sind Demenzen nach Herz-Kreislauf-

Erkrankungen, Neoplasien und cerebrovaskularen Erkrankungen die vierthaufigste
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Todesursache (Ziegler & Doblhammer, 2009). Die mediane Uberlebenszeit einer
Demenzerkrankung ab dem Diagnosezeitpunkt schwankt zwischen drei und zwoélf Jahren
(Todd et al., 2013).

Die haufigste Ursache einer Demenz bildet weltweit die Alzheimer-Erkrankung (Alzheimer’s
Association, 2023). In Deutschland sind etwa 50-70 % aller Demenzerkrankungen auf
Alzheimer-, und 15-25 % auf vaskular bedingte Demenzen zurtickzufihren (C. Qiu et al.,
2007). Frauen sind haufiger betroffen als Manner (Scheyer et al., 2018). Dartber hinaus

beeinflusst auch die Ethnie die Erkrankungswarscheinlichkeit (Misiura et al., 2023).

2.1.1.3 Klinisches Bild der Alzheimer-Krankheit

Die klinische Prasentation und vorherrschende Symptomatik der Alzheimer-Krankheit
verlaufen entlang eines Kontinuums. Es lassen sich entlang dieses Kontinuums drei Phasen
unterscheiden: Praklinisches Stadium, milde kognitive Beeintrachtigung (englisch: mild
cognitiv impairment, MCI) und manifeste Alzheimer-Demenz (Albert et al., 2011; Jack et al.,
2011; McKhann et al., 2011). Letztere Phase wird weiterhin in ein leichtes, moderates und
schweres Stadium unterteilt. Die Dauer der einzelnen Phasen ist dabei individuell heterogen
und wird durch das Alter, Genetik, Geschlecht und Risikofaktoren beeinflusst (Vermunt et al.,
2019).

Im préaklinischen Stadium kénnen bereits Alzheimer-typische Anomalien im Liquor und der
Positronen-Emissions-Tomographie (siehe Kapitel 2.1.1.4) detektiert werden, ohne dass der

Patient darunter die spater auftretenden Symptome zeigt (Alzheimer’s Association, 2022).

Im Stadium der leichten kognitiven Einschrankung weisen Patienten neben den bereits im
praklinischen Stadium detektierbaren Biomarkern auch subtile Symptome wie Gedachtnis-,
Sprach- und Denkbeeintrachtigungen auf. Die Bewaltigung des Alltags ist weiterhin mdglich
(Alzheimer’s Association, 2022). 15 % der Patienten in diesem Stadium entwickeln innerhalb
von zwei Jahren eine manifeste Demenz (Petersen et al., 2018), innerhalb von finf Jahren
bereits Uber 60% (Ward et al., 2013).

Patienten mit einer manifesten Alzheimer-Demenz leiden unter deutlichen Gedéachtnis-,
Sprach- und Denkstérungen, welche die Aufgabenbewaltigung des taglichen Lebens
einschranken. Auf die Untergliederung in die 3 Schweregrade wird in Kapitel 2.1.1.4 gesondert
eingegangen. Im leichten Stadium sind Patienten weiterhin mit Hilfe selbststandig. Im
moderaten Stadium hingegen kommt es zu Persénlichkeits- und Verhaltensanderungen,
gelegentlicher Inkontinenz und Orientierungsproblemen, das Ausflihren mehrschrittiger
Aufgaben ist deutlich erschwert. Patienten im terminalen Stadium der Alzheimer-Demenz sind
bettlagerig und bendtigen Vollzeitpflege (Alzheimer's Association, 2022). Die fehlende

Mobilitat geht mit einem erhdhten Risiko fir thromboembolische Ereignisse und Infektionen
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einher. Oftmals kommt es zu zentral bedingter Dysphagie mit konsekutiver zum Tode

fuhrender Aspirationspneumonie (Alzheimer’s Association, 2022).

In jedem Stadium der Alzheimer-Krankheit, bevorzugt jedoch in Frihstadien kénnen sich
neben den kognitiven Beeintrachtigungen auch psychiatrische Symptome entwickeln. Es
dominieren dabei Depressionen, Apathie, Agitation und Stérung der zirkadianen Rhythmik
(Lyketsos et al., 2011).

2.1.1.4 Diagnostik des Alzheimer-Krankheit

Die Diagnose einer Demenz kann nach den im ICD-10 operationalisierten Kriterien erfolgen.
Es handelt sich dabei jedoch ausschlielRlich um eine klinische Diagnose. Neben der Eigen-,
Fremd-, Familien- und Sozialanamnese, sowie einer obligaten neurologischen und
internistischen  korperlichen Untersuchung, kommt der Uberprifung der kognitiven
Leistungsfahigkeit mittels orientierender normierter Schnelltests eine besondere Bedeutung
zu. Es existieren mehrere Testverfahren, unter anderem der Mentale-Statustest nach Folstein
(engl. Mini-Mental-Status-Test, MMST) (A. J. Mitchell, 2009a), der Test zur Friherkennung
von Demenzen mit Depressionsabgrenzung (lhl et al., 2000) und der kognitive Zugangstest
nach Montreal (engl. Montreal Cognitive Assessement Test) (Nasreddine et al., 2005). Das
Zeichnen einer Uhr mit vorgegebener Uhrzeit (Uhrentest) kann ergdnzend durchgefihrt
werden, hat aber fir sich allein keine Aussagekraft. In Deutschland erfolgt die Untergliederung
der Schweregrade einer manifesten Demenz auf Basis des MMST (siehe auch 2.1.1.3), wobei
20-26 Punkte als leichte Demenz, 10-19 Punkte als moderate/mittelschwere Demenz, und
weniger als 10 Punkte als schwere Demenz kategorisiert werden (DGN e. V. & DGPPN e. V.,
2023). Die weitere atiologische Abklarung erfolgt schlieBlich auf Basis standardisierter
neuropsychologischer Testverfahren und vorgefertigten Interviews (Hutchinson & Mathias,
2007).

Neben den genannten neuropsychologischen Untersuchungsmdglichkeiten sollte bei
Verdacht auf eine Demenz laut aktuellen Leitlinien zum Ausschluss reversibler Ursachen eine
Laboruntersuchung mit einem Blutbild, Elektrolyten, Blutzucker, Schilddrisenhormonen,
Entziindungs-, Leber- und Nierenretentionsparametern sowie Vitamin B12 erfolgen (British

Psychological Society, 2007).

Zum Ausschluss nichtdegenerativer Demenzursachen und zur Untermauerung des Verdachts
auf der Alzheimer-Krankheit sollte eine Liquorpunktion durchgeflihrt werden. Insbesondere
besitzt die Kombination der im Liquor nachweisbaren Marker 3-Amyloid-1-42, Gesamt-Tau
und Phospho-Tau in Metaanalysen eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt. Die Marker eignen
sich jedoch nicht zur Verlaufsdokumentation (Engelborghs et al., 2008; Frankfort et al., 2008;
A. J. Mitchell, 2009b; Sunderland et al., 2003).
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Neben den bereits genannten Untersuchungen sollte eine cerebrale Bildgebung zur
atiologischen Abklarung mittels cerebraler Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie erfolgen (British Psychological Society, 2007; Feldman et al.,
2008). Insbesondere dient die Bildgebung der Differenzierung zwischen vaskularer,

degenerativer und sonstiger reversibler Atiologie (Gifford et al., 2000; Hejl et al., 2002).

Es besteht die Moglichkeit der nuklearmedizinischen Darstellung eines verringerten
Glukosemetabolismus mittels Positronen-Emissions-Tomographie und der zerebralen
Perfusionsbildgebung. Die beiden Methoden ermdglichen eine in Metaanalysen bestatigte
hohe diagnostische Aussagekraft (Bloudek et al., 2011; DGN e. V. & DGPPN e. V., 2023;
Dougall et al., 2004; Herholz et al., 2007; Patwardhan et al., 2004). Durch hohe Kosten und
Aufwand werden die genannten Verfahren nur bei Unsicherheit angewendet. Neuere Studien
konnten auferdem das im Plasma nachweisbare Peptid p-tau181 (an Threonin 181
phosphoryliertes Tau, siehe auch 2.1.2.1.2) als klinisch spezifischen Biomarker fur die
Diagnose und Prognose der Alzheimer-Erkrankung nachweisen, dieser befindet sich jedoch
noch nicht in der klinischen Routine (Bateman et al., 2020; Janelidze et al., 2020; E. H.
Thijssen et al., 2020).

2.1.2 Einordnung der Alzheimer-Krankheit in der Grundlagenforschung
2.1.2.1 Neuropathologie der Alzheimer-Krankheit
2.1.2.1.1 Makroskopische Pathologie

Im Falle einer Alzheimer-Krankheit kénnen am Gehirn mehrere Befunde makroskopisch
erhoben werden. Allerdings sind sowohl die Einzelbefunde als auch die Gesamtschau zu
unspezifisch und erlauben keine makroskopische Diagnosesicherung der Erkrankung. Es
findet sich nahezu immer ein Gesamtgewichtsverlust des Gehirns, sowie eine ubiquitére
symmetrische Atrophie (vergroRerte Sulci, verkleinerte Gyri) mit besonderer Dominanz in
Assoziationscortices im Frontal-, und Temporallappen. Der primare Motorcortex, sowie der
primare somatosensorische Cortex sind meistens nicht betroffen (Perl, 2010). Zusatzlich ist
haufig eine corticale Atrophie im Praecuneus und dem hinteren Abschnitt des Gyrus cinguli zu
finden, in dessen Folge das Vorder- und Unterhorn der Seitenventrikel in der Bildgebung
dilatiert erscheinen (Rami et al., 2012). Ein ebenfalls typischer Befund in Alzheimer-Gehirnen
ist die Atrophie der Strukturen des limbischen Systems, darunter vor allem der Amygdala und
des Hippocampus im medialen Temporallappen (Apostolova et al., 2012; Perl, 2010), sowie
der Verlust der Neuromelanin-Pigmentierung im Locus caeruleus (Calderon-Garciduefias &

Duyckaerts, 2017; Serrano-Pozo et al., 2011).
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2.1.2.1.2 Mikroskopische Pathologie

Die Alzheimer-Krankheit unterscheidet sich von anderen neurodegenerativen Erkrankungen
durch die charakteristischen histopathologischen Befunden (Montine et al., 2012).
Kernkomponenten der histopathologischen Veranderungen sind die bereits durch Alzheimer
selbst beschriebenen extrazellularen Amyloid-Plaques und intrazellulare neurofibrillare Blindel
(engl. neurdfibrillary tangles, NFT). Neben diesen obligaten Komponenten finden sich haufig
Tau-positives Neuropil, dystrophe Neuriten, eosinophile Einschlusskérperchen (Eponym:
Hirano-Koérperchen), granulovakuolare Degenerationen, aktivierte Mikroglia und reaktive
Astrozyten (Perl, 2010; Serrano-Pozo et al., 2011). Je nach Morphologie lassen sich mehrere
Unterformen der Amyloid-Plaques unterscheiden, wobei diffuse und kerndichte Plaques die
haufigsten Vertreter darstellen (Dickson, 1997; Thal et al., 2006). Insbesondere kerndichte
Amyloid-Plaques werden in Anwesenheit von neuritischen Elementen (Tau-positives Neuropil,
dystrophe Neuriten, aktivierte Mikroglia und reaktive Astrozyten) auch als neuritische Plaques
(engl. neuritic plaques, NP) bezeichnet (DeTure & Dickson, 2019). Auf die
molekularbiologische Zusammensetzung, Interaktion und pathogenetische Relevanz der

Amyloid-Plagues und NFT wird im folgenden Kapitel gesondert eingegangen.

2.1.2.2 Molekularbiologische Mechanismen der Alzheimer-Krankheit

Amyloid-Plagques beschreiben extrazellulare Akkumulationen von B-Amyloid-Peptiden (ABx; X
reprasentiert die Anzahl an Aminosauren) mit einer Kettenlange zwischen 38 und 43
Aminosauren (Glenner & Wong, 1984; S. J. C. Lee et al., 2017), die aus der Prozessierung
des Typ-1-Transmembranproteins Amyloid-Vorlauferprotein (engl. amyloid precusor protein,
APP) entstehen (Dyrks et al., 1988). Den héchsten Anteil an den Amyloid-Plaques bilden dabei
die Isoforme AR und AB42 (L. Zheng et al., 2012). Im Rahmen der Akkumulation mehrerer
AB-Einzelpeptide (Monomere) entsteht ein mikroskopisch sichtbarer Amyloidplaque
(Oligomer). Dabei ist die Anzahl an Monomeren entscheidend fir die Pathogenitat. Studien
konnten die héchste Toxizitat von Ioslichen AB-Oligomeren mit weniger als 50 Monomeren
nachweisen (Kayed et al., 2003; G. M. Shankar et al., 2008).

Die AB-Prozessierung aus APP erfolgt durch die Interaktion der folgenden 3 Enzymgruppen:
a-Sekretase:

Die a-Sekretase umfasst mehrere Proteine der ADAM-Familie. Dabei handelt es sich um
integrale Typ-l Membranproteine, die durch ihren obligaten Bedarf von Zink als Cofaktor
wiederum Mitglied der Metzidin-Superfamilie sind (Edwards et al., 2008; Roberts et al., 1994).
Aktivitat als a-Sekretase zeigen dabei die Enzyme ADAM9, ADAM10 und ADAM17. Letztere
ist ebenfalls proteolytisch fir die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins

Tumornekrosefaktor-a (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) verantwortlich (Black et al.,
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1997; Moss et al., 1997). Von den drei genannten Vertretern ist ADAM10 fur den gréRten Anteil

der neuronalen APP-Prozessierung verantwortlich (Jorissen et al., 2010).

B-Sekretase:

Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist die membrangebundene Aspartatprotease BACE-1
(Vassar et al., 1999). Das Homolog BACE-2 ist im Gegensatz zu BACE-1 in niedrigem Mal3e
im Zentralnervensystem exprimiert (Bennett et al., 2000) und zeigt eine geringere
Bindungsaffinitat gegentber APP (Farzan et al., 2000). ~ BACE-1 findet sich aul3er an der
Zelloberflache auch in Endosomen und im Golgi-Apparat. Die enzymatische Aktivitat ist im
sauren Milieu am héchsten (Huse et al., 2000, 2002; Vassar et al., 2009; Walter et al., 2001).
Neben ihrer Rolle in der APP-Prozessierung sind noch weitere Substrate der B-Sekretase
bekannt, unter anderem die Aktionspotential modulierende B2-Untereinheit der
spannungsgesteuerten Natriumkanale (engl. voltage-gated sodium channel 2, Nav2) und
Neuregulin-1, welches als Ligand der ErbB-Rezeptortyrosinkinasen an der Myelinisierung von
peripheren und zentralen Axonen, der Synapsenformierung und Neurotransmitterregulation
beteiligt ist (Falls, 2003; Hu et al., 2006; D. Y. Kim et al., 2005; Michailov et al., 2004; Willem
et al., 2006; Wong et al., 2005).

y-Sekretase:

Die y-Sekretase ist ein Heterotetramer. Der Komplex besteht aus den vier Monomeren
Prasenilin 1 oder 2 (engl. presenilin, PS1 bzw. PS2), Vorderes-Pharynx-Fehlstliick 1 (engl.
anterior pharynx defective 1, APH-1), Presenillin-Verstarker-2 (engl. presenilin enhancer 2,
PEN-2) und Nicastrin (NCT). Alle vier Monomere sind Transmembranproteine und fur die
enzymatische Aktivitat notwendig (Kimberly et al., 2003; Takasugi et al., 2003). Nach
Zusammensetzung des Komplexes kommt es zur Auto- und Endoproteolyse des Prasenilins.
Die Aspartatreste der zwei entstehenden Fragmente sind das aktive Zentrum der katalytischen
Reaktion (Ahn et al., 2010; Borchelt et al., 1996; Wolfe et al., 1999). Die proteolytische Aktivitat
des y-Sekretasekomplexes findet innerhalb des hydrophoben Abschnittes der Zellmembran
statt (Grziwa et al., 2003).

Die APP-Prozessierung durch die 3 beschriebenen Sekretasen Iasst sich allgemein in einen
amyloidogenen und einen nicht amyloidogenen Weg unterscheiden (siehe Abbildung 1). Beide
Prozessierungswege unterscheiden sich in ihren Produkten und der Konsequenz fir die
Pathogenese des  Alzheimer-Krankheit. Es werden im  Folgenden  beide

Prozessierungsmaglichkeiten des APP kurz skizziert:
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Nicht-amyloidogene Prozessierung:

Im Rahmen der nicht-amyloidogenen Prozessierung kommt es durch die initiale enzymatische
Aktivitat der a-Sekretase zur Hydrolyse des APP in eine N-terminale Fraktion, welche als
I6sliches APP-a (engl. soluble APPa, sAPPa) bezeichnet wird, und das sogenannte C-
terminale Fragment (aCTF, Synonym: C83). sAPPa ist nicht membrangebunden und wird in
den Extrazellularraum sezerniert. Das weiterhin membrangebundene aCTF kann im nachsten
Schrittin Anwesenheit der y-Sekretase in eine intrazellulare Domane des APP (AICD) und das
p3-Peptid umgewandelt werden (Allinson et al., 2003; Guo et al., 2020; Haass et al., 1993).
Es konnte in Studien ein neuroprotektiver und gedachtnisverbessernder Effekt des sAPPa
nachgewiesen werden (Furukawa et al., 1996; Meziane et al., 1998). Das gebildete p3-Peptid

bildet keine Amyloid-Plaques aus (Dulin et al., 2008).

extrazelluldr
Membran

nicht-amyloidogene Prozessierung url/'u:r//u/u/'\ amyloidogene Prozessierung
a-Sekretase B-Sekretase
\ Spaltung Spaltung /
BA

y-Sekretase v-Sekretase
Spaltung S< Spaltung

Degradation

(IDE,|NEP) \

{ﬂ W] ufuluufuluu ﬁ ] uguluudulului

Abbildung 1: Prozessierung des APP. Grundsétzlich wird die amyloidogene von der nicht-amyloidogenen
Prozessierung unterschieden. Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung (linke Abbildung) wird APP durch die o-
Sekretase innerhalb der AB-Domane in das extrazellular geléste sAPPa und das membrands gebundene aCTF
(Synonym: C83) gespalten. Im folgenden Schritt kommt es durch Aktivitat der y-Sekretase zur Bildung des Islichen
Peptids p3 und dem intrazellular freigesetzten AICD. Im Rahmen der amyloidogenen Prozessierung (rechte
Abbildung) entstehen durch initiale Spaltung der 3-Sekretase BACE-1 die Produkte sAPP, welches extrazellular
freigesetzt wird, und das membrands gebundene BCTF (Synonym: C99). Die Spaltung des BCTF in AR und AICD
erfolgt innerhalb der Zellmembran durch die y-Sekretase. AB wird unter physiologischen Bedingungen durch IDE
und NEP degradiert. Eine Stérung des Gleichgewichts zwischen Bildung und Abbau des AB fuhrt zur
Oligomerisierung und Manifestation der neurotoxischen Amyloid-Plaques. Abbildung modifiziert nach (M. O. W.
Grimm, Zimmer, et al., 2013).

Amyloidogene Prozessierung:

Bei der amyloidogenen Prozessierung entsteht durch die Hydrolyse der B-Sekretase das
Produkt I6sliches APPB (engl. soluble APPB, sAPP) an der N-terminalen Domane des APP

und das transmembrands verankerte C-terminale Fragment (B3CTF, Synonym C99) (Guo et
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al., 2020; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). Kommt es nun zur
Peptidfragmentierung des BCTF durch die y-Sekretase, entstehen als Produkte das in den
Intrazellularraum freigesetzte AICD und extrazellular sekretierte AB-Isoforme (insbesondere
ABas, ABsound ABs2) (Tarasoff-Conway et al., 2015). ABss zeigt dabei von den drei Isoformen
die geringste Tendenz zur Bildung von unléslichen Aggregaten (Moro et al., 2012). Es konnte
gezeigt werden, dass die Dicke der Zellmembran die Schnittstelle der y-Sekretase und damit

das generierte ABR-Isoform beeinflusst (Grziwa et al., 2003; Winkler et al., 2012).

Das Gleichgewicht an AR wird neben der de novo Synthese auch durch Abbaumechanismen
reguliert. Die Degradierung von intrazellularem AR kann dabei durch Proteasomen (F. P. Perez
et al., 2014) oder lysosomale Cathepsine (L. Zhang et al., 2009) erfolgen. Extrazellulares A
kann ebenfalls durch mehrere Proteasen wie Neprilysin (NEP), Insulin-degradierendes Enzym
(IDE), Matrix-Metalloproteinasen und weitere degradiert werden (lwata et al., 2001; Miners et
al., 2008; W. Q. Qiu et al.,, 1998). Daneben ist eine Eliminierung des AB durch gliale
Phagozytose und Abtransport tber die Blut-Hirn-Schranke méglich (Tarasoff-Conway et al.,
2015; Yoon & AhnJo, 2012).

Neben den Amyloid-Plaques sind das zweite charakteristische Merkmal der Alzheimer-
Demenz die intrazellularen NFT (siehe Kapitel 2.1.2.1.2). Die unléslichen neurofibrillaren
BlUndel bestehen hauptsachlich aus dem hyperphosphorylierten Mikrotubuli-assoziierten
Protein Tau, welches sich paarig zu helikalen Filamenten formiert (engl. paired helical
filaments, PHF) (Goedert et al., 1992; Grundke-Igbal, Igbal, Quinlan, et al., 1986; Grundke-
Igbal, Igbal, Tung, et al., 1986; Tarasoff-Conway et al., 2015). Sie befinden sich intrazellular in
Neuronen, hauptsachlich an Axonen und somatodendritischen Kompartimenten (L. |. Binder
et al.,, 1985; Butner & Kirschner, 1991). Es konnten im Gehirn sechs Isoformen des Tau-
Proteins identifiziert werden (Goedert et al., 1989). Als Mitglieder der Mikrotubuli-assoziierte-
Protein-Familie (engl. microtuble-associated proteins, MAP) ermdglicht Tau durch seine
Interaktion mit a- und B-Tubulin die Generierung der Mikrotubuliheterodimere, die als Teil des
Cytoskelettes eine kritische Funktion flir den axonalen Transport und Zellstabilitat erfillen
(Weingarten et al., 1975). Die Regulation von Tau erfolgt dabei Uber den
Phosphorylierungsgrad (A. C. Alonso et al, 1994; Weingarten et al., 1975). Die
Hyperphosphorylierung wird sowohl durch Uberaktivierung von Proteinkinasen, beispielsweise
der Glykogen-Synthase-Kinase-3b (GSK3b) (Cuchillo-Ibanez et al., 2008; S. J. Liu et al., 2004;
J. Wang et al., 1998), als auch durch verminderte Aktivitat der Phosphatasen bedingt. Bei
letzterem Prozess scheint hauptsachlich die Protein- Phosphatase 2A (PP2A), welche neben
einer verminderten Dephosphorylierungsaktivitat auch die Aktivitat Tau-affiner Proteinkinasen
fordert, beteiligt zu sein (Gong et al., 1995; Kins et al., 2003; Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001).

Zuletzt sei der nukleare Transkriptionsfaktor Friihes-Wachstumsantwort-Protein 1 (engl. early
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growth response protein 1, EGR-1) erwahnt, welches im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung
signifikant erhoht ist (Gomez Ravetti et al.,, 2010), und sowohl die Aktivitat der Tau-
phosphorylierenden Cyclin-abhangigen-Kinase 5 (engl. cyclin dependent kinase 5, CDK5)
fordert und die Tau-dephosphorylierende Protein-Phosphatase 1 (PP1) hemmt (Lu et al.,
2011). Die Hyperphosphorlyierung des Taus reduziert den proteolytischen Abbau durch
Capaine (Calcium abhangige neutrale Proteasen), und Proteasomen (Poppek et al., 2006; L.
Yang & Ksiezak-Reding, 1995), wodurch die pathologische Akkumulation am ehesten durch

verminderten Abbau bedingt ist.

2.1.2.3 Atiologie und Pathogenese

Die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung ist ein, mit mehreren Risikofaktoren assoziierter,
multifaktorieller Prozess, wobei die Neurotoxizitat der AB-Oligomere und NFT eine zentrale
Rolle einnimmt. Es konnten mehrere AB-assoziierte Mechanismen identifiziert werden, die in
ihrer Gesamtheit das klinische Bild der Alzheimer-Erkrankung bedingen. Es wird im Folgenden

auf diese Prozesse eingegangen:

1. Storung der Calcium-Homostase

Calciumionen sind ubiquitare second messenger im Organismus. Durch Pumpprozesse der
Calcium-ATPase in das endoplasmatische Retikulum bzw. in den Extrazellularraum wird die
cytosolische Konzentration niedrig gehalten. Eine erhdhte cytosolische Calciumkonzentration
fuhrt zur Aktivierung von Signalkaskaden mit Beeinflussung von Membranerregbarkeit,
Neurotransmission, Genexpression, Zellwachstum, Differenzierung, Radikalbildung und
Zelltod (Berridge, 1998). AB interagiert unter anderem mit Calcium-permeablen Kanalen und
den spannungsabhangigen Calciumkanalen vom L-, N- und P-Typ mit konsekutiv erhdhter
cytosolischer Calciumkonzentration und erhéhter postsynaptischer Reaktion im Rahmen der
synaptischen Ubertragung (MacManus et al., 2000; Rovira et al., 2002). Zusatzlich beeinflusst
AB die Calciumhomostase durch Bildung kationendurchlassiger Poren in der Zellmembran in
vitro und in vivo (Arispe, 2004; Arispe et al., 1994; Arispe, Pollard, et al., 1993; Arispe, Rojas,
et al., 1993; Kawahara et al., 1997; Lashuel et al., 2002; H. Lin et al., 2001; Quist et al., 2005;
Rhee et al., 1998). Dieser Befund konnte elektronenmikroskopisch gesichert werden (Inoue,
2008). Eine Blockade dieser Poren mindert die AB-vermittelte Toxizitat auf Neurone in vitro
(Diaz et al., 2009).

2. Storung des cholinergen Systems

Im Rahmen einer Alzheimerdemenz kommt es durch Verlust cholinerger Neurone und
Transmission zu kognitivem Funktionsverlust (Bartus et al., 1982). Es konnte die Bindung und
Beeinflussung von AB an nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren (engl. nicotinic acetylcholine

receptor, n-AChR) nachgewiesen werden (Buckingham et al., 2009; H.-Y. Wang et al., 2000).
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3. Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion

Im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung konnte eine erhéhte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) mit vermehrter Oxidation von Lipiden
und Proteinen nachgewiesen werden (Brustovetsky et al., 2005; Lovell et al., 2001). Zusatzlich
konnte im Mausmodell eine Akkumulation von AR in Mitochondrien mit erhéhter Produktion
von Wasserstoffperoxid und verminderter Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase gezeigt werden.
In letzter Konsequenz kommt es zu oxidativem Stress gegeniber den Mitochondrien mit
assoziierter Dysfunktion, reduziertem Energiemetabolismus und schlieBlich dem Zelltod
(Manczak et al., 2006). Zusatzlich ist der férdernde Effekt des oxidativen Stresses auf die
Neubildung von AB hinreichend bekannt (Apelt et al., 2004; Simpson et al., 2010; Tamagno et
al., 2008; Tong et al., 2005).

4. Neuroinflammation

AB besitzt einen aktivierenden Effekt auf immunkompetente Zellen des Zentralnervensystems
(Mikroglia und Astrozyten) und proinflammatorische Zytokine (TNF-a, Interleukin-1 und
Stickstoffmonoxid) (Akiyama, 2000; Sanchez-Sarasua et al., 2020; W.-Y. Wang et al., 2015;
White et al., 2005). Neuroinflammation férdert die Neubildung von AB im Sinne eines Circulus
vitiosus (Heneka et al., 2010; J. W. Lee et al., 2008; Sheng, 2003). Zusatzlich férdert der
bereits erwahnte oxidative Stress die vermehrte Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
(Agostinho et al., 2010; Candore et al., 2010).

5. Lipidalterationen:

Es besteht eine komplexe Interaktion zwischen Lipiden des Zentralnervensystems und der
APP-Prozessierung. Bereits seit langerem ist eine veranderte Zusammensetzung mehrerer
Lipidklassen in Alzheimergehirnen bekannt (Ooi et al., 2021; Yin, 2023). AR konnte dabei als
Modulator mehrerer Lipidstoffwechselwege nachgewiesen werden (M. O. W. Grimm et al.,,
2007, 2012; Hartmann et al., 2007). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass eine veranderte
Lipidzusammensetzung ebenfalls einen modulierenden Einfluss auf die AB-Prozessierung
austibt (M. O. W. Grimm et al., 2017; Grdsgen et al., 2010), weshalb von einem bidirektionalen
Zusammenhang ausgegangen werden muss. Aufgrund der Bedeutung dieser Interaktionen fiir

die Fragestellung dieser Arbeit werden Lipide in Kapitel 2.2 rekapituliert.
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2.1.3 Einordnung der Therapiemdéglichkeiten

2.1.3.1 Symptomatische Therapiestrategien

Wie bereits in Kapitel 2.1.1.3 erlautert, verlauft die Alzheimererkrankung entlang eines
Kontinuums. Eine wichtige Saule in der Therapie einer manifesten Alzheimer-Demenz stellt
die symptomatische Behandlung dar. Neben unterstiitzenden psychosozialen Interventionen
wie kognitive Verfahren, Ergotherapie und korperlicher Aktivitdt stehen aktuell zwei
pharmakologische Substrate mit dem Ziel der Symptomkontrolle zur Verfiigung (DGN e. V. &
DGPPN e. V., 2023). Neben den drei in Deutschland zugelassenen Acetylcholinesterase-
Inhibitoren (ACHE-I) Donezepil, Rivastigmin und Galantamin, welche bei leichten bis
moderaten Formen ihre Anwendung finden, kann das Substrat Memantin aus der Gruppe der
N-methyl-D-Aspartat-Rezeptorantagonisten (NMDA-Rezeptorantagonisten) -gegebenenfalls
in Kombination mit Donezepil- bei moderaten bis schweren Formen verordnet werden (Mller
et al., 2019).

Das Enzym Acetylcholinesterase befindet sich im synaptischen Spalt cholinerger Neurone und
katalysiert die hydrolytische Spaltung der Esterbindung zwischen der Hydroxygruppe des
Cholins und der Carboxylgruppe der Ethansaure, in deren Konsequenz die Wirkung des
Acetylcholins als Neurotransmitter verloren geht (Singh & Sadiq, 2024). Inhibition dieses
Enzyms durch ACHE-I wirkt dem in Kapitel 2.1.2.3 bereits beschriebenen Mangel an
Acetylcholin im synaptischen Spalt entgegen, die Kognition wird verbessert und der neuronale
Zelluntergang vermindert (Eldufani & Blaise, 2019; Sharma, 2019; Singh & Sadiq, 2024). Dem
gegenuber erfolgt die Wirkung der Memantine durch Modulation des NMDA-

Rezeptorvermittelten intrazellularen Calciumeinstroms (Folch et al., 2018; Kuns et al., 2024).

2.1.3.2 Kurative Therapiestrategien

Der soziobkonomischen Bedeutung der Alzheimer-Erkrankung geschuldet, besteht ein hohes
Bestreben einer kurativen Therapie. Therapeutika, welche im Gegensatz zur rein
symptomatischen Therapie durch Modulation verschiedener pathophysiologischer
Mechanismen die Progression der Alzheimer-Krankheit beeinflussen, werden unter dem
Begriff der Krankheits-modifizierenden Therapie (engl. disease-modifying treatment, DMT)
zusammengefasst (Breijyeh & Karaman, 2020). Bereits mehrere DMT wurden entwickelt,
versagten jedoch in der Markteinfihrung aufgrund gescheiterter klinischer Studien, darunter
AB-Antikdérper (Solanczumab und Bapineuzumab), y-Sekretase-Inhibitoren (Semagacestat 6,
Avagacestat 7 und Tarenflurbil 8), BACE1-Inhibitoren (Lanabecestat 9, Verubecestat 10 und
Atabecestat 11) oder eine aktive Immunisierung durch das synthetische AB-Peptid AN-1792
(Breijyeh & Karaman, 2020; S. Khan et al., 2020). Den gescheiterten Studien zum Trotz
befanden sich 20 weitere DMT-Substanzen im Jahr 2022 in klinischen Studien der Phase llI
(Hager, 2022).
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Erst kurzlich zeigte BAN2401 (Lecanemab), ein humanisierter monoklonaler IgG1-Antikrper
mit hoher Bindungsaffinitat gegenliber geldster AB-Protofibrillen in der Phase IlI-Studie eine
moderate Minderung des Kognitionsverlustes im Vergleich zur Placebogruppe in einer friihen
Phase der Alzheimererkrankung und erhielt die Zulassung durch die amerikanische
Arzneimittelagentur (Harris, 2023; Hoy, 2023; Qiao et al., 2023; van Dyck et al., 2023; Vitek et
al., 2023). Ebenfalls in den vereinigten Staaten zugelassen ist Aducanumab, ein monoklonale

Antikdrper gegen aggregierte |6sliche und unlésliche Formen des AR (Cummings et al., 2022).

2.1.3.3 Bedeutung der Friherkennung und Pravention

Neben den symptomatischen und kurativen Therapiestrategien gewinnt die Rolle der
Fruherkennung und Pravention der Alzheimererkrankung zunehmend an Bedeutung. Mehrere
Studien konnten Risikofaktoren fiir das Auftreten der Alzheimer-Krankheit identifizieren.
Neben nicht beeinflussbaren Eigenschaften wie Alter und genetischer Pradisposition
(Guerreiro & Bras, 2015; Karch & Goate, 2015), erhdhen Umweltfaktoren, insbesondere
Luftverschmutzung (Croze & Zimmer, 2018; Moulton & Yang, 2012) und Metallexpositionen
mit Aluminium, Blei und Cadmium das Risiko der Alzheimer-Erkrankung (Colomina & Peris-
Sampedro, 2017; Huat et al., 2019). Weitere Risikofaktoren stellen neben sozialer Isolation
durch Horverlust (Armstrong et al., 2019; Griffiths et al., 2020; Hung et al., 2015) und
traumatischen Hirnschaden (Fann et al., 2018; Mackay et al., 2019; Nordstrom & Nordstrom,
2018; Yaffe et al., 2019) Infektionen mit Herpes-simplex- und Cytomegalieviren, Chlamydia
pneumoniae und Spirochaten dar (Muzambi et al., 2019; Sochocka et al., 2017). Zusatzlich
besteht eine Assoziation zwischen der Alzheimer-Erkrankung und den Volkerkrankungen der
Industrielander. In zwei grof3en longitudinalen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
kardiovaskulare Risikofaktoren (Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie,
Adipositas und Rauchen) im mittleren Lebensalter ebenfalls das Auftreten einer Alzheimer-
Krankheit im héheren Alter begunstigen. Rauchen ist dabei ein unabhangiger Risikofaktor.
Durch Reduzierung der kardiovaskularen Risikofaktoren wird das Risiko fir das spatere
Auftreten einer Alzheimer-Demenz nachweislich gemindert (A. Alonso et al., 2009; Kivipelto &
Solomon, 2008). Zuletzt erhéhen auch psychiatrische Erkrankungen, insbesondere
Depressionen (Bartels et al., 2018; Diniz et al., 2013) und nichtorganische Schlafstérungen
(Andrews et al., 2021; Chen et al., 2016; Shi et al., 2018; Westwood et al., 2017), sowie
erhdhter Stress (Sindi et al., 2017; Song et al., 2020) das Risiko der Alzheimer-Erkrankung.

Neben den vermeidbaren Risikofaktoren konnten ebenfalls protektive Faktoren gegen die
Alzheimer-Erkrankung identifiziert werden. Essenziell flr eine Modulierung des
Krankheitsverlaufes stellt in diesem Kontext der Zeitpunkt der Intervention dar. Wie bereits in
Kapitel 2.1.1.3 erlautert, verlauft die Progression der Alzheimer-Erkrankungen entlang eines

Kontinuums, mit den ersten pathologischen Veranderungen bereits Jahren vor den ersten
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klinischen Symptomen. Aktuelle Erkenntnisse deuten auf eine Reduzierung der
Krankheitsprogression im praklinischen und MCI-Stadium hin zur manifesten Alzheimer-
Demenz durch Modifizierung der Lebensgewohnheiten (Livingston et al., 2017; World Health
Organisation, 2019). Neben den praventiven Effekten von hohem Bildungsgrad, kdérperlicher,
mentaler und sozialer Aktivitat (Andel et al., 2008; Liu-Ambrose & Donaldson, 2008), stellt
insbesondere die Ernahrung einen beginstigender Faktor dar (Anastasiou et al., 2018; Féart,
2009; Lehtisalo et al., 2017; Scarmeas, 2009). Sowohl die mediterrane Diat sowie der Konsum
von Fisch und Meeresfriichten zeigen einen modulierenden Effekt auf Kognition im Alter
(Hoscheidt et al.,, 2022; Morris et al.,, 2015; Y. Zhang et al., 2016). Neben diesen
Ernahrungsgewohnheiten zeigte das aus mehreren Nahrstoffen zusammengesetzte
Nahrungserganzungsmittel Fortasyn Connect (Souvenaid) in prospektiven klinischen Studien
ebenfalls eine Besserung in Kognition, allgemeiner Funktionsfahigkeit und Krankheitsprogress
(Scheltens et al., 2010, 2012; Shah et al., 2013; Soininen et al., 2021). Der Einfluss der
Ernahrung auf den Verlauf der Alzheimer-Erkrankung in friilhen Stadien erdffnet somit die

Frage nach weiteren -den Krankheitsverlauf modifizierenden- Nahrstoffen.

2.2 Lipide

2.21 Definition und Kategorisierung

Lipide bilden einen fundamentalen Baustein der Biologie (Muro et al., 2014). Der
Sammelbegriff der Lipide umfasst verschiedenste Molekulgruppen, deren Gemeinsamkeit die
schlechte Léslichkeit in polaren Medien darstellt (Cammack et al., 2006). Die Spannweite der
Lipidklassen reicht dabei von einfachsten Kohlenstoffketten zu komplexen chemischen
Strukturen (Burdge & Calder, 2015). Aufgrund der enormen strukturellen und funktionellen
Vielfalt stellt die Klassifikation der Lipide eine Herausforderung dar. Das LIPID MAPS
Klassifikationssystem unterteilt Lipide auf Basis ihrer Genese in hydrophobe oder
amphipathische niedermolekulare Verbindungen, die vollstdndig oder teilweise aus der
Carbanion-basierten Kondensation von Ketoacylthioestern und/oder Carbokationen-basierten
Kondensation von Isopreneinheiten entstehen. Auf Basis dieser Klassifikation werden acht
Lipidklassen mit weiteren Unterklassen unterschieden: Fettsduren, Glycerolipide,
Glycerophospholipide, Sphingolipide, Saccharolipide, Polyketide, Sterole und Prenole (Fahy
et al., 2005, 2009).

2.2.2 Funktion

2.2.2.1 Membranbildung

Eine essenzielle Funktion der Lipide ist die Fahigkeit zur Membranbildung. Im polaren
Lésungsmittel bilden amphiphile Lipide eine Doppelschicht, wobei der hydrophile Pol jeweils
nach auflen und die hydrophoben Pole nach innen gerichtet sind (Montesinos et al., 2020).

Diese Form der Doppelmembran ist fir polare Substanzen unpassierbar und grenzt sowohl
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die Zelle von der Umwelt als auch die Zellkompartimente innerhalb voneinander ab (Epand,
2015). Die Biomembranen von Saugetieren besteht hauptsachlich aus den Lipidklassen der
Glycerophospholipide, Sphingolipide und Sterole (insbesondere Cholesterin) (Watson, 2015).
Membranproteine, welche vollstandig oder teilweise die Doppelmembran durchdringen,
ermdglichen unter anderem den Transport polarer Substanzen und gréRer Verbindungen
Zellkommunikation und Strukturerkennung (Vénien-Bryan & Fernandes, 2023). Zellmembrane
sind komplexe, hochdynamische Strukturen und an einem Grofiteil zellularer Prozesse
beteiligt. Neben Signaltransduktion und Erhaltung eines elektrochemischen Gradienten
regulieren Zellmembrane Zell-Zell-Kkommunikation, die Bildung von Adhasionsbindungen
sowie die Form und Polaritat der Zelle (Montesinos et al., 2020). Maligeblich verantwortlich fiir
die hohe Dynamik und Anpassungsfahigkeit der Zellmembran ist die variable und heterogene
Lipidkomposition. Sowohl die beiden Einzelschichten als auch Regionen innerhalb
biologischer Membranen zeigen eine asymmetrische Lipidzusammensetzung, welche sich je
nach spezifischer Anforderung durch die Enzyme des verzahnten Lipidmetabolismus
angepasst werden kénnen (Montesinos et al., 2020). Die Bedeutung dieser Mikrodomanen

wird in Kapitel 5.2.1 vertiefend besprochen.

2.2.2.2 Energiemetabolismus
Neben der Rolle in der Membranbildung kénnen Lipide im menschlichen Organismus in Form
von Triacylglyceride (TAG) als Energiereservoir dienen (A. Yang & Mottillo, 2020). Es handelt
es sich bei TAG um die Kombination aus drei Fettsduren, welche kovalent an die drei
Hydroxylfunktionen eines Glycerinmolekiils verestert sind(Han & Ye, 2021). TAG bilden die
wichtigste Energiespeicherméglichkeit im menschlichen Organismus (Cerk et al., 2017). In
einem Vorgang namens Lipolyse werden Fettsduren mittels Hydrolyse entweder intra- oder
extrazellular durch die Enzymgruppe der Lipasen freigesetzt um im Rahmen der 3-Oxidation
in Mitochondrien zur Energiegewinnung katabolisiert (Grabner et al., 2021; Olzmann &
Carvalho, 2019; Sastry, 1985). Fir die Energiegewinnung durch die B-Oxidation in
Mitochondrien sind Carnitine und Carnitinester unverzichtbar (Sastry, 1985). Carnitin ist eine
hydrophile  quartdare =~ Ammoniumverbindungen mit  einer  Schlisselfunktion  im
Energiemetabolismus. Carnitin kann sowohl Uber die Nahrung gewonnen als auch endogen
synthetisiert werden (Pekala et al., 2011). Die de novo-Synthese kann dabei ausschlief3lich in
Leber, Niere und Gehirn erfolgen (Vaz & Wanders, 2002). Uber die Nahrung aufgenommenes
Carnitin findet sich insbesondere in rotem Fleisch und Milchprodukten (Jones et al., 2010).
Carnitin dient als Transportform fir langkettige Fettsduren innerhalb der ansonsten nicht
passierbaren inneren Mitochondrienmembran. Dafiir werden aktivierte Fettsauren (Acyl-CoA)
durch die Translokase Carnitin-Acyltransferase 1 (CPT-1) auf Carnitin Ubertragen. Das
entstandene Acylcarnitin kann nun mithilfe des in der inneren Mitochondrienmembran
gelegenen Transmembranproteins Carnitin-Acylcarnitin-Translokase (CACT) in Form eines
18



Einleitung

aktiven Transportes in die Mitochondrienmatrix gelangen. Dort wird Acylcarnitin durch die
Carnitin-Acyltransferase 2 (CPT-2) unter Austausch von Carnitin gegen Coenzym A erneut in
Acyl-CoA Uberflhrt (Ferreira & McKenna, 2017) und kann nun der B-Oxidation zugefihrt
werden. Der beschriebene Carnitin-vermittelte Transportprozess in Mitochondrien gilt fir
Fettsauren mit einer Kettenlange Uber zehn Kohlenstoffatomen, kirzere Kettenlangen sind
vom Carnitinsystem unabhangig. Die B-Oxidation findet neben den Mitochondrien ferner in

Peroxisomen statt (Schrader et al., 2015; Violante et al., 2013).

2.2.3 Fettsauren
2.2.3.1 Struktur

Fettsauren beschreiben einen Sammelbegriff fir Kohlenstoffketten, deren zwei Pole durch
eine endstandige Carboxylgruppe (dessen Kohlenstoffatom auch als a-Atom bezeichnet wird)
und eine Methylgruppe (das Kohlenstoffatom wird auch w-Atom bzw. n-Atom bezeichnet)
gebildet werden. Ist jedes Kohlenstoffglied der Kette vollstandig an Wasserstoffatomen
gebunden handelt es sich um gesattigte Fettsauren (SFA). Im Falle einer einzigen
Kohlenstoffdoppelbindung liegt eine einfach-ungesattigte Fettsdure (MUFA) vor. Liegen
mindestens zwei Kohlenstoffdoppelbindungen vor, handelt es sich um eine mehrfach
ungesattigte Fettsaure (PUFA). Die Lokalisation der Position der Doppelbindung wird vom
Abstand zum w-Atom angegeben (befinden sich beispielsweise zwischen dem endstandigen
Kohlenstoffatom und der Doppelbindung sechs Kohlenstoffe, handelt es sich um eine w-6
Fettsadure) (Rustan & Drevon, 2005). Die Position der Doppelbindung und die cis/trans-
Konfiguration sind variabel (die cis-Konfiguration findet sich jedoch haufiger) (Sastry, 1985) .
Die meisten Fettsduren bestehen aus einer geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen (Sastry,
1985). Anzahl, Lokalisation und Orientierung an Doppelbindungen beeinflusst den rdumlichen
Aufbau der Fettsaure und dessen physikochemischen Eigenschaften wie beispielsweise den
Schmelzpunkt (Burdge & Calder, 2015). Fettsauren bilden die Basis komplexer Lipide. Auf den
speziellen Aufbau der Glycerophospholipide und Sphingolipide wird in Kapitel 5.1.2 gesondert

eingegangen.

2.2.3.2 Fettsauren im zentralen Nervensystem

Ungefahr 50 % des Trockengewichts des Gehirns wird durch Lipide gebildet. Fur die
Funktionalitdt des ZNS sind Lipide durch Modulierung physiologischer Prozesse wie
Signaltransduktion, Transmembrangradienten und Vesikelbildung substanziell (Aureli et al.,
2015; Behl, 1999; Borroni et al., 2016; Sonnino et al., 2015). Trotz hoher Variabilitat in der
chemischen Struktur, bilden nur wenige bestimmte Fettsduren den groRten Anteil im
Zentralnervensystem. Tabelle 1 gibt diesbeziiglich einen Uberblick (aus Fraser et al., 2010).
Es zeigt sich eine Dominanz in absteigender Reihenfolge der Fettsauren Stearinsaure (C18:0),
Palmitinsaure (16:0), Olsédure (C18:1 w-9), Docosahexaensdure (DHA, C22:6 w-3) und
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Arachidonsaure (AA; C20:4 w-6), welche zusammen ungefahr 83% aller Fettsduren des

frontalen Cortex bilden.

Tabelle 1: Fettsaureverteilung im menschlichen frontalen Cortex. Modifiziert nach (Fraser et al., 2010).

Anteil (in Molprozent *

Standardabweichung) Trivialname Systemischer Lipidname
21,19+ 1,51 Stearinsaure 18:0

20,95 + 1,03 Palmitinsédure 16:0

16,97 + 1,6 Olsaure 18:1 (w -9)

15,42 + 1,51 Docosahexaensaure (DHA)  22:6 (w-3)

8,67 £0,72 Arachidonsaure (AA) 20:4 (w-6)

Von besonderer Bedeutung flr die Funktionalitdt des Zentralnervensystems zeichnen sich

insbesondere die w-3 Fettsdure DHA und w-6-Fettsaure AA aus (Duncan & Bazinet, 2010).

Als Acylseitenkette der Phospholipide bildet DHA einen Hauptbestandteil neuronaler
Membranen. Dabei kann DHA mittels Synthese aus der Vorlauferfettsaure a-Linolensdure
(C18:3 w-3) synthetisiert (Sprecher & Chen, 1999; Wiktorowska-Owczarek et al., 2015), oder
Uber die Nahrungsaufnahme angeeignet werden, wobei letztere Moglichkeit den gréReren
Anteil ausmacht (Pawlosky et al., 2001). In besonders hohen Konzentrationen finden sich DHA
in Fisch und anderen maritimen Nahrungsmitteln (Mann et al., 2010). Ein erhéhter Anteil von
DHA innerhalb der membranbildenden Lipide erhéht die Membranfluiditat (Horrocks &
Farooqui, 2004). Uber Modulation der Differenzierung und Zelltod spielt DHA in Neuronen des
Zentralnervensystems eine bedeutsame Rolle (Calon et al., 2004; Dagai et al., 2009).
Insbesondere muss der Einfluss des DHA auf die Progression der Alzheimerpathologie
hervorgehoben werden. Die genauen Mechanismen und Konsequenzen dieser Interaktion

werden in Kapitel 5.2.1 tiefergehend beleuchtet.

Arachidonsaure ist neben DHA die mengenmafig dominanteste mehrfach ungesattigte
Fettsdure im Zentralnervensystem (Calon et al., 2004). Arachidonsaure wird Uber die
Nahrungsaufnahme und Synthese aus dem Vorlauferlipid Linolsdure (C18:2) dem
Zentralnervensystem zur Verfigung gestellt. Die Haupteinnahmequelle von Arachidonsaure
stellen dabei Fleisch (vor allem Gefligel) und Eier dar (Friesen & Innis, 2009; D. Li et al., 1998;
Sioen et al., 2007). Wie auch DHA findet sich AA zum gréten Anteil in membranbildenden
Lipiden und beeinflusst dadurch deren Zusammensetzung und Eigenschaften (Saini & Keum,
2018). Durch die enzymatische Aktivitat der Gruppe der cytosolischen Phospholipase A2 kann
das zellmembrangebundene AA intrazellular freigesetzt werden (Shoieb et al., 2020). Die freie
Arachidonsaure spielt eine mafRgebliche Rolle im Kontext neuroinflammatorischer Prozesse.

AA bildet das Ausgangssubstrat mehrerer proinflammatorischer Enzyme, welche AA in die
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biologisch aktive Lipidmediatoren wie Prostaglandine, Leukotriene, und Endocannabinoide
umwandeln (Y. Zhang et al., 2023).

2.3 Vitamin K
2.3.1 Entdeckung und Nomenklatur

Die Entdeckung des Vitamin K geht auf den danischen Biochemiker Henrik Dam zuriick, der
1929 die Entwicklung subkutaner und muskularer Blutungen bei Hihnern unter einer fett- und
cholesterinfreien Ernahrung feststellte (H. Dam, 1929; Ferland, 2012a). Der beobachtete
Effekt auf die Koagulation etablierte den Namen Vitamin K fiir die chemisch noch unbekannte
Substanz (H. Dam, 1935; Ferland, 2012a). Schon friih wurde erkannt, dass sich Vitamin K in
hohem Male in griner pflanzlicher Nahrung und fermentierten Tierprodukten befand. Auf
Basis dieser Erkenntnis erfolgte schlieRlich die Unterscheidung zwischen pflanzlich
generiertem Vitamin K1 und bakteriell produziertem Vitamin K2 (Almquist, 1935; Ferland,
2012a). Die Isolation und chemische Darstellung des Vitamin K1 aus der Luzerne und des
Vitamin K2 aus verfaultem Fisch gelang schlieRlich der Arbeitsgruppe um den Biochemiker
Edward Doisy in den 1930er Jahren (Binkley et al., 1940; Ferland, 2012a; MacCorquodale et
al., 1939).

2.3.2 Chemischer Aufbau und Vorkommen

Vitamin K bildet zusammen mit Vitamin A, D und E die Gruppe der fettldslichen Vitamine. Wie
auch die anderen fettléslichen Vitamine verbirgt sich hinter dem Begriff Vitamin K eine Gruppe
mehrerer Substanzen mit identischer Wirkweise. Gemeinsamkeit aller Vitamin-K-Substanzen
ist ein hydrophiler 2-Methyl-1,4-Naphthochinonring mit einer lipophilen isoprenoiden
Seitenkette variabler Lange und Sattigung am C3-Atom. 2-Methyl-1,4-Naphtochinon ohne
Substituenten wird als Vitamin K3 bezeichnet, welches nicht Gber die Nahrung aufgenommen
wird, sich allerdings als Intermediat im menschlichen Urin finden lasst (Shearer & Newman,
2014; H. H. W. Thijssen et al., 2006).

Der historisch bedingte Begriff ,Vitamin K1 beschreibt das Molekil Phyllochinon. Es findet
sich ubiquitar in der Pflanzenwelt und besitzt wie auch das Pflanzenpigment Chlorophyll eine
einfach ungesattigte Phythyl- (Hexahydrotetraprenyl) Seitenkette (Halder et al., 2019). Mit der
Nahrung als einzige Einnahmequelle findet sich Vitamin K1 in hohen Mengen in grin-
blattrigem Gemiise wie Spinat, Mangold, Griinkohl und in bestimmten Olen, darunter betont in
Raps-, Soja- und Olivendl (L. Booth, 2012).

Vitamin K2 beschreibt die Gruppe der Menachinone (engl. menaquinone, MK), deren
Gemeinsamkeit ein ungesattigter Polyisoprensubstituent variabler Kettenlange am C3-Atom
des Naphthochinonrings ist. Die Benennung der Einzelsubstanzen erfolgt anhand der Anzahl

der Isopreneinheiten der Seitenkette. Somit werden die Einzelsubstanzen in der gangigen
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Nomenklatur nach dem englischen Kirzel fur Menachinon MK und der Anzahl der
Isopreneinheiten als angehangte Ziffer benannt (beispielsweise MK7 fir Menachinon 7,
dessen Seitenkette aus 7 Isopreneinheiten besteht). Die Synthese der Menachinone erfolgt
durch obligat und fakultativ anaerobe Bakterien, wovon auch einige den menschlichen
Dickdarm besiedeln. Untersuchungen konnten vor allem langkettige Menachinone im
Dickdarm nachweisen, davon am haufigsten MK10 und MK11 (Collins & Jones, 1981; Conly
& Stein, 1992; Fernandez & Collins, 1987). Das kurzkettige Menachinon 4 (MK4) bildet in
diesem Kontext eine Ausnahme. Es wird gewebespezifisch aus Phyllochinon mit Menadion
(Vitamin K3) als Zwischenprodukt synthetisiert. Es konnte das Enzym UbiA-Prenyltransferase-
Domane-enthaltendes Protein 1 (engl. UbiA prenyltransferase domain-containing protein 1,
UbiAD1) als verantwortliches Enzym fiir diesen Uberfiihrungsprozess identifiziert werden,
welches sowohl die Trennung der Phythyl-Seitenkette von Vitamin K1 als auch die
Prenylierung des Menadions katalysiert (Nakagawa et al., 2010). Eine weitere Studie konnte
einen Konzentrationsanstieg des im Urin messbares Menadions nach oraler Gabe, nicht aber
nach subkutaner Applikation von Vitamin K1 aufzeigen. Zusammen mit der Erkenntnis der
Unabhangigkeit der Interkonversion von Bakterien im Mausmodell (Davidson et al., 1998)
wurde die Hypothese der gewebespezifischen Umwandlung von Phyllochinon in MK4

innerhalb der Enterozyten postuliert.

Ungefahr 10-25 % des Uber die Nahrung aufgenommen Vitamin K in der westlichen Welt sind
Menachinone, davon 30-40 % MK4, danach in absteigender Haufigkeit MK9, MK8 und MK7.
Menachinone finden sich hauptsachlich in Leber und fermentierten Produkten wie Kase oder
der besonders an MKY7 reichen japanischen Beilage ,Natto“ (Nimptsch et al., 2008; Schurgers
& Vermeer, 2000).

2.3.3 Effekte des Vitamin K
2.3.3.1 Der Vitamin K-Zyklus

Vitamin K entfaltet seine vielfaltigen Funktionen hauptsachlich Uber die posttranslationale
Modifikation bestimmter Proteine wahrend ihrer Sekretion aus dem endoplasmatischen
Retikulum (Danziger, 2008). Durch Carboxylierung am y-C-Atom mehrerer Glutamylreste wird
bestimmten Proteinen die Interaktion mit Calciumionen ermoglicht. Fir diese
Carboxylierungsreaktion ist Vitamin K ein essenzieller Cofaktor. Die carboxylierten Proteine
werden als Vitamin K-abhangige Proteine (engl. vitamin K-dependent proteins, VKDP) oder
alternativ als y-Glutamylproteine (engl. gamma-carboxyglutamic acid, Gla-Proteine)
bezeichnet. Auf die Effekte der carboxylierten Proteine wird in Kapitel 2.3.3.2 gesondert
eingegangen (Ferland, 2009; Stafford, 2005). Die Reaktionskopplung von Redoxreaktionen
fur die Synthese der VKDP wird als Vitamin K-Zyklus bezeichnet. Der Cofaktor Vitamin K wird

dabei nicht verbraucht, sondern in einem Kreislauf regeneriert. Der Zyklus wird durch die zwei
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Enzyme y-Glutamylcarboxylase (GGCX) und Vitamin K-Oxidoreduktase (VKOR) unterhalten
(Oldenburg et al., 2008; Stafford, 2005; Turck et al., 2017).

2.3.3.2 Proteinvermittelte Effekte des Vitamin K

Seit der Entdeckung der ersten Vitamin-K-abhangigen Proteine in der Gerinnungskaskade
wurden insgesamt 17 Gla-Proteine mit unterschiedlichsten Funktionen und Wirkungsorten
identifiziert (Xiao et al., 2020). Uber die Gewebeverteilung und bekannten Funktionen der Gla-
Proteine liefert Tabelle 26 im Anhang eine vertiefende Einsicht. Es soll im Folgenden
ausschlief3lich auf die drei im Zentralnervensystem wirkenden Gla-Proteine Gas6, Protein C

und Protein S vertiefend eingegangen werden:
Gas6:

Gasb ist ein im zentralen Nervensystem in hohen Mengen exprimiertes Protein, welches in
seiner Aminosauresequenz Protein S ahnelt (Manfioletti et al., 1993; Prieto et al., 1999). Seine
Wirkung als Signalmolekul entfaltet Gas6 als Ligand der Rezeptorfamilie TAM (Akronym flr
die Tyrosinkinasen Tyro3, Axl und Mer). Die durch Gas6 initiierten Signale wirken sowohl an
Neuronen als auch an Gliazellen. In Neuronen konnte ein antiapoptotischer Effekt Gber den
Phosphoinositid-3-Kinase- (engl. phosphoinositide 3-kinase, P13-K) und mitogen-aktivierte
Proteinkinase- (engl. mitogen activated protein kinase, MAPK) Signalweg nachgewiesen
werden (Allen et al., 1999). Der neurotrophe Effekt konnte in einer weiteren Studie fur
hippocampale Neuronen bestéatigt werden (Funakoshi et al., 2002). Im Rahmen des PI3-K-
Signalweges kommt es zur Aktivierung der extrazellularen signalregulierten Kinase (engl.
extracellular signal-regulated kinase, ERK) und der Proteinkinase B (Allen et al., 1999). Der
MAPK-Signalweg aktiviert ebenfalls ERK und das cAMP-Antwortbindungsprotein (engl.:
cAMP-response-element-binding protein, CREB) (Prieto et al., 2007). Zusatzlich konnte eine
weitere Studie einen neuroprotektiven Effekt des Gas6 gegen AB-induzierte Apoptose in vitro
nachweisen (Yagami, 2002). In Oligodendrozyten wirkt Gas6 ebenfalls antiapoptotisch Uber
den Axl-Rezeptor und PI3-K/Akt-Signalweg durch Hemmung der TNF-a induzierten Apoptose
(S. L. Shankar et al., 2003, 2006). In einem Mausmodell, in welchem Demyelinisierung durch
Toxine induziert wurde, konnte unter Gas6 ein erhéhtes Uberleben von Oligodendrozyten und
geringere Aktivierung von Mikroglia beobachtet werden (M. D. Binder et al., 2008). Der Effekt
auf die Modulation der Myelinisierung konnte in zwei weiteren Mausmodellen untermauert
werden (M. D. Binder et al., 2011; Tsiperson et al., 2010). Eine weitere Studie konnte zeigen,
dass endogenes Gas6 die Proliferation von neuronalen Stammzellen férdert (Gely-Pernot et
al., 2012).
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Protein C:

Protein C ist ein zweikettiges Glykoprotein, welches zusammen mit seinem Cofaktor Protein
S als Inhibitor der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla antikoagulatorisch wirkt (Stenflo, 1984).
Protein C wird durch Bindung des Thrombins an den Transmembranrezeptor Thrombmodulin
in Anwesenheit von Calciumionen in aktives Protein C (APC) Uberfliihrt. Neben der
Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla wirkt APC auch durch Inhibierung des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAl) fibrinolytisch (Esmon & Esmon, 1984). Neben seiner
Funktion als Antikoagulans in der plasmatischen Gerinnung konnte in mehreren Studien ein
neuronaler zytoprotektiver und anti-inflammatorischer Effekt in vitro und in vivo nachgewiesen
werden (Cheng et al., 2003; Hirose et al., 2000; Thiyagarajan et al., 2008; Yamauchi et al.,
2006; Yesilirmak et al., 2008; Zlokovic et al., 2005). APC vermittelt seine Wirkung dabei tUber
den endothelialen Protein-C-Rezeptor (EPCR) und folgende Aktivierung des Protease-
aktivierter Rezeptor-Signalweges (PAR-1). Im Rahmen dieses Signalweges kommt es unter
anderem zur Hemmung des Inflammation vermittelnden Transkriptionsfaktors NFkB (engl.
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) (Gorbacheva et al., 2010;
Zlokovic et al., 2005).

Protein S

Protein S ist ein einkettiges Glykoprotein, welches frei zirkulierend oder an das C4b-bindende
Protein gebunden vorgefunden werden kann (Di Scipio et al., 1977; Walker, 1984). Es
ermdglicht als Cofaktor des Protein C die Inaktivierung des Faktor Vllla und die gesteigerte
Fibrinolyse (de Fouw et al.,, 1986; Walker, 1984). Protein S wirkt ebenfalls im
Zentralnervensystem, es findet sich in Neuronen, Schwann-Zellen, Astrozyten und neuronalen
Tumorzellen (Phillips et al., 1993; Stitt et al., 1995). In Analogie zu Gas6 ist Protein S ein
Ligand der TAM-Tyrosinkinaserezeptoren (Stitt et al., 1995). Es konnte ein protektiver Effekt
des Protein S auf Neuronen gegen NMDA-induzierte Toxizitat und Apoptose durch Aktivierung
des Tyro3-PI3-K-Akt-Signalweges (siehe auch Gas6) nachgewiesen werden (Zhong et al.,
2010).

2.3.3.3 Proteinunabhangige Effekte des Vitamin K
Neben den Proteinvermittelten Effekten des Vitamin K verdichtet sich die Datenlage Uber
VKDP-unabhangige Effekte. Auf die verschiedenen Wirkmechanismen und deren potenziell

neuroprotektiven Eigenschaften wird in Kapitel 5.1 vertieft eingegangen.

2.3.4 Bedarf und Organverteilung
Die Bestimmung des menschlichen Bedarfs an Vitamin K gestaltet sich schwierig. Die
Etablierung eines Referenzwertes bedarf eines passenden Biomarkers beziehungsweise

klinischen Endpunktes, der die adaquate Menge objektivieren kann. Global betrachtet
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schwanken die Empfehlungsmengen an Vitamin K um den Faktor 2, was den fehlenden
Konsensus uber mogliche Biomarker und Endpunkte aufzeigt (Shearer et al., 2012). Die
Messung der Koagulationsparameter ist nicht sensitiv fir den Vitamin K-Status und eignet sich
folglich nicht fur Referenzempfehlungen (Booth & Rajabi, 2008; Turck et al., 2017).

Die Verteilung des Vitamin K in Geweben zeigt eine asymmetrische Distribution. Der groite
Anteil der langkettigen Menachinone befindet sich ausschlief3lich in der Leber (H. H. W.
Thijssen & Drittij-Reijnders-, 1996). Die Gesamtstoffmenge an Vitamin K1 und K2 der Leber
wird auf ungefahr 200-300 nmol geschatzt (Shearer & Newman, 2008). In humanen und
murinem extrahepatischen Geweben dominiert hingegen Vitamin K1 und MK4 (H. H. W.
Thijssen et al., 1996; H. H. W. Thijssen & Dirittij-Reijnders, 1994). Die hdchsten
Konzentrationen an Vitamin K1 (abgesehen von der Leber) wurden in der Bauchspeicheldrise
und im Herz, die niedrigsten Konzentrationen hingegen in Lunge, Niere und Gehirn gefunden.
MK4 zeigte die hochste Konzentration in Gehirn (6 pmol/g), Bauchspeicheldriise und Niere,
geringe Konzentrationen hingegen in Lunge und Herz. AnteilsmaRig findet sich mehr MK4 als
Phyllochinon im Gehirn und in der Niere (H. H. W. Thijssen & Drittij-Reijnders-, 1996).

2.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das statistische Bundesamt beziffert die Gesamtkosten aller Demenzen in Deutschland im
Jahr 2015 auf 15 Milliarden Euro. Dies entspricht einem relativen Kostenzuwachs von 89 %
seit 2002 und insgesamt 9 % der Gesamtgesundheitsausgaben aller Patienten tUber 65 Jahre.
Somit stellen Demenzen und insbesondere die Alzheimer-Krankheit ein zunehmendes
soziobkonomisches Problem dar, welches im Rahmen des demographischen Wandels

zunehmend an Relevanz gewinnt (Michalowsky et al., 2019).

Eine wichtige Komponente in der Pathogenese der Alzheimerdemenz stellt dabei neben dem
-durch reaktive Sauerstoffspezies bedingten- mitochondrialen Funktionsverlust die
Dysbalance der APP-Prozessierung dar (Mattson, 2004). Es handelt sich bei APP und den
prozessierenden Sekretasen um Transmembranproteine. Mehrere Studien konnten einen
Einfluss der  APP-Prozessierung durch  veranderte = Zusammensetzung und
physikochemischen Eigenschaften der neuronalen Lipidmembran nachweisen (Burg et al.,
2013; Ghribi et al.,, 2006; M. O. W. Grimm et al., 2008; M. O. W. Grimm, Grdsgen,
Riemenschneider, et al., 2011a; Morris et al., 2018; Presse et al., 2013; Tanprasertsuk et al.,
2020). Der Zusammenhang zwischen Lipiden und der APP-Prozessierung stellt sich dabei
zunehmend komplex dar. Neben dem Einfluss der Lipidkomposition auf die APP-
Prozessierung zeigt sowohl AR als auch AICD regulatorische Eigenschaften auf den

Lipidstoffwechsel sowonhl tber direkte Effekte als auch Beeinflussung der Genexpression und
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Stabilitdt von Enzymen der de novo Synthese mehrerer Lipidklassen, weshalb von einem

bidirektionalen Zusammenhang ausgegangen werden muss (M. O. W. Grimm et al., 2017).

Neben den ersten zugelassenen DMT rlickt die Rolle der Pravention zunehmend in den Fokus
der Forschung (X.-X. Zhang et al., 2021). Wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben, kann die
Erndhrungsgewohnheit die Auftretenswahrscheinlichkeit und Progression der Alzheimer-

Krankheit beeinflussen.

Das fettldsliche Vitamin K ist ein lebensnotwendiger Nahrungsbestandteil und wird in der
westlichen Diat hauptsachlich Uber griines Gemise aufgenommen. Neben seiner Rolle in der
menschlichen Blutgerinnung verlbt Vitamin K als Substrat selbst oder Giber VKDP in mehreren
in vitro und in vivo-Studien vielfaltige neuroprotektive Effekte (J. Li et al., 2003). Insbesondere
MK4 findet sich in hoher Anreicherung im Zentralnervensystem (siehe Kapitel 2.3.4). Mehrere
epidemiologische Studien konnten einen verminderten Konsum an Vitamin K bei Patienten in
Frihstadien der Alzheimerdemenz nachweisen und die Faktenlage Uber einen protektiven
Effekt eines ausreichenden Vitamin K-Spiegels und altersbezogenen Kognitionsabbau
verhartet sich zunehmend (Alisi et al., 2019; Allison, 2001; Booth et al., 2022; Presse et al.,
2008; Shatenstein et al., 2007). Auf Basis dieser Erkenntnisse stellt sich die Frage Uber den
modulierenden Einfluss des Vitamin K auf die molekularpathologischen Prozesse der
Alzheimererkrankung, insbesondere Gber Modulation der Lipidkomposition der Zellmembran
und des mitochondrialen Energiemetabolismus. Zusatzlich stellt sich in diesem Kontext die
Frage, inwiefern Vitamin K2 neben diesen mdglichen indirekten Effekten auch direkte Effekte

auf die APP-Prozessierung ausiiben kénnte.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende drei Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss Ubt MK4 auf die Lipidzusammensetzung, insbesondere die
Kettenldnge und Séttigungsgrade in neuronalen Membranen aus und welche
Konsequenzen ergeben sich daraus auf die bekannte Pathogenese der
Alzheimererkrankung?

2. Welchen Einfluss Gbt MK4 auf den mitochondrialen Energiemetabolismus neuronaler
Zellen aus und welche Bedeutung kann daraus auf die Pathogenese der
Alzheimerdemenz geschlossen werden?

3. Welchen direkten Einfluss Ubt MK4 auf die APP-Prozessierung durch die a- und 8-
Sekretase in neuronalen Zellen aus und welche Konsequenzen ergibt sich daraus auf

die Pathogenese der Alzheimerdemenz?

Zielsetzung dieser Arbeit ist den Einfluss des Vitamin K2 auf die Pathogenese der
Alzheimerdemenz besser zu verstehen und die Bedeutung des praventiven Nutzens eines

ausreichenden Vitamin K2-Haushaltes durch eine ausgewogene Ernahrung zu untermauern.
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3 Material und Methodik
3.1 Material

3.1.1 Verwendete Zellkultur

Fir die vorliegende Arbeit wurde der Wildtyp der Zelllinie SH-SY5Y verwendet. Die Zellen
leiten sich aus der Knochenmetastase eines Neuroblastoms eines 4-jahrigen Kindes ab. Im
Rahmen einer dreifachen Klonierung entstand aus der initialen Linie SK-N-SH die Tochterlinie
SH-SY5Y. Die Zelllinie wird seit ihrer Generierung im Jahr 1978 fir in vitro Modelle der
Neurogenese und Neurodegeneration verwendet (Feles et al., 2022; Lopes et al., 2010; Xie et
al., 2010).

3.1.2 Verwendete Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien und der jeweilige Bezug sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Abklrzungen sind dem Abklrzungsverzeichnis zu entnehmen.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie (Markenname)

Summen-/

Verhiltnisformel

Produzent

Agarose [C12H180¢]n Carl Roth GmbH & Co. KG
Ammoniumacetat C2H7NO- Merck KGaA

BSA / Carl Roth GmbH & Co. KG
Calciumchlorid CaCl, Merck KGaA
Dimethylsulfoxid C2HeOS Carl Roth GmbH & Co. KG
DMEM / Merck KGaA
Ethidiumbromid C21H20BrNs Carl Roth GmbH & Co. KG
FCS / PAN-Biotech GmbH
(TRizomy e caHeNas (ehomals Lifs Technologies)
HPLC-Chloroform CHCIs Merck KGaA
HPLC-Ethanol C2HesO Merck KGaA
HPLC-Isopropanol CsHsO VWR International, LLC
HPLC-Methanol CH4O VWR International, LLC
HPLC-Wasser H.O VWR International, LLC
Kaliumchlorid KCI Merck KGaA

NEAA / Merck KGaA
Natriumchlorid NaCl APPLICHEM GmbH
Octoxinol 9 (Triton® X 100)  C14H220(C2H40), Merck KGaA

Octanoyl-L-Carnitin D3 und

C15D3H26NO4 und

Supelco Analytical

Palmitoyl-L-Carnitin D3 C23D3H4sNO4

Pyridin CsHsN Merck KGaA
Phenylisothiozyanat C7HsNS Merck KGaA
Trypsin/EDTA-LAsung / Merck KGaA
a-Sekretase-Substrat / Merck KGaA
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Chemikalie (Markenname) Sumrpen_- / Produzent
Verhaltnisformel

B-Sekretase-Substrat / Merck KGaA

y-Sekretase-Substrat / Merck KGaA

Avanti Polar Lipids (Bezug

06:0 PC (DHPC) C20H40NOgP (iber Merck)

. /R Avanti Polar Lipids (Bezug
06:0 SM (d18:1/6:0) C29H59N206P tiber Merck)
19:0 Lyso PC CarHssNO-P Avanti Polar Lipids (Bezug

uber Merck)

3.1.3 Verwendete Gerate

Die verwendeten Gerate und der jeweilige Bezug sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Geréte.

Gerateart Typ Produzent
Autoklav V-150 Systec GmbH & Co. KG
Autosampler 1200 Serie Agilent Technologies, Inc.
Einkanalpipette Transferpette S Brand GmbH & CO. KG
Eppendorf Research  Eppendorf SE
Pipetboy Comfort Integra Biosciences AG
Elektrische Pipettierhilfe accu-!et pro Brand GmbH & CO. KG
accu-jet S

Fluorometer und Luminometer

Infinite M1000 Pro

Tecan Group AG

Gefrierschrank

Premium NoFrost

GastroLine

Liebherr AG

Herafreeze HFU 586
Basic

Thermo Electron Corporation
(Heute Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Gel-Bildgebungssystem

ChemiDoc XRS+

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Heizblock

Thermoshaker

Universal Labortechnik

Homogenisator

Minilys

Bertin Technologies SAS

Heraeus HeraCell 150

Kendro Laboratory
Products (Heute Teil von

Inkubator Thermo Fisher Scientific Inc.)
HeraCell 240i Thermo Fisher Scientific Inc.
lonenquelle Turbo-V AB Sciex Germany GmbH
Kapillare Hamilton Kapillare Hamilton Bonaduz AG
Lichtmikroskop Eclipse TS100 Nikon
Massenspektrometer ESI-MS 4000 QTRAP  AB Sciex Germany GmbH
Eppendorf Research
Mehrkanalpipette plus G, 12- Eppendorf SE
Kanalpipette
Mikrowelle MW7020G Continent
Netzteil Model 200/2.0 Bio-Rad Laboratories, Inc.
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Gerateart Typ Produzent

Power Supply

Primus 25 advanced® PEQLAB Biotechnologie
PCR-Zykler Thermocycler GmbH

Microplate Reader LAB4You GmbH
Photometer

NanoDrop 8000

Thermo Fisher Scientific Inc.

Plattenschuttler

MTS4

IKA-Werke GmbH & CO. KG

Probenschiittler

Vortex Genie2

Bender & Hobein GmbH

Real-Time PCR System

PikoReal Real-Time
PCR System

Thermo Fisher Scientific Inc.

Stickstoffbegaser

EC1

VLM Korrosions-Priiftechnik,
Labortechnik &
Dienstleistungen GmbH

Sicherheitswerkbank

HERAsafe KS18

Thermo Fisher Scientific Inc.

ALS 120-4
Waage EW 420 Kern & Sohn GmbH
LAUDA-GFL
Wasserbad / Gesellschaft fur Labortechnik
mbH
Kern & Sohn GmbH
Warmeschrank Heraeus Function Kendro Laboratory
Line T12 Products (Heute Teil von
Thermo Fisher Scientific Inc.)
Kendro Laboratory
SSEVQLLrimo Products (Heute Teil von
gep Thermo Fisher Scientific Inc.)
Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Zentrifuge

Heraeus Megafuge
1.0RS

Thermo Fisher Scientific Inc.

3.1.4 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsgegenstidnde und der jeweilige Bezug sind in Tabelle 4

zusammengefasst. Abkirzungen sind dem Abklirzungsverzeichnis zu entnehmen.

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Typ Produzent

Einfrier-Réhrchen CryoPure Gefalt SARSTEDT AG & Co. KG
1,6 ml rot
VWR-Latex powder

Einmalhandschuhe free gloves VWR International, LLC
Nitril

Filterpapier

Whatman 3 mm CHR

46x57 cm

General Electric Company
(Geschéaftszweig GE
HealthCare)
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Verbrauchsmaterial

Typ

Produzent

Keramik-Kigelchen

Bulk Bead for 500
preps

Bertin Technologies SAS

Pasteurpipetten

VWR International, LLC

Pipettenspitzen

Brand GmbH & CO. KG

ThermoTube PCR

PEQLAB Biotechnologie

Reaktionsgefald (PCR) Tubes 0.2 ml GmbH
Reagi fak 1,5 ml
Reaktionsgefal cagiergetat Lo M SARSTEDT AG & Co. KG
Reagiergefall 2 ml
15 ml Centrifuge
Tub
Schraubrdhrchen Lbe Corning Inc.

Falcon 50 ml Conical
Tube

Serologische Pipetten

neolLab Migge GmbH

Schwarzes Reaktionsrohrchen

Reaktionsgefalie,
Lichtschutz

A. Hartenstein GmbH

Silikonmatte (96-Sammelplatte)

Pre-Slit Well Cap for
96 Well PP Plate

Thermo Fisher Scientific Inc.

Verschlussfolie flr 96-
Vertiefungsplatte

PEQLAB Biotechnologie
GmbH

Zellschaber

Cell Scraper

SPL Life Sciences Co., Ltd.

6-Vertiefungsplatten

Falcon Multiwell 6
Well

Corning Inc.

10 cm Schalen

VWR Tissue Culture
Dish

VWR International, LLC

96-Filterplatte

Multi Screen Filter
Plates

Merck KGaA

96-Sammelplatte

96 DeepWell PP
Plate Natural

Thermo Fisher Scientific Inc.

96-Vertiefungsplatten (Zellkultur)

Falcon 96 Well

Corning Inc.

96-Vertiefungsplatten (BCA/LDH)

Microplate 96-Well

Greiner Bio-One GmbH

96-Vertiefungsplatten (g-PCR)

96-Well Piko PCR
Plate

Thermo Fisher Scientific Inc.

3.1.5 Verwendete Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits konnen Tabelle 5 entnommen werden.

Tabelle 5: Verwendete Kits.

Kit Produzent

Verwendungszweck

Cytotoxicity Detection Kit

Roche Holding AG

Messung der enzymatischen
Aktivitat der Laktatdehydrogenase

Fast SYBR™ Green Master

Thermo Fisher

Echtzeit-PCR

Mix Scientific Inc.

High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher
Scientific Inc.

Generierung einer komplementaren
DNS aus isolierter RNS
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Kit Produzent Verwendungszweck
::/’(C:)R Mycoplasma Test Kit Ehemals PromoKine  Ausschluss einer
Mi Biolab Mykoplasmenkontamination einer
Venor®GeM Advance Inerva Blolabs Zellkultur
GmbH
, ™ , .
P!erce BCA Protein Assay Th_erm_o_ Fisher Messung des Proteingehaltes
Kit Scientific Inc.

Croda International
Plc (Uber Avanti
Polar)

Splash Il Lipidomix Mass
Spec

Lipidanalyse mittels
Massenspektrometrie

3.2 Methodik
3.2.1 Zellbiologische Methodik

3.2.1.1 Kultivierung und Vervielfaltigung einer Zellkultur
Nach (Freshney, 2010; Geraghty et al., 2014; Grésgen, 2013; Lauer, 2022).

Die Zellkulturen wurden je nach Verwendungszweck in 10 cm-Schalen, 6-Vertiefungsplatten
oder 96-Vertiefungsplatten in Zellinkubatoren kultiviert. Die Einhaltung einer konstanten
Temperatur (37 °C), CO2-Gasfraktion (5 %) und Luftfeuchtigkeit (95 %) wurde

alarmUberwacht.

Durch regelmafige optische Kontrolle mittels Lichtmikroskop konnte das Wachstum der
Zellkulturen Uberwacht werden. Zusatzlich wurde je nach Wachstumsgeschwindigkeit
regelmafig das Nahrmedium der Zellkulturen gewechselt. Nach Absaugen des alten Mediums
erfolgte die Zugabe von Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10 % fetalem

Kalberserum (FCS) und 1 % nicht essentiellen Aminosauren (NEAA).

Ab einer Konfluenz tGber 80 % wurden die Zellkulturen der 10 cm-Schalen passagiert. Daftir
wurde nach Erwarmung von DMEM, Trypsin/EDTA-L6sung und Nahrmedium auf 37 °C im
Wasserbad das bestehende Medium abgesaugt und die Schale mit 3 ml DMEM gewaschen.
Es folgte die Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA-Lésung und sofortige Uberfiihrung in den
Inkubator fir 5 min. Nach dieser Wartezeit erfolgte die Addition von 8,5 ml Nahrmedium und
das mechanische Ldsen des Zellrasens durch An- und Absaugen der Lésung mittels
elektrischer Pipettierhilfe. Darauffolgend wurde die Spitze der Glaspipette senkrecht mit
moderater Kraft auf mindestens zehn Lokalisationen des Schalenbodens gedrickt und die
aufgezogene Flussigkeit in die Schalen gepresst. Die dabei auftretenden Scherkrafte bewirken
eine Vereinzelung von noch zusammenhangenden Zellen. Daraufhin wurde das Zell-
Flussigkeitsgemisch auf die gewlnschte Anzahl neuer Schalen verteilt. Die groRte
angewandte Verdinnung betrug 1 : 6. Die Schalen wurden im letzten Schritt mit Nahrmedium
auf ein Volumen von 10 ml aufgeflllt. Die Adhasions- und Wachstumskontrolle erfolgte am

nachsten Tag durch mikroskopische Begutachtung.
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3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen einer Zellkultur
Nach (Freshney, 2010; Lauer, 2022).

Um jederzeit genligend Zellkulturen zur Verfigung zu haben, wurden Gefrierkulturen aus
10 cm Schalen angelegt und bei Bedarf aufgetaut. Als Einfriermedium fungierte eine Losung
aus DMEM mit 10 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO).

Zur Kryokonservierung der Proben wurde das bestehende Medium abgesaugt, die Zellen mit
3 ml DMEM gewaschen und anschlieend fur 5 min im Inkubator mit 1,5 ml Trypsin inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 3,5 ml Nahrmedium und das Lésen des Zellteppichs mittels
Auf- und Abziehens der LOsung durch eine elektrische Pipettierhilfe. Das Zell-
Flissigkeitsgemisch wurde nun in einen 15 ml Falcon Uberfiihrt und bei 1500 rpm flr 5 min
zentrifugiert. Nach Zentrifugation bildeten sich eine oberhalb liegende fliissige Phase und ein
am Falconboden angeheftetes Zellkonglomerat. Die flissige Phase wurde abgesaugt und die
am Boden abzentrifugierten Zellen in 4,5 ml Einfriermedium resuspendiert, welches
gleichmalig auf drei Kryokulturréhrchen zu je 1,5 ml aufgeteilt wurde. Die Kryokulturréhrchen
wurden bis zur weiteren Verwendung im — 80 °C-Gefrierschrank eingelagert. Um eine
kontinuierliche Abkihlung der Probe um 1 °C/min zu gewahrleisten, wurden die Proben in
einer Styroporbox fir mindestens 48 h bei -80 °C zwischengelagert. Anschliel’end wurden die

Proben fir die Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff transferiert.

Aufzutauende Kryokulturen wurden nach Aufwarmung auf 37 °C im Wasserbad aus den
Kryokulturréhrchen in ein 15 ml Falcon mit 5 ml Nahrmedium Uberfihrt und anschlieend bei
1500 rpm flr 5 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildete sich erneut ein auf dem Boden
abgesetztes Zellkonglomerat. Auch hier wurde die darlber befindliche flissige Phase
abgesaugt und die verbliebenen Zellen in 5 ml Nahrmedium resuspendiert. Nach der Bildung
einer Suspension konnte der Inhalt aus dem 15 ml Falcon in eine neue 10 cm Schale pipettiert
werden. Das Schalenvolumen wurde je nach Uberfihrter Suspensionsmenge mit Nahrmedium
auf 10 ml aufgefillt. Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der Adharenz und des

Wachstums am nachsten Tag.

Zum Ausschluss einer Kontamination durch Mykoplasmen wurde in regelmagigen Intervallen

die Zellkultur mittels den in Tabelle 5 aufgelisteten Kits nach Herstellerangaben tGberprift.

3.2.1.3 Herstellung einer MK4-Stamml6sung

Fir die Inkubation einer Zellkultur (siehe Kapitel 3.2.1.4) bedurfte es einer Stammlésung an
MK4. Die Konzentration der Stammlésung wurde auf 100 mmol/l festgelegt. Daflr erfolgte die
Zugabe von 44,465 mg pulverférmigem MK4, dessen Masse mittels Feinwaage ermittelt
wurde, in 1 ml HPLC-Ethanol. Aus der damit erreichten Stoffmengenkonzentration von

100 mmol/l konnten alle weiteren Konzentrationen mittels Verdiinnung gewonnen werden.
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3.2.1.4 Inkubation einer Zellkultur mit MK4
Nach (Lauer, 2022).

Die Inkubation von Zellkulturen erfolgte im Rahmen der Lipid- und Genanalytik (siehe Kapitel
3.2.2.1 und 3.2.4.1). Alle Inkubationen mit MK4 erfolgten nach dem in Tabelle 6 hinterlegten

Zeitschema.
Tabelle 6: Zeitschema der Zellkulturinkubation mit MK4.

Schritt Dauer
Vorbehandlung -12h
1te Inkubation Oh — 24h
2te Inkubation 24h — 48h
3te Inkubation 48h —72h
Aufbereitung 72h

Um den moglichen Einfluss des FCS auf die Lipidhomdostase so gering wie mdglich zu halten,
wurde 12 h vor der ersten Inkubation der Anteil des FCS innerhalb des Nahrmediums bei
unverandertem Anteil an NEAA (siehe Kapitel 3.2.1.1) von 10 % auf 2,5 % reduziert.

Vor Beginn einer Inkubation wurden das in Ethanol geloste MK4 (siehe Kapitel 3.2.1.3) sowie
das Inkubationsnahrmedium im Warmebad auf 37 °C erwarmt und in 50 ml Reaktionsgefale
uberfuhrt. Dabei entsprach der Volumenanteil des in Ethanol geldsten MK4 jeweils 1 %o des
Volumens des Inkubationsndhrmediums. Nach Absaugen des bestehenden
Inkubationsnahrmediums der zu inkubierenden Proben, wurden 10 ml der in
Reaktionsgefalten angemischten Lésung hinzugegeben. Anschlieflend wurden die Kulturen
24 h im Inkubator inkubiert. Dieser Prozess wurde sowohl 48 h als auch 72 h nach
Inkubationsbeginn wiederholt. Vor jeder einzelnen Inkubation und der Vorbehandlung wurden

die verwendeten Zellkulturschalen mikroskopisch auf Anomalien begutachtet.
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3.2.2 Molekularbiologische Methodik
3.2.2.1 RNS-Isolierung mittels Trizol™ -Reagenz

3.2.2.1.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Chomczynski & Sacchi, 1987, 2006).

Fir eine Expressionsanalyse der mit MK4 inkubierten Zellen bedurfte es initial einer Extraktion
der gesamten Ribonukleinsdure (RNS). Die Inkubationen fir diese Expressionsanalyse
erfolgten in 6-Vertiefungsplatten. Als Trennverfahren wurde eine Flissig-Flissig-Extraktion
mittels saurer Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Methode durchgeflihrt. Chemisch handelt es
sich bei dem als TRIzol™ bezeichneten Gemisch um eine monophasische Lésung aus dem
Salz Guanidiumthiocyanat und Phenol. Durch Auflésen der Wasserstoffbriickenbindungen
(chaotroper Effekt) des Guanidiumthiocyanat kommt es zu Stérungen der Sekundarstruktur
von Proteinen. Es resultiert eine gewlnschte Zelllyse und Inaktivierung der ubiquitaren
RNAsen, wodurch die vorzeitige RNS-Destruktion verhindert werden kann. Durch Zugabe von
Chloroform und anschlieBender Zentrifugation kommt es zur Auftrennung der wassrigen
Phase (oberhalb) und der Chloroformphase (unterhalb). Dabei I6st sich RNS in der wassrigen
und Desoxyribonukleinsaure (DNS) in der unteren Chloroformphase. Die Proteinfraktion bildet
eine Interphase. Ldst die isolierte wassrige Phase nun in dem Fallungsmittel Isopropanol,
kommt es durch Anderung der Umgebungsbedingungen zur Prézipitation der geldsten RNS.
Um die bestmdgliche Reinheit der RNS zu erhalten, wird dieser Prozess mehrfach wiederholt
und das Isopropanol in jedem Zyklus ausgetauscht. Zuletzt kann die RNS erneut in Lésung

gebracht und bei -80 °C eingelagert werden.

3.2.2.1.2 Versuchsaufbau
Versuchsdurchfihrung nach der Gebrauchsanweisung des TRIzol™ Reagent / Life

Technologies AG / Version Dezember 2012.

Nach Absaugen des Inkubationsndhrmediums wurden zugig 500 pl TRIzol-Reagenz in jede
Kammer pipettiert. Nach kurzer Einwirkzeit und mechanischer Lésung wurde das viskose
Gemisch in 1,5 ml-Reaktionsgefalie Uberfihrt. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 100 pl
Chloroform und Durchmischen durch kraftiges Schutteln der Reaktionsgefale fur 15 s.
Daraufhin erfolgte eine Inkubation flr 3 min bei Raumtemperatur und Zentrifugation bei 4 °C
und 12000 rpm fir 15 min. Nach der Zentrifugation bildeten sich drei Phasen: Untere Phase
(DNS), mittlere Phase (geléste Proteine) und obere Phase (RNS). Es erfolgte eine
Uberfihrung der oberen Phase in ein neues 1,5 mil-ReaktionsgefaRR. AnschlieRend wurden
250 ul Isopropanol der getrennten Phase hinzugegeben. Nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C
und 12000 rpm fur 10 min kommt es erneut zu einer Phasenbildung: Eine feste untere und
eine flissige obere Phase. Nach Absaugen der oberen Phase wurde das Pellet mit einem
Ethanol-Wassergemisch (75 % HPLC-Ethanol / 25 % HPLC-Wasser) unter Zuhilfenahme
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eines Probenschittlers resuspendiert und erneut bei 4 °C und 12000 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweifach wiederholt. Danach wurde die flissige Phase
abgesaugt und das Reaktionsgefal® kopflber auf einem keimfreien Tuch flr 2 min getrocknet.
Zuletzt wurde das Pellet in 100 pyl HPLC-Wasser resuspendiert und auf dem Heizblock fiir 10
min bei 60 °C erwarmt. Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung

eingelagert.

3.2.2.2 Reinheitsgradbestimmung der RNS
Nach (Desjardins & Conklin, 2010; Mayerhofer et al., 2020)

Zur Quantifizierung und Reinheitsbestimmung der in Kapitel 3.2.2.1 extrahierten RNS wurde
ein NanoDrop 8000 Spektralphotometer verwendet. Hierbei wird die
Absorptionseigenschaften geléster RNS und DNS genutzt. Gemal dem Lambert-Beerschen-
Gesetz kommt es bei Transmission von Licht durch ein absorbierendes Medium zu einer
Abschwachung der Intensitat (entspricht der Energie auf eine Flache bezogen,
Abschwachungseffekt wird auch Extinktion genannt). Die Extinktion ist neben der Schichtdicke
des durchwanderten Mediums von dem wellenlangenspezifischen Extinktionskoeffizienten
und der Konzentration des absorbierenden Stoffes abhangig. Somit lasst sich durch das
bekannte Absorptionsmaximum (Wellenlange von 260 nm) die RNS photometrisch eindeutig
identifizieren. In Kombination mit einer gegebenen Schichtdicke ist aullerdem eine
rechnerische Bestimmung der absoluten Konzentration moglich. Die Bestimmung des
Reinheitsgrades erfolgt Uber einen relativen Vergleich der Extinktion von 260 nm
(Absorptionsmaximum der RNS) und 230 nm (geringer Absorptionsanteil der RNS, somit
hoher Anteil der Absorption von verunreinigenden Substanzen wie Zucker oder Salze) sowie
280 nm (Geringer Anteil der Absorption von RNS, hoher Anteil der Absorption von Proteinen).
Im Falle einer Absolutkonzentration unter 200 ng/ml, sowie einem Extinktionsquotient der
Wellenlangen 260 nm / 280 nm < 1,8 und 260 nm / 280 nm < 2 wurden die Proben fur weitere

Experimente ausgeschlossen.

3.2.2.3 Synthese von cDNS mittels reverser Transkription

3.2.2.3.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Mahanama & Wilson-Davies, 2021).

Die in Kapitel 3.2.2.1 isolierte RNS wurde im nachsten Schritt durch die Methodik der reversen
Transkription in komplementare DNS (cDNS) dberflhrt. Durch die Synthese aus der isolierten
RNS besitzt die cDNS keine Introns. Die Synthese von DNS aus RNS erfolgte dabei durch
eine RNS-abhangige-DNS-Polymerase (Synonym: Reverse Transkriptase) unter Anwesenheit
mehrerer Primer mit randomisierter Sequenz. Es handelt sich bei Primern um Oligonukleotide

(RNS oder DNS), die an einen komplementaren Abschnitt des zu replizierenden
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Einzelstranges mittels Wasserstoffbricken binden, und durch ihre freie Hydroxyfunktion die
Startreaktion der DNS-Polymerase ermdglichen. Nach Bindung der Primer synthetisiert die
RNS-abhangigen-DNS-Polymerase in Anwesenheit von freien
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP) ab der Bindungsstelle der zufalligen Primer entlang

der RNS einen komplementaren DNS-Strang.

3.2.2.3.2 Versuchsaufbau
Nach dem Herstellerprotokoll des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit /| Thermo

Fisher Scientific Inc. / Version Marz 2016.

Die nach Qualitatskriterien verbliebenen RNA-Proben (siehe Kapitel 3.2.2.2) wurden auf eine
Stoffmengenkonzentration von 0,2 ng/ul in PCR-Reaktionsgefal’en eingestellt. Als
Verdunnungsmittel wurde HPLC-Wasser verwendet. Das Endvolumen aller Proben betrug
jeweils 10 pl. Anschliefiend wurde ein Reaktionsgemisch mit den in Tabelle 7 aufgelisteten

Bestandteilen fir je ein Reaktionsgefal® pipettiert:

Tabelle 7: Reaktionsgemisch zur Synthese von cDNS mittels reverser Transkription.

Komponente Volumen
Reverse Transkriptase-Puffer 2 ul
dNTP-Mix 0,8 ul
Reverse Transkriptase-Zufallsprimer 2 ul
HPLC-Wasser 4,2 ul
Reverse Transkriptase 1ul

Alle Proben wurden unverziiglich dem PCR-Zykler (Primus 25 advanced® Thermocycler)
zugefihrt. Dieser wurde bereits auf die in Tabelle 8 zusammengefassten Parameter eingestellt

und direkt nach Probenzugabe gestartet.

Tabelle 8: Einstellungen des PCR-Zykler fiir eine reverse Transkription.

Reihenfolge Temperatur Dauer Zylenanzahl
1 25°C 10 min 1
2 37 °C 120 min 1
3 85 °C 5 min 1
4 4°C Unbegrenzt /

Zuletzt wurden die Proben mit 180 ul HPLC-Wasser verdiinnt und bei -80 °C bis zur weiteren

Bearbeitung eingelagert.
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3.2.2.4 Expressionsanalyse mittels Echtzeit-PCR

3.2.2.4.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Dabrowski & Kur, 1998; Gibson et al., 1996; Mahanama & Wilson-Davies, 2021; Nolan
et al., 2006; Zipper, 2004).

Die quantitative Analyse, der in Kapitel 3.2.2.3 synthetisierten cDNS erfolgte Uber eine
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. real time polymerase chain reaction, qPCR).
Grundprinzipien dieser Methodik sind die Polymerase-Kettenreaktion und das Prinzip der
Fluoreszenz (das Grundprinzip der Fluoreszenz wird in Kapitel 3.2.3.3 vertiefend besprochen).
Bei dem biochemischen Verfahren der PCR erfolgt die Replikation (Vervielfaltigung) eines
Genabschnittes oder des gesamten Genoms durch die enzymatische Aktivitat einer DNS-
Polymerase, welche entlang des zu kopierenden Einzelstranges (engl. single stranded DNA,
ssDNA) mithilfe von dNTPs einen komplementaren Strang bildet. Eine PCR besteht aus drei

distinkten sich wiederholenden Abschnitten:

1. Denaturierung: Im ersten Schritt einer PCR erfolgt die Trennung der doppelstrangigen DNS
in einzelstrangige DNS durch Temperaturerhdhung auf mindestens 95 °C. Infolgedessen
kommt es zur Trennung der Wasserstoffbriickenbindungen der komplementaren Basenpaare
innerhalb der doppelstrangigen DNS. Somit wurde aus einem Doppelstrang zwei

Einzelstrange generiert.

2. Primerhybridisierung (engl. annealing): Im nachsten Schritt erfolgte die Temperatursenkung
(Ublicherweise zwischen 45-70 °C fir 20-60 s) um eine Bindung eines Primers zu ermoglichen.
Primer, welche eine Amplifizierung vom 5° zum 3‘ Ende bedingen werden als Vorwarts-Primer
(engl. forward primer) bezeichnet. Erfolgt durch den Primer eine Amplifizierung von 3' zum 5

Ende handelt es sich um einen Rickwarts-Primer (engl. reverse primer).

3. Elongation: Im letzten Schritt einer PCR erfolgt eine Temperaturerh6hung auf ungefahr 72-
80 °C. Die DNS-Polymerase bindet bei diesen Temperaturen an die 3‘-Enden der Primer und
repliziert dem zu replizierenden Einzelstrang folgend mithilfe der freien dNTP einen

komplementaren DNS-Strang.

In jedem Zyklus verdoppelt sich der replizierte DNS-Abschnitt (exponentielles Wachstum).
Durch eine Kopplung mit einem Fluorochrom ist eine in Echtzeit ablaufende quantitative
Messung der DNS mdglich. Als Fluorochrom wurde in dieser Arbeit SYBR-Green in einem
kommerziell erhaltlichen Kit verwendet (siehe Kapitel 3.1.5). SYBR-Green interkaliert in die
Doppelhelixstruktur der DNS zu einem Komplex, welcher bei einer Wellenlange von 494 nm
Licht absorbiert und bei 521 nm emittiert. Ferner befinden sich in dem Kit monomere dNTPs
und eine rekombinant synthetisierte AmpliTag-DNS-Polymerase. Die Tag-Polymerase ist eine

DNS-abhangige DNS-Polymerase der thermophilen Bakterienspezies Thermus aquaticus und
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zeichnet sich durch ihre hohe Hitzebestandigkeit von tber 90°C aus. Dadurch muss sie nicht
nach jedem Erwarmungsschritt des PCR-Zyklus erneut hinzugegeben werden. Unter Zugabe
eines beliebig wahlbaren Primers flr beide Leserichtungen erméglicht die Echtzeit-PCR eine
quantitative Aussage Uber das Expressionsniveau der initial isolierten RNS. Die in dieser
Arbeit verwendeten Primer kénnen in Tabelle 9 eingesehen werden. Die detektierte Emission
des Fluorochroms ist direkt proportional zu der Anzahl an amplifizierter DNS. Die Anzahl an
PCR-Zyklen, ab der die Fluoreszenz eindeutig vom Hintergrundrauschen differenziert werden

kann, wird als C+-Wert bezeichnet.

Tabelle 9: Verwendete Primer fiir die qPCR.

Genname Vorwarts-Primer (5‘2>3f) Riickwarts-Primer (3‘->5)
ACTB CTTCCTGGGCATGGAGTC AGCACTGTGTTGGCGTACAG
ADAM 10 GCAAACTGAAACCTGGGAAA TTCCTTCCCTTGCACAGTCT
BACE-1 GCCTATGCTGAGATTGCCAGG GGAGAAGAGGTTGGGAACGTG
HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
POLR2F CCCGAAAGATCCCCATCAT CACCCCCCAGTCTTCATAGC

RN18S1 GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT
RPL13A CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA

3.2.2.4.2 Versuchsaufbau
Nach dem Herstellerprotokoll des Fast SYBR Green Master Mix Kit, Thermo Fisher Scientific
Inc.; (Grésgen, 2013; Lauer, 2022).

Zuerst wurden jeweils 2,5 ul cDNS pipettiert. Anschlie3end wurde fiir jedes zu analysierende
Gen ein Reaktionsgemisch angemischt und vollstandig an den Vertiefungsoberrand einer
pPCR-Platte pipettiert. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches kann in Tabelle 10

eingesehen werden.

Tabelle 10: Reaktionsgemisches fiir eine Expressionsanalyse mittels qPCR.

Komponente Volumen
HPLC-Wasser 2yl

Fast SYBR-Green Mastermix 5 pl
Forward Primer 0,25 pl
Reverse Primer 0,25 pl

AnschlielRend wurde die gPCR-Platte dem PCR-Zykler (PikoReal™ Real-Time PCR System)

zugeflihrt und das Programm mit den in Tabelle 11 aufgelisteten Parametern durchlaufen:
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Tabelle 11: Parameter des PCR-Zyklers fiir eine qPCR.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
1 (Aktivierung Polymerase) 95 °C 20s 1

2 (Denaturierung) 95 °C 3s 40

3 (Annealing / Elongation) 60 °C 30s

4 (Schmelzkurvenanalyse) 60-95 °C Unbegrenzt 1

3.2.2.4.3 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden anschlieRend durch die Software PikoReal analysiert und im
Anschluss statistisch ausgewertet. Nach Uberprifung des Schmelzkurvenverlaufes auf
Anomalien wurde auf Basis des Ci-Wertes mithilfe der Delta-Delta-Ci-Methode (AAC:) ein
quantitativer Vergleich zwischen Probe und L&sungsmittelkontrolle durchgefuhrt. Im

Folgenden wird die Funktionsweise der AAC-Methode kurz erlautert:

Die AAC+-Methode erlaubt den relativen Vergleich des Expressionsniveaus eines Genes
zwischen zwei Proben (im Falle dieser Arbeit die mit MK4 inkubierten gegeniber der mit
Ethanol inkubierten Zellkulturen). Da die nicht bekannte Startmenge der DNS einen Einfluss
auf das Erreichen des Ct-Wertes besitzt, kann eine faktorielle Anderung nur durch Normierung
auf ein Referenzgen, dessen Expressionsniveau durch externe Faktoren unverandert
verbleibt, getroffen werden. Solche Referenzgene werden auch als Haushaltsgen (engl.
housekeeping-gene, HKG) bezeichnet. Unter der Annahme, dass alle Proben mit derselben
und maximalen Effizienz die PCR durchlaufen, ist in jedem Zyklus eine Verdopplung der
amplifizierten DNS anzunehmen (exponentielles Wachstum zur Basis 2 mit der PCR-
Zyklenzahl als Exponent). Somit entspricht rechnerisch die potenzierte Differenz des Ct-
Wertes zwischen Probe bzw. Kontrolle und dem Ct-Wertes des Referenzwertes (AC;) zur
Basis 2 dem faktoriellen Unterschied des Mengenniveaus beider Komponenten. Die erneut
potenzierte Differenz zwischen dem normierten AC; der Probe und dem der Kontrolle (AACy)
zur Basis 2 entspricht dem faktoriellen Unterschied des Expressionsniveaus eines Genes in
der Probe zur Kontrolle, ohne die unbekannte Startmenge (und deren Einfluss auf den C;-

Wert) berticksichtigen zu missen.

Durch die Normfinder-Software konnten die unter dem experimentellen Setting stabilsten
Referenzgene ermittelt werden. Dabei gelten Referenzgene mit einem Stabilitatswert <0,37
als stabil. Dieser Vorgang erfolgte in Kooperation mit Daniel Janitschke (siehe Kapitel 9). Es
wurden die drei stabilsten Gene als Referenz determiniert (in Tabelle 9 fett hervorgehoben)
und die zu vergleichenden Gene mittels oben erlduterter Methodik analysiert. Im Anschluss

wurde die faktorielle Anderung graphisch dargestellt.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methodik
3.2.3.1 Bestimmung der Zellltoxizitat mittels Laktatdehydrogenase-Test

3.2.3.1.1 Erlauterung der Methodik
Nach (A. A. Khan et al., 2020; Lauer, 2022)

Mithilfe des Laktatdehydrogenase-Test wurde vor Beginn der Inkubationsexperimente (siehe
Kapitel 3.2.1.4) der zytotoxische Effekt des MK4 auf SH-SY5Y-Zellen Gberprift. Somit konnte
im Vorhinein eine Alteration des Lipidprofils durch Zytotoxizitdt des MK4 ausgeschlossen
werden. Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ein ubiquitares zytosolisches Enzym. Es gehdrt
der Klasse der Oxidoreduktasen an und katalysiert im anaeroben Stoffwechsel reversibel die
Reduktion des Pyruvats zu Laktat. Dabei wird der Cofaktor Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NADH) oxidiert (NADH + H* zu NAD*) und kann erneut als Cofaktor in der Glykolyse
einflieRen. Bei Stérungen der Integritédt der Zellmembran (dies beinhaltet insbesondere die
Zelllyse durch Noxen) gelangt das zytosolische LDH in den Extrazellularraum. Folglich erlaubt
die enzymatische Aktivitdt der LDH im Nahrmedium einen direkten Rickschluss auf die
Toxizitat eines inkubierten Substrates. Die Messung der Enzymaktivitat erfolgte photometrisch
uber den Cofaktor NADH + H* und NAD*. Das im Test enthaltene Enzym Diaphorase
katalysiert die Reduktion des ebenfalls im Test enthaltenen Tetrazolium-Salzes INT (2-[4-
lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid) zu einem Formazansalz, welches
mit einem Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 490 nm photometrisch detektiert
werden kann. Bei dieser Reaktion wird der Cofaktor NADH + H* zu NAD" oxidiert. Es stellt sich
im Reaktionsverlauf ein chemisches Gleichgewicht ein, wodurch die LDH-Enzymaktivitat und
die Extinktion des Formazansalzes direkt proportional zueinander stehen. Als Referenz, um
Aussagen Uuber die extrazellulare LDH-Aktivitat treffen zu kdénnen wurde eine nur mit
Losungsmittel inkubierte Totkontrolle angefertigt. Durch die vollstandige Lyse der
Zellmembran mit dem Detergens Octoxinol 9 (Handelsname Triton X-100) befindet sich die
gesamte Menge an LDH im Inkubationsmedium. Eine Verdiinnungsreihe, wobei keine
Verdinnung 100 %, und eine vollstandige Verdinnung (nur Verdinnungsmittel, kein
Inkubationsmedium) 0 % Enzymaktivitat abbildet, kann nun den relativen Anteil der LDH-

Aktivitat als Mal} der Zytotoxizitat angeben.

3.2.3.1.2 Versuchsaufbau

Nach dem Herstellerprotokoll des Cytotoxicity Detection Kit von Roche, Version Marz 2012.

Aus der MK4-Stammlésung (siehe 3.2.1.3) wurde eine Verdinnungsreihe mit den in Tabelle
12 aufgelisteten Konzentrationen an MK4 angesetzt und in 6-Vertiefungsplatten nach dem in
Kapitel 3.2.1.4 erlauterten Verfahren inkubiert.
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Tabelle 12: MK4-Verdiinnung fiir den Laktatdehydrogenasetest.

Beschreibung Inkubationszusatz Inkubationskonzentration
Konzentration 1 MK4 in Ethanol 5 umol/l

Konzentration 2 MK4 in Ethanol 25 pmol/l

Konzentration 3 MK4 in Ethanol 50 umol/l

Konzentration 4 MK4 in Ethanol 100 pmol/l

Totkontrolle Ethanol /

Ethanolkontrolle Ethanol /

Das Gesamtvolumen pro Vertiefungskammer betrug jeweils 1,5 ml und das Volumen des
geldsten Ethanols 1,5 pl (entspricht Volumenanteil von 1 %o). Um die ermittelte Toxizitat auf
MK4 zurlckfihren zu konnen, wurde eine Reaktionskammer ausschliellich mit Ethanol
inkubiert (Ethanolkontrolle).

Nach abgeschlossener Inkubation wurden die 6-Vertiefungsplatten mikroskopisch auf
bestehende Konfluenz Uberprift. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 150 pl 10%ig
verdinntem Triton X-100 (Verdlinnung entsprach folglich nach Zugabe 1 %) in die als
Totkontrolle gewahlte Kammer. Anschlielend erfolgte eine Inkubation flr 15 min. Die
Vertiefungsplatten wurden ab diesem Zeitpunkt auf Eis gelagert. Im nachsten Schritt wurde
das Inkubationsmedium aller Proben in 1,5 ml-Reaktionsgefalie tberflhrt. Um nicht-adhasive
Zellen aus dem Inkubationsmedium zu entfernen, wurden die Reaktionsgefalle fiir 5 min bei
13000 rpm zentrifugiert, und anschliefend die fllissige obere Phase in ein neues
Reaktionsgefal Gberflihrt. Danach wurde eine Verdinnungsreihe der Totkontrolle nach dem

in Tabelle 13 aufgelisteten Schema pipettiert.

Tabelle 13: Verdiinnungsreihe fiir den Laktatdehydrogenase-Test.

Verdiinnung Volumen Totkontrolle Volumen DMEM
0 % 0 pl 60 pl

2% 4 ul 196 pl

4 % 8 pl 192 pl

6 % 6 pl 54 ul

8 % 22 253 pl

10 % 6 54 ul

20 % 30 pl 120 pl

Im nachsten Schritt wurden jeweils 50 pl der Kontrollproben bzw. der Verdinnungsreihe

zusammen mit 50 yl DMEM auf eine 96-Vertiefungsplatte pipettiert.

Der catalyst und die dye-Solution des verwendeten Kits (siehe Kapitel 3.1.5) wurden im

Verhaltnis 1 : 45 zur fertigen Reaktionslésung angesetzt.
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Nach Zugabe von je 100 pl der Reaktionslésung wurde die Vertiefungsplatte mit einem
Lichtschutzdeckel abgedeckt und fir 15 min mit dem Laborschiittler durchmischt. Zuletzt
wurde die 96-Vertiefungsplatte dem Photometer zugefiihrt und die Extinktion bei A = 491 nm
gemessen. Aus den gewonnenen Daten der Verdinnungsreihe wurde eine Eichgerade
angefertigt, deren Korrelationskoeffizient zur weiteren Auswertung > 0,98 betragen musste.
Auf Basis der Eichgerade konnte im letzten Schritt die relative prozentuale LDH-Aktivitat der
vier verschiedenen MK4-Konzentrationen und der Ethanolkontrolle abgelesen und interpretiert

werden.

3.2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes mittels Bicinchonin-Tests

3.2.3.2.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Smith et al., 1985).

Die Bestimmung des Proteingehaltes einer gegeben Zellkultur wurde fur zwei verschiedene
Methodiken bendétigt.

Zum einen ist die in Kapitel 3.2.3.1 beschriebene Toxizitdtsmessung einer Zellkulturprobe
mittels extrazellularer LDH-Aktivitatsmessung ohne Normierung auf die gegebene Zellanzahl
nicht aussagekraftig. Zur Reprasentierung des Zellgehaltes einer Probe wurde zeitgleich mit

der LDH-Messung eine Proteingehaltsbestimmung durchgefiihrt.

Zum anderen wurden die massenspektrometrisch untersuchten Zellkulturproben ebenfalls vor
der Lipidextraktion (siehe Kapitel 3.2.4.2) auf ihren Proteingehalt untersucht und durch
Verdlinnung einander angeglichen. Dadurch konnte sich ein massenspektrometrisch
detektierter Effekt, der durch eine unterschiedliche Zellzahl erklarbar gewesen ware,

ausschlief3en lassen.

Es existieren mehrere Methoden der quantitativen Bestimmung des Proteingehaltes einer
Zellkulturprobe. In dieser Arbeit wurde die Bicinchonin-Methode (BCA-Methode) verwendet.
Die Methodik fuldt funktionell auf einer Kombination zwischen Biuret-Reaktion und
Bicinchoninsaure. Die Biuret-Reaktion beschreibt die Komplexbildung aus zwei benachbarten
Peptidbindungen mit Cu?* im alkalischen Milieu. Es kommt dabei zu einer Reduktion des Cu?*
zu Cu™. Das reduzierte Kupferion geht daraufhin einen farbigen Komplex mit Bicinchoninsaure
ein, der durch sein Absorptionsmaximum bei 562 nm photometrisch erfasst werden kann.
Unter Zuhilfenahme einer Verdinnungsreihe aus BSA mit bekannter Proteinkonzentration
kann der Proteingehalt einer Probe somit berechnet werden. Es wurde ein kommerziell
erhaltliches Kit (siehe Kapitel 3.1.5) verwendet. Dieses setzt sich aus einem Reagenz A
(Natriumbicinchoninat, Natriumcarbonat, Natriumtartat, Natriumhydroxid und

Natriumhydrogencarbonat) und Reagenz B (Kupfersulfat-Pentahydrat) zusammen.
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3.2.3.2.2 Versuchsaufbau
Nach (Grésgen, 2013; Lauer, 2022; Smith et al., 1985).

Die Zellkulturproben (siehe Kapitel 3.2.4.1) wurden im Falle der Kryokonservierung auf Eis
aufgetaut, bzw. direkt nach der Ernte im Homogenisator fir 30 s auf hdchster Stufe
mechanisch lysiert. Anschlielend erfolgte eine Pulszentrifugation bei 10000 rpm. Danach
wurden 5 pyl der Probe in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall Uberfuhrt und mit 45 pl HPLC-Wasser
1:10 verdlnnt. Im Anschluss wurden 20 ul einer Standardreihe aus bovinem Serumalbumin
(BSA) in eine 96-Vertiefungsplatte pipettiert. Die Standardreihe setzte sich aus den
Massenkonzentrationen 0 / 0,1/0,2/0,3/0,4/0,5/06/0,7/08/0,9/1,0/1,1 mg/ml
zusammen. Im nachsten Schritt wurden die verdinnten Proben nach kurzem Durchmischen
am Schuttler in Triplikate zu je 5 pl auf die Vertiefungsplatte gegeben. Daraufhin erfolgte die
Zugabe von 200 pl der kombinierten Reagenzldésung (Verhaltnis Reagenz A/ B = 1/ 20) in
die Vertiefungen der 96-Vertiefungsplatte mittels Mehrkanalpipette. Folgend wurde die Platte
fur 15 min im Inkubator bei den Ublichen Parametern (siehe Kapitel 3.2.1.1) und danach auf
dem Laborschittler fur ebenfalls 15 min inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Vertiefungsplatte dem Photometer zugeflihrt und die Extinktion bei 562 nm bestimmt. Durch
Aufstellung der Eichgerade mit einem geforderten Korrelationskoeffizienten von mind. 0,98

konnte im letzten Schritt der Proteingehalt der Proben ermittelt werden.

Fur die Toxizitatsbestimmung der Zellkulturen konnte nun das Verhaltnis aus LDH-
Toxizitatsprozent und Proteingehalt gebildet werden (siehe Kapitel 3.2.3.1). Im Falle einer
Lipidextraktion konnten die Proben auf einen festen Proteingehalt eingestellt werden (siehe
Kapitel 3.2.4.1).

3.2.3.3 Enzymaktivititsmessung APP-prozessierender Sekretasen

3.2.3.3.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Stahimann, 2018).

Um den Effekt des MK4 auf die a- und B-Sekretase an lebenden Zellen zu ermitteln, wurde die
Enzymaktivitdt von mit MK4 inkubierten Zellen im Vergleich zur L&sungsmittelkontrolle
bestimmt. Die Funktionsweise und Bedeutung der a- und B-Sekretase wurde in Kapitel 2.1.2.2
bereits besprochen. Die Enzymaktivitdt wurde in Echtzeit mittels Fluoreszenzspektrometrie
gemessen. Fluoreszenz beschreibt die Eigenschaft bestimmter Substanzen, nach Anregung
(Exzitation) mit Licht, selbst Licht abzustrahlen (Emission). Somit kann gemafR des Lambert-
Beerschen Gesetzes (siehe dazu auch Kapitel 3.2.3.1) bei gleichbleibender bestrahlender
Intensitat und Wellenlange die Konzentration einer fluoreszierenden Substanz im zeitlichen
Verlauf durch die detektierte abgestrahlte Intensitat dargestellt werden. Da weder die

Substrate noch die Produkte der zu analysierenden Sekretasen die Fahigkeit zur
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Biolumineszenz besitzen, muss als Substrat ein rekombinant synthetisiertes Peptid mit einem
sogenannten Quencher verwendet werden. Es handelt sich dabei allgemein um eine
Substanz, welche die Fluoreszenz eines Fluorophors hemmen kann. Bei den in dieser Arbeit
als Substrate verwendeten Polypeptiden mit einer Bindungsaffinitat an die a- und - Sekretase,
ist der Quencher kovalent an der Peptidkette befestigt. In der Konsequenz ist durch die
raumliche Nahe die Substratform nicht lumineszent. Kommt es jedoch durch die jeweilige
Sekretase zu einer enzymatischen Spaltung des Substrates, bei dem sich der Quencher
raumlich vom fluoreszierenden Produkt trennt, kann die Fluoreszenz und folglich die

Enzymkinetik in Form des relativen Substratumsatzes nachgewiesen werden.

3.2.3.3.2 Versuchsdurchfiihrung
Nach (M. Grimm et al., 2013; Lauer, 2022; Mett, 2017).

Eine Zelllinie wurde wie in Kapitel 3.2.1.4 beschrieben flr 72 h in einer 96-Vertiefungsplatte
inkubiert. Der Erfolg der Inkubation wurde vor der Fluoreszenz mittels mikroskopischer
Begutachtung kontrolliert. Im Falle von Auffalligkeiten (atypische Zellmorphologie,
Konfluenzschwankungen, fehlender Wachstumsnachweis) wurden die jeweiligen Probe aus
der Analyse exkludiert. Anschlielend wurde eine Stammldsung flr die bildliche Darstellung
lebender Zellen (engl. Life-Cell-Imaging-Solution, LCIS) aus den in Tabelle 14 aufgelisteten

Substraten gerichtet:

Tabelle 14: Zusammensetzung der Life-Cell-lmaging-Solution.

Komponente Volumen Masse
HPLC-Wasser 100 ml /

NaCl / 818,0 mg
KCI / 18,6 mg
CaCl, / 26,4 mg

LCIS ist ein farbloses Medium, welche fir die Echtzeitanalyse von lebenden Zellen verwendet
wird. Die Komposition der Lésung ermdglicht das Uberleben von Zellen bei atmosphérischen
Bedingungen und Raumtemperatur fir ungefahr 4 h. Die Lésung wurde im Wasserbad auf
37 °C aufgewarmt. Die Zellen wurden je Vertiefung mit 100 ul LCIS gewaschen. AnschlielRend

erfolgte die Zugabe der in Tabelle 15 hinterlegten Reaktionslésungen.
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Tabelle 15: Reaktionslosungen zur Enzymaktivitatsmessung.

Sekretase Komponente Volumen Verdiinnung
LCIS 50 ul / Kammer /
a-Sekretase MK4-Stammlosung  / 1:1000
a-Substrat / 1:300
LCIS 50 ul / Kammer /
B-Sekretase MK4-Stammlésung  / 1:1000
B-Substrat / 1:100

Im letzten Schritt erfolgte die Messung der Reaktionslésungen im Fluorometer (Tecan Infinite

M1000 Pro). Die verwendeten Parameter kénnen in Tabelle 16 eingesehen werden.

Tabelle 16: Parameter des Fluorometers.

Parameter a-Sekretase B-Sekretase
Zyklenanzahl 120 120
Intervallzeit Minimal Minimal
Exzitationswellenlange 340 nm 345 nm
Exzitationsbandbreite 10 nm 5nm
Emissionswellenlange 490 nm 500 nm
Emissionsbandbreite 10 nm 5nm
Anzahl Blitze 50 50
Blitzfrequenz 400 Hz 400 Hz
Integrationszeit 20 us 20 us
Ruhezeit 10 ms 10 ms

Um lediglich den linearen Anteil der Kinetik darzustellen, wurde nur der Messbereich mit einer
Korrelation >0,95 in die Auswertung einbezogen. Proben mit irregularem Kurvenverlauf oder

deutlicher Abweichung vom Gesamtprobenmittelwert wurden exkludiert.

3.2.4 Lipidanalytik mittels Massenspektrometrie

3.2.41 Aufbereitung einer Zellkultur fiir die Lipidanalytik

Nach (M. O. W. Grimm, Grdsgen, Riemenschneider, et al., 2011; Lauer, 2022; Stahlmann,
2018).

Fir die Extraktion der Lipidfraktion und die anschlieRende massenspektrometrische Analyse
bedurfte es einer Aufbereitung der mit MK4 inkubierten Zellkulturen (siehe Kapitel 3.2.1.4). Die
Zellernte erfolgte nach lichtmikroskopischer Kontrolle. Der gesamte Ernteprozess wurde
schnellstmdglich und auf Eis ausgeflihrt. Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die
Schalen zweifach mit 2 ml HPLC-Wasser von verbleibendem Inkubationsmedium befreit. Nach
dem zweiten Waschvorgang wurden die Schalen vertikal aufgereiht und flir 1 min stehen

gelassen. Die gesammelte Flissigkeit wurde abgesaugt und die Schalen mit 180 yl HPLC-
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Wasser benetzt. Die auf dem Schalenboden adharent gewachsene Zellkultur wurde nun mit
einem Zellschaber abgeldst und in ein Reaktionsgefall Gberfiihrt. Die Proben wurden fir 30 s
auf hochster Stufe homogenisiert, pulszentrifugiert und kurz durchmischt. Danach wurden die
Proben in 1,5 ml-Reaktionsgefalen im Verhaltnis 1 : 10 mit HPLC-Wasser verdinnt.
AnschlielRend wurde eine Proteinmengenbestimmung mittels Bicinchoninsdure -Test nach der
in Kapitel 3.2.3.2 beschriebenen Methodik durchgefiihrt. Proben mit einer Proteinkonzentration
unter 8 mg/ml wurden exkludiert. Die verbleibenden Proben wurden im Anschluss mit HPLC-

Wasser als Verdinnungsmittel auf 8 mg/ml in ein neues 1,5 mil-Reaktionsgefal’ eingestellt.

3.2.4.2 Extraktion der Lipidfraktion

3.2.4.2.1 Erlauterung der Methodik
Nach (M. O. W. Grimm, Grdsgen, Riemenschneider, et al., 2011).

Fir die Analyse des Lipidprofils der mit MK4 inkubierten Zellen musste die Lipidfraktion der
proteinnormierten Zelllysate (siehe Kapitel 3.2.4.1) isoliert werden. Dafir wurde eine Fest-
Flussig-Extraktion durchgefiihrt. Bei diesem chemischen Trennverfahren wird ein
Extraktionsgut (in diesem Falle die Lipidfraktion), welches sich in einer festen Tragerphase
befindet, mithilfe eines Lésungsmittels aus der Tragerphase geldst. In Kombination mit einem
Filtersystem kann schlieflich das Losungsmittel mit dem Extraktionsgut von der verbleibenden
festen Tragerphase getrennt werden. Die Trennung der einzelnen Fraktionen erfolgte auf
einem Filterpapier, welches sich in einer 96-Filterplatte befindet. Die Filterplatte wurde auf
einer 96-Tiefvertiefungsplatte (auch Sammelplatte genannt) befestigt. Durch Bellftung des
Filterpapiers mit Stickstoff kann das Filterpapier vollstandig von Flissigkeit befreit werden. In
dieser Arbeit wurde als Lésungsmittel fir die Lipidfraktion Methanol in Kombination mit
Ammoniumacetat verwendet. Durch Zentrifugation kann die in Methanol gel6ste Lipidfraktion
schlieBlich in die Tiefvertiefungsplatte abgetrennt werden, wahrend die die verbleibende

Fraktion des Zelllysates im Filtersystem verbleiben.

3.2.4.2.2 Versuchsdurchfiihrung
Nach (M. O. W. Grimm, Grdsgen, Riemenschneider, et al., 2011; Lauer, 2022; Stahlmann,
2018).

Nach Befestigen der Filterplatte auf der Tiefvertiefungsplatte wurden die Filterpapiere
zurechtgeschnitten und in der Filterkammer platziert. Anschlielend wurde in einem
Reaktionsgefal® die bereits vorher gerichteten Referenzstandards und das Zellhomogenat
(Kapitel 3.2.4.1) nach dem in Tabelle 17 aufgetragenen Mischverhaltnis pipettiert. Der Bezug
der jeweiligen Standards kann in Kapitel Tabelle 2 eingesehen werden. Bei Lipidstandard 2

handelt es sich um Komponenten des Splash Il Lipidomix Mass Spec Kits (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 17: Pipettierschema der massenspektrometrischen Referenzstandards.

Komponente Lipidklasse Standard Volumen
Phosphatidylcholine 06:0 PC (DHPC)

Lipidstandard 1 Lysophosphatidylcholine 19:0 Lyso PC 1l
Sphingomyeline 06:0 SM (d18:1/6:0)
Triacylglyceride 15:0-18:1(d7)-15:0 TG

Octanoyl-L-Carnitin D3
. Carnitinester und

Lipidstandard 2 Paimitoyl-L-Camnitin D3 > H!
Phosphatidylcholin- C18(Plasm)-18:1(d9) PC
Plasmalogene

Proteinnormierte

Probe / / 10wl

Im Anschluss wurde das Reaktionsgefal® durchmischt und das Stoffgemisch vollstéandig auf
das Filterpapier Uberfuhrt. Daraufhin erfolgte die Trocknung des Filterpapiers durch
Stickstoffstrom (1 bar) fiir 45 min. In der Zwischenzeit wurde die Phenylisothiozyanat-Pyridin-

Lésung nach dem im Tabelle 18 zusammengefassten Pipettierschema gerichtet.

Tabelle 18: Pipettierschema Phenylisothiozyanatlésung.

Komponente Volumen
HPLC-Ethanol 950 pl
HPLC-Wasser 950 ul
Pyridin 950 pl
Phenylisothiozyanat 150 pl

Nach Abschluss der Gasexposition erfolgte die Zugabe von 20 pl der
Phenylisothiozyanatldsung zu allen Proben. Anschliefiend wurden die Gemische fir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Kammern erneut mittels Stickstoffstrom flr
45 min bei 1 bar getrocknet. Im nachsten Schritt wurden 300 ul Ammoniumacetat-Methanol-
Lésung zu den Proben pipettiert und die Platte fir 30 min auf dem Laborrtttler bei 450 rpm
geschuttelt. Im Anschluss wurde die Platte bei 500 g fur 2 min zentrifugiert. Nach Entfernung
der Filterplatte erfolgte die Zugabe von 600 pl eines Laufpuffers, welcher sich aus in HPLC-
Methanol geldstem Ammoniumacetat (Laufpuffer) mit einer Stoffmengenkonzentration von
161,5 mmol/l zusammensetzt. Im letzten Schritt wurde die 96-Tiefvertiefungsplatte mit einer
Silikonmatte abgedichtet und bei -20 °C bis zur Zufihrung der Massenspektrometrie

eingelagert.
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3.2.4.3 Massenspektrometrie

3.2.4.3.1 Erlauterung der Methodik
Nach (Grdésgen, 2013; Lauer, 2022; Stahlmann, 2018; Tycova et al.,, 2021; Vogeser &
Parhofer, 2007; Zullig et al., 2020).

Fir die Analyse der extrahierten Lipidfraktion der mit MK4 inkubierten Zellen wurde ein ESI-
LC-MS/MS-System verwendet. Es handelt sich dabei um eine Elektrosprayinterface (ESI) und
vier nacheinander geschaltete Massenspektrometereinheiten (MS/MS, Synonym Tandem-

MS). Die Funktionsweise dieser zwei Systeme wird im Folgenden kurz erlautert:

1. Elektrosprayionisation:

Die zwei grundlegenden Funktionen der ESI ist die lonisierung der zu analysierenden
Substanz und die Uberfilhrung der Substanz aus der fliissigen in die gasférmige Phase. Die
Probe wird in eine Metallkapillare geleitet. Durch das Anlegen einer Spannung zwischen der
Spitze der Metallkapillare und einer Auffangelektrode entsteht im Zwischenraum ein
elektrisches Feld. Es kommt zur Elektrophorese der bereits geladenen Teilchen durch den
Zwischenraum zur Auffangelektrode. Es bildet sich an der Spitze der Kapillare ein Uberschuss
positiv geladener Teilchen, die sich in Form eines sogenannten Taylor-Tropfens von der
Kapillare ablésen und zur Auffangelektrode wandern. Durch Zugabe eines neutralen Gases
(Stickstoff) wird das Aerosol zunehmend verkleinert. Da Flissigkeit als disperse Phase in einer
Dispersion nur eine bestimmte Menge an geladenen Teilchen tragen kann (Rayleigh-Limit),
kommt es im Rahmen der zunehmenden Oberflachenverkleinerung durch den Gaseinstrom
im Rahmen einer Coulomb-Explosion zum vollstandigen Kollaps der fliissigen Phase. In der
Auffangelektrode befindet sich eine Offnung, durch welche die nun ionisierten Substanzen in
einer Gasphase in das Massenspektrometer geleitet werden. Es handelt sich bei dem
ionisierten Molekll um ein nicht kovalentes Addukt zwischen dem zu analysierenden Substrat
und den Kationen. Durch die ESI-Methode kénnen auch flir andere lonisiationsmethoden

unzugangliche Substrate analysiert werden.

2. Tandem-Massenspektrometrie mit gekoppelter linearer lonisationsfalle:

Das Tandem-Massenspektrometer ermoéglicht eine Auftrennung der bereits ionisierten zu
analysierenden Substrate in einer Gasphase nach ihrer Ladung und Masse. Dadurch wird eine

qualitative und quantitative Aussage der zu analysierenden Probe ermdglicht.

Der Grundbaustein einer Massenspektrometereinheit ist ein Quadrupol. Es handelt sich dabei
um vier parallel zueinander stehende zylindrische Stabe, welche um eine gemeinsame Achse
im Zentrum angeordnet sind. Durch die Stabe flieBt -durch eine angelegte Gleich- und
Wechselspannung bedingt- Strom. Die dadurch resultierende Potentialanderung verleiht den

Staben eine wechselnde positive und negative Polaritat. Zu jedem Zeitpunkt besitzen jeweils
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die zwei Stabe, die gegenuber von der gemeinsamen mittigen Achse liegen, dasselbe
elektrische Potential. Das Gegenpaar besitzt zu jedem Zeitpunkt das genau inverse Potential.
Zwischen inversen Ladungen entsteht gemafls dem Coulombschen Gesetz ein elektrisches
Feld. Durch die Wechselspannung bedingt, ist das elektrische Feld nicht statisch, sondern
oszilliert zwischen den Staben. Ein entlang der mittigen Achse durchlaufendes lon wird durch
die Feldstarke des elektrischen Feldes somit ebenfalls oszillierend in seiner Flugrichtung
ausgelangt. Dabei bestimmt das Verhaltnis von Ladung zu Masse des lons die Auslenkung.
Nur lonen, deren Ladungs-Masse-Verhaltnis mit der vorliegenden Spannung und dem daraus
resultierendem Feld kompatibel ist, kbnnen den Quadrupol durchlaufen und vom Detektor
registriert werden, alle sonstigen lonen werden in die Stadbe ausgelenkt und kénnen nicht

erkannt werden.

Ein automatischer Probengeber (engl. autosampler) erméglicht eine vollautomatische
Zuflhrung der Proben unter Uberwachten Bedingungen. Als Laufpuffer wurde in Methanol
geléstes Ammoniumacetat mit einer Konzentration von 5 mmol/l verwendet. Nach Platzieren
der auf Raumtemperatur aufgewarmten 96-Tiefvertiefungsplatte in den automatischen

Probengeber durchlief der Probengeber den in Tabelle 19 aufgelisteten Zyklus fir jede Probe.

Tabelle 19: Einstellungen des Autosamplers.

Zyklusphase Dauer Laufgeschwindigkeit
1 0-2,4min 30 pl/min
2 2,4 —3 min 200 pl/min

Pro Probe wurde ein Volumen von 20 ul untersucht.

In dieser Arbeit wurde ein Tandem-Massenspektrometer in Kombination mit einer linearen
lonenfalle verwendet. Ein solches System besteht aus vier in Reihe geschalteten Quadrupolen
(genannt Q0-Q3). Durch die Kopplung von vier Quadrupolen kann die Detektion optimiert
werden: Der erste Quadrupol QO fungiert als Stabilisator der durchlaufenden lonen, es findet
keine Trennung statt. Die Offnung zur ersten Kammer steht unter einer Spannung
(declustering potential), wodurch die lonen nicht verklumpen. In der zweiten Einheit Q1 werden
die ersten lonen spezifisch nach oben erlauterter Methodik selektioniert, sodass nur eine
lonenklasse in die nachste Kammer gelangen kann. In der Kammer Q2, welche auch
Kollisionskammer genannt wird, werden die lonen fragmentiert. Durch Anlegen einer
Spannung kommt es zur Zunahme der kinetischen Energie der beschleunigten Teilchen.
Durch Zugabe eines inerten Gases (im Falle dieser Arbeit Stickstoff) kommt es zu
Kollisionsereignissen, deren Energie zum Aufbrechen von kovalenten Bindungen fihrt. Die
bendtigte Energie fir diesen Prozess bezeichnet man als Kollisionsenergie (engl. collision

energy). Den Fragmentierungsprozess wird auch als kollisions-induzierte Dissoziation
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(englisch: collisinally induced dissociation, CID) bezeichnet, die Molekule vor Fragmentierung
als Vorlauferionen (engl. precusor ion) uns nach der Fragmentierung als Fragmentionen (engl.
fragment ions). Der in Kammer Q4 befindliche Quadrupol operiert nach dem Prinzip der
linearen lonenfalle (englisch: linear ion trap, LIT). Dieses Funktionsprinzip unterscheidet sich
von den Quadrupolen QO0-Q2. Hierbei erfolgt die lonenauslenkung ausschlief3lich mittels
Wechselspannung. Die durchwandernden lonen werden am Anfang und Ende des Quadrupols
durch eine Gleichstrombarriere, eine Ringelektrode, an der Passage gehindert. Somit ist eine
Anreicherung eines bestimmten lons in der Kammermitte moglich, was die Nachweisbarkeit
erhdhen kann. Nach einer festlegbaren Sammelzeit werden die angereicherten Fragmente

schlieRlich in den Detektor entlassen.

Durch die MRM-Methodik ist eine genauere Differenzierung der Lipide mdglich. Jedes Lipid
besitzt eine eindeutige Kombination aus Q1- und Q3-Masse-Ladungsverhaltnis. Das in Q3

detektierte Fragment reprasentiert dabei die polare Kopfgruppe des Lipides.

Die Limitierung der Methodik liegt in der fehlenden Aussagekraft der Molekulkonfiguration. Es
Iasst sich lediglich die Lipidklasse, die Anzahl an Kohlenstoffatomen der Acylseitenketten und
die Summe an Doppelbindungen bestimmen. Somit kommen aus der Kombination aus Q1-

und Q3-Masse-Ladungsverhaltnis mehrere mdgliche Konfigurationsisomere in Betracht.

3.2.4.3.2 Versuchsdurchfiihrung
Nach (Grésgen, 2013; Lauer, 2022; Stahlmann, 2018).

Tabelle 20 fasst die Einstellungsoptionen der ESI-MS/MS, die wahrend allen Messungen
verwendet wurden, zusammen. Tabelle 21 - Tabelle 24 listet die untersuchten Lipide, sortiert
nach Lipidspezies und ihre spezifischen Q1- und Q3 Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse, sowie

deren Declustering-Potential (Akronym: DP) und Kollisionsenergie (englisches Akronym: CE),

auf.
Tabelle 20: Einstellung der ESI-MS/MS

Parameter Einstellung
Messdauer 3 min
Scan-Typ MRM
Vorhang-Gas Druck (Curtain-Gas-Pressure) 20 psi (= 137,9 kPa)
CAD Mittel
ESI-Spannung 5,5 kV
Temperatur 200 °C
lonenquelle Gas 1 40 psi (= 275,8 kPa)
lonenquelle Gas 2 50 psi (= 344,74 kPa)
Interfaceheizer Eingeschaltet
Eingangspotential 10V
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Parameter Einstellung
Kollisionszellenausgangspotential 15V
Injektionsvolumen 20 pl
Zuggeschwindigkeit (Draw Speed) 200 pl/min
Auswurfgeschwindigkeit (Eject Speed) 200 pl/min
Nadelreinigungsintervall 10s

Tabelle 21: MRM-Parameter Phosphatidylcholine (PCaa, PCae und LPC).

Lipid 8};'_";1/ z f’N‘;’;‘H’;Z/ z DP [V] CE [eV]
PCaa C20:0 566,2 184 94 31
PCaa C24:0 622,4 184 08 33
PCaa C26:0 650,5 184 103 35
PCaa C28:0 678,5 184 106 35
PCaa C28:1 676,5 184 106 35
PCaa C30:0 706,5 184 114 37
PCaa C30:2 702,5 184 111 37
PCaa C32:0 734.6 184 119 39
PCaa C32:1 732,6 184 118 39
PCaa C32:2 730,5 184 117 38
PCaa C32:3 7285 184 117 38
PCaa C34:1 760,6 184 125 41
PCaa C34:2 758,6 184 123 40
PCaa C34:3 756,6 184 123 40
PCaa C34:4 7545 184 122 40
PCaa C36:0 790,6 184 131 43
PCaa C36:1 788,6 184 131 43
PCaa C36:2 786,6 184 130 42
PCaa C36:3 784.6 184 130 42
PCaa C36:4 782,6 184 129 42
PCaa C36:5 780,6 184 128 42
PCaa C36:6 7785 184 128 42
PCaa C38:0 818,7 184 138 45
PCaa C38:1 816,7 184 138 45
PCaa C38:3 812,6 184 136 44
PCaa C38:4 810,6 184 136 44
PCaa C38:5 808,6 184 136 44
PCaa C38:6 806,6 184 135 44
PCaa C40:0 846,7 184 145 47
PCaa C40:1 8447 184 145 47
PCaa C40:2 842,7 184 144 47
PCaa C40:3 840,7 184 144 47
PCaa C40:4 838,6 184 144 47
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Lipid (Qh};H';Z/ z (QN‘;’;'H';Z/ z DP [V] CE [eV]
PCaa C40:5 836,6 184 143 47
PCaa C40:6 834,6 184 143 46
PCaa C42:0 874,7 184 154 50
PCaa C42:1 872,7 184 153 50
PCaa C42:2 870,7 184 153 50
PCaa C42:4 866,7 184 152 50
PCaa C42:5 864,7 184 151 49
PCaa C42:6 862,6 184 150 49
PCaa C44:0 902,7 184 163 50
PCaa C48:0 958,8 184 170 50
PCae C30:1 690,5 184 109 36
PCae C30:2 688,5 184 108 36
PCae C32:1 718,6 184 115 38
PCae C32:2 716,6 184 114 37
PCae C34:0 7486 184 122 40
PCae C34:1 746,6 184 121 39
PCae C34:2 744.6 184 120 39
PCae C34:3 742,6 184 120 39
PCae C36:0 7767 184 128 42
PCae C36:1 7746 184 127 41
PCae C36:2 772,6 184 127 41
PCae C36:3 770,6 184 126 41
PCae C36:4 768,6 184 126 41
PCae C36:5 766,6 184 125 41
PCae C38:0 804,7 184 135 44
PCae C38:1 802,7 184 134 44
PCae C38:2 800,7 184 133 43
PCae C38:3 798,6 184 133 43
PCae C38:4 796,6 184 133 43
PCae C38:5 794.6 184 132 43
PCae C38:6 792,6 184 132 43
PCae C40:0 832,7 184 142 46
PCae C40:1/

oo (40,8 830,7 184 141 46
PCae C40:2 828,7 184 141 46
PCae C40:3/

ooy Gaoto 8287 184 140 46
PCae C40:4 824.7 184 140 45
PCae C40:5 822,6 184 139 45
PCae C40:6 820,6 184 139 45
PCae C42:0 860,8 184 150 49
PCae C42:1 858,7 184 141 46
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Lipid (Qh};H';Z/ z (QN‘;’;'H';Z/ z DP [V] CE [eV]
PCae C42:2 856,7 184 149 48
PCae C42:3 854,7 184 148 48
PCae C42:4 852,7 184 148 48
PCae C42:5 850,7 184 147 48
PCae C44:3 882,7 184 156 51
PCae C44:4 880,7 184 156 51
PoaeCoes!  ersy 184 155 51
PCae C44:6 876,7 184 154 50
LPC 06:0 356,2 184 72 31
LPC 10:0 412,3 184 76 30
LPC 12:0 440,4 184 78 30
LPC 14:0 468,3 184 79 30
LPC 16:0 496,3 184 81 31
LPC 16:1 494,3 184 79 30
LPC 17:0 510,3 184 82 31
LPC 18:0 524,3 184 85 31
LPC 18:1 522,3 184 82 31
LPC18:2 520,3 184 82 31
LPC 18:3 518,4 184 82 31
LPC 20:0 552,4 184 89 31
LPC 20:3 546,3 184 87 31
LPC 20:4 5443 184 85 31
LPC 20:5 5424 184 84 31
LPC 22:0 580,5 184 93 32
LPC 22:6 568,4 184 90 32
LPC 24:0 608,4 184 96 33
LPC 26:0 636,5 184 101 34
LPC 26:1 634,4 184 08 33
LPC 28:0 664,5 184 105 35
LPC 28:1 662,5 184 103 35
Tabelle 22: MRM-Parameter Sphingomyeline (SM).
Lipid ?h},r'H’;Z/ z ?N‘;’;‘H’;Z/ z DP [V] CE [eV]
SMC32:20H  689,6 184 108 36
SM C34:1 703,6 184 112 37
SM C34:2 701,6 184 111 37
SMC34:20H 7176 184 114 38
SM C36:1 7316 184 117 38
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Lipid (Qh};H';Z/ z (QN‘;’;'H';Z/ z DP [V] CE [eV]
SM C36:2 7296 184 117 38
SM C38:3 755,6 184 123 40
SM C40:20H  801,7 184 134 43
SM C40:30H  799,7 184 133 43
SM C40:4 7816 184 129 42
SM C42:1 815,7 184 137 45
SM C42:2 813,7 184 137 45
SMC4220H  829,7 184 141 46
SM C44:1 843,7 184 145 47
SM C44:2 841,7 184 144 47
Tabelle 23: MRM-Parameter Carnitinester (CE).
Lipid (Qh};H';Z/ z (QN‘;’;'H';Z/ z DP [V] CE [eV]
CEQ0 162,1 85,1 61 27
CE02 204,1 85,1 41 27
CE03 218,1 85,1 46 29
CEO03 OH 234,1 85,1 53 30
CE03:1 216,1 85,1 49 27
CE04 232,2 85,1 46 29
CE04 OH 248, 1 85,1 55 32
CE04:1 230,1 85,1 52 29
CE05 246,2 85,1 46 29
CE05 M DC 290,2 85,1 63 37
CE05 OH 262,2 85,1 58 33
CE05: 1 2442 85,1 55 31
CE05:1 DC 2741 85,1 60 35
CE06 260,2 85,1 56 27
CE06 OH 276,2 85,1 61 35
CE06:1 258,2 85,1 57 33
CEO07 DC 304,2 85,1 66 39
CE08 288,2 85,1 66 33
CE08:1 286,2 85,1 63 37
CE09 302,2 85,1 66 39
CE10 316,2 85,1 56 37
CE10:1 314,2 85,1 68 40
CE10:2 312,2 85,1 67 40
CE12 344,3 85,1 73 44
CE12DC 374,3 85,1 86 45
CE12:1 342,3 85,1 73 44
CE14 372,3 85,1 86 45
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Lipid (Qh};H';Z/ z (QN‘;’;'H';Z/ z DP [V] CE [eV]
CE14:1 370,3 85,1 78 47
CE14:1 OH 386,3 85,1 81 50
CE14:2 368,3 85,1 78 47
CE14:2 OH 384,3 85,1 81 49
CE16 400,3 85,1 84 51
CE16 OH 416,3 85,1 87 53
CE16:1 398,3 85,1 84 51
CE16:1 OH 414,3 85,1 87 53
CE16:2 396,3 85,1 83 51
CE16:2 OH 412,3 85,1 86 53
CE18:0 4284 85,1 96 63
CE18:1 426,4 85,1 89 55
CE18:1 OH 442,4 85,1 92 57
CE18:2 4243 85,1 89 54
Tabelle 24: MRM-Parameter Triacylglyceride (TAG).
Lipid Q1-m/z (M+H)* Q3 - m/z (M+H)* DP [V] CE [eV]
TAG C48:0 824.8 551,8 100 25
TAG C50:3 846,8 573,8 100 25
TAG C50:2 848,8 575,8 100 25
TAG C50:1 850,8 577,8 100 25
TAG C50:0 852,8 579,8 100 25
TAG C52:6 868,7 595,7 100 25
TAG C52:5 870,8 597,8 100 25
TAG C52:4 872,8 599,8 100 25
TAG C52:3 874,8 601,8 100 25
TAG C52:2 876,8 603,8 100 25
TAG C52:1 878,8 605,8 100 25
TAG C52:0 880,8 607,8 100 25
TAG C54:9 890,7 595,7 100 25
TAG C54:8 892,7 597,7 100 25
TAG C54:7 894,8 599,8 100 25
TAG C54:6 896,8 601,8 100 25
TAG C54:5 898,8 625,8 100 25
TAG C54:4 900,8 627,8 100 25
TAG C54:3 902,8 629,8 100 25
TAG C54:2 904,8 631,8 100 25
TAG C54:1 906,9 633,9 100 25
TAG C56:8 920,8 625,8 100 25
TAG C56:7 922,8 627,8 100 25
TAG C56:6 924,8 629,8 100 25
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Lipid Q1-m/z(M+H)* Q3 -m/z (M+H)* DP [V] CE [eV]
TAG C56:5 926,8 631,8 100 25
TAG C56:4 928,8 633,8 100 25
TAG C56:3 930,9 635,9 100 25
TAG C56:2 932,9 659,9 100 25
TAG C56:1 934,9 661,9 100 25
TAG C58:7 950,8 655,8 100 25
TAG C58:6 952,8 657,8 100 25
TAG C58:5 954,8 659,8 100 25
TAG C58:4 956,9 661,9 100 25
TAG C58:3 958,9 663,9 100 25
TAG C58:2 960,9 659,9 100 25
TAG C60:6 980,9 685,9 100 25
TAG C60:5 982,9 687,9 100 25
TAG C60:4 984,9 689,9 100 25
TAG C60:3 986,9 687,9 100 25

Jede Probe wurde in drei unabhangigen Messungen analysiert.

3.2.4.3.3 Statistische Analyse

Es wurde die Software Analyst 1.4.2 fir die Darstellung und Abspeicherung der gewonnenen
Daten verwendet. Die vom Teilchendetektor gemessenen Zahlungen pro Sekunde (engl.
counts per seconds, CPS) erlauben keine quantitative Aussage. Die Zugabe des normierten
Standards (siehe Kapitel 3.2.4.2.2) wahrend der Lipidextraktion ermdglichte in der
anschlie®enden Auswertung die Beurteilung in der Extraktionseffizienz. In der weiteren
Analyse wurden die cps einer Substanzprobe (MK4) relativ zur Kontrolle (Ethanol)
ausgewertet. Die verwendeten Standards flir die zu analysierenden Lipide kénnen in Tabelle

17 eingesehen werden.

Vor weiteren Analysen wurde das registrierte Spektrum jeder Probe Uberprift. Die restliche

statistische Analyse wurde mit der Software Microsoft Excel durchgefihrt.

Initial wurde jedes detektierte Einzellipid auf den Standard der Lipidklasse (siehe Tabelle 17)
normiert. Durch die dreifache Messung der Probe im Massenspektrometer ergaben sich auch
drei normierte cps fir jedes Einzellipid. Aus diesem Triplikat wurde der Mittelwert gebildet. Im
nachsten Schritt erfolgte der Vergleich der normierten cps zwischen den einzelnen Proben.

Proben mit einer deutlichen Abweichung wurden von der weiteren Analyse exkludiert.

Um die Messergebnisse mehrerer zeitlich getrennter Inkubationen und Vermessungen
gemeinsam  auswerten zu  konnen, erfolgte eine  Normierung auf die

Lésungsmittelkontrollgruppe der ersten Inkubation.
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Die Daten der drei Durchlaufe wurden nun zusammengefiihrt und untereinander analysiert.

Fir Untersuchung auf statistische Signifikanz wurde der zweiseitige t-Test verwendet.

Zur graphischen Darstellung der Lipidveranderung der inkubierten Proben im Vergleich zu den
nicht mit MK4 inkubierten Kontrollen, wurde ein Volcano Plot erstellt. Bei einem Volcano Plot
handelt es sich um eine graphische Darstellung von Datenpunkten in einem kartesischen
Koordinatensystem. Dabei bildete die Abszisse, die zur Basis zwei logarithmierte relative
Anderung des Mittelwertes eines inkubierten Einzellipides zum Mittel der Negativkontrollen
und die Ordinate die Signifikanz als negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes ab. Die
vertikalen Linien reprasentieren dabei den jeweils den grofieren (von Probe oder Kontrolle)
mittleren (ebenfalls zur Basis zwei logarithmierten) Standardfehler des Mittelwertes aller
Einzellipide. Die horizontale Linie reprasentiert das dekadisch logarithmierte Signifikanzniveau
von 5 %. Somit sind Lipide, die sich oberhalb der horizontalen und auf3erhalb der vertikalen
Linie befinden, im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant verandert und ihre
relative Anderung liegt auRerhalb des durchschnittlichen Standardfehlers des Mittelwertes. Um
die Gewichtung eines Lipides untereinander zur Darstellung zu bringen, wurden die Lipide als
Blasen dargestellt, deren Flacheninhalt dem relativen Anteil der cps dieses Lipides an der
Gesamt-cps der Lipidklasse in der MK4-Gruppe darstellt. Alterationen der gesamten Klasse,
Sattigung und Kettenlange gegentiber der Kontrolle wurden in Form von Saulendiagrammen
dargestellt. Zusatzlich erfolgte die Darstellung der MK4-bedingten Lipidalterationen gegentber
der Kontrolle, sowie der relative Anteil einzelner Lipidspezies an der gesamten Klasse in Form

einer Warmekarte (engl. heatmap, es wird ab jetzt der englische Begriff verwendet).

57



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Der neuroprotektive Einfluss des Vitamin K2 gewinnt in der Literatur zunehmend an
Bedeutung. Inzwischen konnten in vitro und in vivo-Studien eine Vielzahl protektiver
Wirkmechanismen des Vitamin K2 und seiner assoziierten VKDP auf das
Zentralnervensystem nachweisen (Ferland, 2012b, 2013). Diese Beobachtungen werden
durch mehrere epidemiologischen Studien gestitzt, welche eine Korrelation zwischen dem
Vitamin K-Spiegel und kognitiver Leistung im Alter nachweisen konnten (Alisi et al., 2019).
Neben diesem Zusammenhang ist die Bedeutung der Lipide im Kontext der Pathogenese der
Alzheimerdemenz im Laufe der letzten Jahre zunehmend bewusst geworden, wobei von
einem komplexen und verzahnten Zusammenspiel zwischen Lipidstoffwechsel und APP-
Prozessierung ausgegangen werden muss (M. O. W. Grimm et al., 2017; Zimmer et al., 2024).
Es besteht folglich ein berechtigtes Interesse an den noch unbekannten
Wirkzusammenhangen zwischen MK4 und Lipidhomostase. Um diesem Interesse
nachzukommen, sollte im ersten und zweiten Abschnitt dieser Arbeit der Frage nach dem
Einfluss des MK4 auf die Lipidhomdstase mittels massenspektrometrischer Analyseverfahren
nachgegangen werden. Dabei bestand das Interesse der Fragestellung nach dem Einfluss des
MK4 auf membranbildenden Lipiden und Lipiden des mitochondrialen Energiemetabolismus.
Im zweiten Teil dieser Arbeit erfolgte die Analyse eines direkten Einflusses des MK4 auf die
APP-prozessierenden Sekretase in vitalen Zellen mittels Echtzeit-Fluoreszenzspektrometrie

und Genexpressionsanalysen.

4.1 Einfluss des MK4 auf die Lipidkomposition

Um der gesetzten Fragestellung nach dem Einfluss des MK4 auf die Lipidhomdstase in dieser
Arbeit nachzukommen, wurde ein massenspektrometrischer Ansatz gewahlt. Die in Kapitel
3.2.4.3.1 naher beschriebene Methodik eignet sich, um semi-quantitative Veranderungen des
Lipidprofils zu detektieren. Es wurden als Zelllinie SH-SY5Y-Zellen vom Wildtyp gewahlt, die
als in vitro-Modell fir Untersuchungen neurodegenerativer Pathomechanismen regelhaft
verwendet werden (Agholme et al.,, 2010). Nach einer 72 h andauernden Inkubation mit
100 uM MK4 wurden die generierten massenspektrometrischen Daten ausgewertet und
werden im Folgenden vorgestellt:

Es wurden insgesamt 199 Lipidspezies aus den Lipidklassen der Phospholipide (Diacyl-
Phosphatidylcholine (PCaa), Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae),
Lysophosphatidylcholine (LPC)), Sphingomyeline (SM) sowie Reprasentanten des
mitochondrialen Energiestoffwechsels in Form der Carnitinester (CE) und Triacylglyceride
(TAG) untersucht. Nach Inkubation und Extraktion der proteinnormierten Lipidfraktion wurden
die Proben massenspektrometrisch mittels ESI-MS/MS untersucht. Es wurden insgesamt drei
unabhangige Messdurchgange durchgefiihrt und ausgewertet. Die Analyse fokussierte sich

auf die vergleichende Auswertung der Sattigungsgrade und der Fettsaurekettenlangen. Dafur
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wurden separiert die Sattigungsgrade in Form der drei Klassen der SFA, MUFA und PUFA
eingeteilt und analysiert. Es erfolgte zusatzlich eine vertiefende Analyse der einzelnen
Sattigungsgrade und Verteilungen innerhalb der PUFA. Die Kettenlangen wurden unabhangig
von der Sattigung in Gruppen und einzeln betrachtet. Die gewahlte Notation dieser Arbeit
beinhaltet dabei die Lipidklasse, die Acylseitenkettenlange und Acylseitenkettensattigung (X-
CY: Z; X=Lipidklasse, C=Kohlenstoff, Y=Acylseitenkettenlange, Z=Acylseitenkettensattigung /
PCaa-C36:0 entspricht somit einem Diacyl-Phosphatidylcholin mit der summierten
Kettenlange von 36 Kohlenstoffatomen ohne Séattigung). Uber Aufbau und Bedeutung der

analysierten Klassen wird in Kapitel 5.1 tiefergreifend eingegangen.

411 Zytotoxizitatsanalyse

Zu Beginn der Arbeit sollte die moégliche Zytotoxizitat des MK4 auf die untersuchten Wildtyp-
SH-SY5Y-Zellen untersucht werden. Die untersuchte Konzentrationsspannweite wurde
zwischen 5uM und 100uM auf Zytotoxizitat untersucht. Die Toxizitdtsmessung erfolgte Uber
Messung der Aktivitat der Laktatdehydrogenase (siehe Kapitel 3.2.3.1). Die ermittelte Toxizitat
wurde anschlieliend zum Verhaltnis der korrespondierenden Proteinkonzentration gesetzt. Die
Messung des Proteingehaltes erfolgte dabei mittel BCA-Testung (siehe Kapitel 3.2.3.2).
Insgesamt wurden drei unabhangige Toxizitatsbestimmungen durchgefihrt. Anschliel3end
wurden die Inkubationskonzentrationen auf einen signifikanten Unterschied gegentber der
Ethanolkontrolle mittels zweiseitigem Student-t-Test Uberprift. Es konnte in der gesamten
Konzentrationsreihe keine signifikant von der Kontrolle abweichende proteinnormierte
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Dieser Befund deckt sich mit den in der Literatur

beschriebenen gleichartigen Untersuchungen (Shandilya et al., 2021; Y. Yu et al., 2016).

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde fur die folgende Lipidanalytik und Expressionsanalyse

die supraphysiologische Konzentration von 100 uM gewahlt.

4.1.2 Analyse der Diacyl-Phosphatidylcholine

Phosphatidylcholine gehéren zur Gruppe der Phosphoglycerolipide (Synonym:
Phosphoglyceride) und setzen sich aus 3-Phosphoglycerin, der quartaren
Ammoniumverbindung Cholin und zwei Fettsduren mit variabler Sattigung und Kettenlange
zusammen. Es bildet durch seine amphiphilen Eigenschaften einen essenziellen Bestandteil
doppelschichtiger Zellmembranen (Burdge & Calder, 2015). Auf den chemischen Aufbau, das

Vorkommen und die Funktion in Zellmembranen wird in Kapitel 5.1.1 vertieft eingegangen.

Von 43 Lipidspezies der Phosphatidylcholine zeigten 14 der mit MK4 inkubierten Spezies eine

signifikante Zu-, und zwei eine signifikante Abnahme.

Der Mittelwert aller prozentualen Veranderungen der Einzellipide ergab einen statistisch
signifikanten Zuwachs im Vergleich zur Kontrolle auf 110,4 % (1,8 %; p < 0,001; Abbildung
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3C) im Sinne eines Klasseneffektes, welcher jedoch nach Gewichtung nach Masseanteilen
der Einzellipide mit 103,8 % (5,7 %; p = 0,561; Abbildung 3D) keine Signifikanz mehr zeigen
konnte. Der Verlust eines signifikanten Klasseneffektes lasst sich durch die Stabilitat der
anteilsmaRig dominierenden Spezies PCaa-C34:1 (Anteil an Gesamtdetektion entspricht 26,5
%, siehe Abbildung 2B) mit einer Veranderung von lediglich 103 % (£5,3 %; p = 0,628;
Abbildung 2A) gegentiber der Kontrolle erklaren.

Die héchste Zunahme innerhalb der Diacyl-Phosphatidylcholine verzeichnete die Spezies
PCaa-38:6 mit 139,5 % (6,6 %, p < 0,001; Abbildung 2A), die héchste Abnahme zeigte PCaa-
42:1 mit 83,4% (4,0 %; p < 0,001; Abbildung 2A).

Die Analyse der Sattigungsklassen zeigte eine statistisch signifikante Zunahme der SFA auf
122,1 % (£5,1 %; p = 0,003; Abbildung 4A), wahrend bei den MUFA und PUFA keine
signifikanten Veranderungen festgestellt werden konnten (Abbildung 4A). Innerhalb der
Gruppe der PUFA zeigten die sechsfach ungesattigten Fettsduren eine relative Zunahme auf
130,5 % (6,6 %; p = 0,003; Abbildung 4B). Das Verhaltnis zwischen gesattigt zu sechsfach
ungesattigten Fettsauren (CX:0/CX:6) zeigte unter Inkubation mit MK4 gegenlber der
Kontrolle keine signifikante Abnahme. Das Verhaltnis der mehrfach ungesattigten Fettsduren
untereinander zeigte signifikante Umverteilung hin zu mehr finf- und sechsfach ungesattigten
Fettsauren auf Kosten von vierfach ungesattigten Fettsauren (siehe Abbildung 4E). So zeigte
das Verhaltnis CX:4/(CX:5+CX:6) eine Abnahme auf 91,4% (£1,4 %; p < 0,001) und CX:4/CX:6
auf 85,2 % (1,7 %; p < 0,001). Die Analyse der Verteilung der Sattigung innerhalb einer
Klasse zeigte eine Zunahme der gesattigten (108 %; p < 0,001; Abbildung 4F) und mehrfach
ungesattigten Fettsauren X:4 (106 %; p = 0,004; ), X:5 (110,5 %; p < 0,001; Abbildung 4F) und
X:6 (124,6 %; p < 0,001; Abbildung 4F) auf Kosten der einfach (98,1 %; p < 0,001; Abbildung
4F) und zweifach ungesattigten Fettsauren (91,5 %; p < 0,001; Abbildung 4F). Dreifach
ungesattigte Fettsauren zeigten mit 99,9 % keine Veranderung (Abbildung 4F).

Neben den beschriebenen Effekten einer MK4-Inkubation auf die Sattigung zeigte sich
zusatzlich eine Alteration der Kettenlangen der Diacyl-Phosphatidylcholine. Eine Einteilung
aller untersuchten Lipide in kurzkettige (unter 32 Kohlenstoffatome), mittelkettige (zwischen
32 und 36 Kohlenstoffatomen) und langkettige (Uber 36 Kohlenstoffatome) Seitenketten der
Phosphatidylcholine zeigte keine Gruppeneffekte (Siehe Abbildung 4C). Eine Betrachtung der
einzelnen Kettenlangen hingegen zeigte eine signifikante Zunahme der Einzellipide C24:X auf
132,0 % (£8,9 %; p = 0,023; Abbildung 4D), C26:X auf 129,4 % (£9,0 %; p = 0,037; Abbildung
4D) und C40:X auf 119,0 % (6,6 %; p = 0,030; Abbildung 4D).

Zusammenfassend konnten mehrere - teilweise hochsignifikante - Alterationen der
Zusammensetzung und Verteilung der Phosphatidylcholine unter Anwesenheit von MK4 in

SH-SY5Y-Zellen nachgewiesen werden. Insbesondere kam es zu einem Zuwachs der
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kurzkettig-gesattigten und der sechsfach ungesattigten, auf Kosten der einfach und zweifach

ungesattigten Fettsauren. Eine detaillierte Aufarbeitung der Daten ist in Tabelle 27 im Anhang

einzusehen.
(A) SIR|R |2 2|22 (B) SIR|R|2|2 |22
20:X 20:X
24:X 24:X
26:X 26:X
28:X 28:X
30:X 30:X
32:X - 32:X
34:X 34:X
36:X 36:X
38:X . 38:X
40:X 40:X
42:X 42:X
44:X 44:X
48:X 48:X

Abbildung 2: Heatmap der Diacyl-Phosphatidylcholine (PCaa). Farbliche Darstellung der relativen
Veranderung und der Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der PCaa unter Inkubation mit 100 yM MK4
fur 72h in SH-SY5Y-Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine
Zeile mit jeweils der gleichen Kettenlange (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weif3en Feld wurden nicht untersucht.
(A): Relative Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin,
die Abnahme rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitét korreliert dabei
positiv (rot und griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter
Inkubation mit MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt.
Der Anteil einer Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hdchsten Anteil besitzt die
Spezies PCaa-C34:1.

61



Ergebnisse

m Kontrolle ©@MK4
4,0 4 4,0
320
. €32:0 ca2:1 &=
ca2:1 \ / ‘L é
! ! ! ! < 120 wxx
i I |- c
1 i i i ® 100
1 i i i
. : 7 . , g
o ﬂ)
i i c38:6 i i f T 80
tao ! Lo : €386 £
e H i ! > 60
| ' ' ' >
i i i " =
i i ' : s 0
i i i ‘
i i i ; c42:6 20
2,5 ' . 1254 1 :
— ' H Chea — ] | ca2a €380
T i H €380 T ! ! : o
(7] { i Q ' i (366 PCaa B
; ; c40:6 ;
;I ' ! €366 C40:6 3. . . Ungewichtet
Q. | ] o ' '
-; 12,0 4 i \; 12,0 A ' it
i , ' ' :
%E‘ ! ' ca2is /403 %‘E : ' O/ (D)
k) o c42:5
- 420 i c40:4 \ - c42:0 i '
’ -\ i ; \ \) H ' Ca0:4 C32:36\_ mKontrolle @MK4
154 ! C42:6 \_cra:0 54 €24:0
I ' ' ' (XL
' . : : 190
1 v 260 3 v C26:0
! ! 323 ! ! x 10 -
11,0 4 : 11,0 4 ! o €30:0 £
' ' ' v © %" 100
H e €30:0 i ° 5
3
H ' ! (9 E 80
105 A 1 s
10, io 5 ‘o 60
1 - @ g
1 ' 2
1 1 1 ©
S a0
1 1 : o &
: o i ; 20
e i
T T -6 = T ! r T 6,0 4 Ly T 1
0,5 0,3 01 01 03 05 0,5 03 01 01 03 05 o L
log,(Relative Anderung) log,(Relative Anderung) PCaa:

Gewichtet

Abbildung 3: Lipidalteration der Diacyl-Phosphatidylcholine (PCaa). (A) und (B): Massenspektrometrisch
detektierte Veranderung einzelner Lipidspezies der Diacyl-Phosphatidylcholine nach einer 72-stiindigen Inkubation
mit 100 uM MK4 im Vergleich zu einer Lésungsmittelkontrolle in einem Volcano-Plot. Dabei bildet die Abszisse die
zur Basis 2 logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten Proben gegeniiber der Kontrolle. Die
Ordinate zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-t-Test ermittelten - p-Wertes zwischen
Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie reprasentiert die Signifikanzgrenze von 0,05 und
die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils héheren Mittelwert aller relativen Standardfehler des Mittelwertes von
Probe oder Kontrolle. Es sind ausschliel3lich signifikant veranderte Lipide beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind
die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der rechten Seite (B) als Blasen dargestellt, wobei die Flache der
Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der Phosphatidylcholin-Gesamtmenge angibt. (C): Mittlere Veranderung
aller analysierten Lipide. (D): Veranderung der Phosphatidylcholin-Gesamtmenge. Schwarze Saulen zeigen MK4,
graue Saulen die Kontrolle. Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * /
p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***). Die Fehlerindikatoren représentieren den Standardfehler des
Mittelwertes.
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Abbildung 4: Siattigung und Kettenlange der Diacyl-Phosphatidylcholine (PCaa).
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Darstellung der

massenspektrometrisch detektierten relativen Veranderung der fir 72 h mit 100 yM MK4 inkubierten Proben (graue
Saulen) gegenliber der Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Sdulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich
auf die Anzahl der Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den
Diagrammen zu entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X“ gekennzeichnet. Fehlerindikatoren
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes, Sterne (iber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test
signifikante Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz
entspricht ,n.s.“). (A): Analyse der Séattigungsklassen. (B): Analyse der einzelnen Sattigungsgrade. (C): Analyse der
Kettenldngenklassen. (D): Analyse der einzelnen Kettenldngen. (E): Analyse der Séttigungsklassenverteilung
untereinander. (F): Analyse der Sattigungsklassenanteile.
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4.1.3 Analyse der Phosphatidylcholin-Plasmalogene

Phosphatidylcholin-Plasmalogene leiten sich aus Phosphatidylcholinen ab und gehdrten zur
Gruppe der Etherlipide. Dabei handelt es sich um Phosphogylceride, bei denen eine
Acylseitenkette durch einen langkettigen Alkohol ausgetauscht wird. Der langkettige Alkohol
bindet dabei an das Glycerin Uber eine Etherbindung. Sowohl der Alkohol als auch die
verbleibenden Acylseitenketten besitzen unterschiedliche Sattigungsgrade und Kettenlangen
(Braverman & Moser, 2012). Die Lipidklasse wird in Kapitel 5.1.2.2 vertieft beleuchtet.

Von den insgesamt 39 analysierten Plasmalogen-Spezies zeigten sieben Spezies eine
signifikante Zu-, und zwolIf eine Abnahme, die verbleibenden 20 Spezies zeigten gegenlber

der Kontrolle keine signifikante Anderung.

Da sowohl Zu- als auch Abnahmen innerhalb der Plasmalogene verzeichnet werden konnten,
zeigte sich sowohl gewichtet mit 96,8 % (£2,3 %; p = 0,217; Abbildung 6D) als auch
ungewichtet mit 99,1 % (1,2 %; p = 0,454; Abbildung 6C) kein Klasseneffekt.

Die grof3te Abnahme mit 82,4 % (£2,5 %; p < 0,001; Abbildung 5) zeigte das Lipid PCae-C36:2,
die groRte Zunahme verzeichnete PCae-C34:0 mit 115,7 % (£2,8 %; p < 0,001; Abbildung 5).
Eine Analyse der Verteilung der Phosphatidylcholin-Plasmalogene untereinander wird in
Abbildung 6B in Form der BlasengréfRe, und in Abbildung 5B in Form der Farbintensitat
dargestellt. Es zeigte sich dabei PCae-C34:1 mit 24,5 % als die Lipidspezies mit dem hdchsten
Anteil, welche jedoch mit 101,3 % (2,5 %; p = 0,644; Abbildung 5A) keine signifikante

Anderung verzeichnete.

In Analogie zur Gruppe der Diacyl-Phosphatidylcholine (siehe Kapitel 4.1.2) zeigte sich eine
signifikante Zunahme der gesattigten Fettsduren auf 109,8 % (2,3 %; p = 0,002; Abbildung
7A). AulRerdem konnte eine Abnahme der Gruppe der mehrfach ungesattigten Fettsauren im
Vergleich zur Kontrolle auf 94,7 % (22,3 %; p = 0,042; Abbildung 7A) beobachtet werden. Auch
die Analyse der Sattigungsverteilung innerhalb der mehrfach ungesattigten Fettsauren zeigte
in Analogie zu den Diacyl-Phosphatidylcholinen mit einer Abnahme von 89,8 % (2,0 %;
p < 0,001; Abbildung 7E) eine relativ hdhere Zunahme der sechsfach ungesattigten gegeniber
den vierfach ungesattigten Fettsduren (CX:4/CX:6). Das Verhéltnis zwischen gesattigt zu
sechsfach ungesattigt (CX:0/CX:6) hingegen zeigte mit 99,3 % (£2,3 %; p = 0,0764; Abbildung
7E) eine gleichmafRige Zunahme beider Sattigungsgruppen innerhalb der Phosphatidylcholin-
Plasmalogene. Im Rahmen der Analyse der Sattigungsanteile zeigte sich die Zunahme der
gesattigten, sowie der vier- bis sechsfach ungesattigten hauptsachlich auf Kosten der zweifach
ungesattigten Fettsauren, welche mit 91,4 % (20,4 %; p < 0,001; Abbildung 7F) zur Kontrolle

einen geringen Anteil an der Gesamtlipidmenge bildeten.
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Die Einteilung der PCae in kurzkettige (C < 32), mittelkettige (32 = C < 36) und langkettige
Kettenlangengruppen (C > 36) zeigte keine signifikante Anderung gegeniiber der Kontrolle
(siehe Abbildung 7C). Die Betrachtung der einzelnen Kettenlangen zeigte jedoch eine
signifikante Abnahme von PCae C32:X auf 91,2 % (2,7 %; p < 0,005; Abbildung 7D) und
C36:X auf 87,2 % (x2,4 %; p<0,001; Abbildung 7D).

Zusammenfassend zeigte sich unter 72h andauernder Inkubation mit MK4 in SH-SY5Y-Zellen
eine relative Zunahme der kurzkettig-gesattigten und sechsfach ungesattigten Fettsauren bei
gleichzeitiger Abnahme der zweifach ungesattigten Fettsduren. Eine vertiefende Einsicht der

Datenauswertung wurde im Anhang hinterlegt und kann dort in Tabelle 28 eingesehen werden.

NEEEFHEHE OEEHEEIEHEE
30:X 30:X

32:X 32:X

34:X 34:X .

36:X 36:X

38:X 38:X

40:X 40:X

42:X 42:X

44:X 44:X

Abbildung 5: Heatmap der Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae). Farbliche Darstellung der relativen
Veranderung und der Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der PCae unter Inkubation mit 100 yM MK4
fur 72h in SH-SY5Y-Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine
Zeile mit jeweils der gleichen Kettenlange (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weif3en Feld wurden nicht untersucht.
(A): Relative Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin,
die Abnahme rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitét korreliert dabei
positiv (rot und griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter
Inkubation mit MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt.
Der Anteil einer Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hochsten Anteil besitzt die
Spezies PCae-C34:1.
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Abbildung 6: Lipidalterationen der Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae). (A) und (B):
Massenspektrometrisch detektierte Veranderung einzelner Lipidspezies der Phosphatidylcholin-Plasmalogene
nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 100 yM MK4 im Vergleich zu einer Lésungsmittelkontrolle in einem Volcano-
Plot. Dabei bildet die Abszisse die zur Basis 2 logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten
Proben gegeniber der Kontrolle. Die Ordinate zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-
t-Test ermittelten - p-Wertes zwischen Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie
reprasentiert die Signifikanzgrenze von 0,05 und die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils hdheren Mittelwert
aller relativen Standardfehler des Mittelwertes von Probe oder Kontrolle. Es sind ausschlieBlich signifikant
veranderte Lipide beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der
rechten Seite (B) als Blasen dargestellt, wobei die Flache der Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der
Phosphatidylcholin-Gesamtmenge angibt. (C): Mittlere Veranderung aller analysierten Lipide. (D): Veranderung der
Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Gesamtmenge. Schwarze Saulen zeigen MK4, graue Saulen die Kontrolle.
Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p <
0,001 entspricht ***). Die Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes.

66



Ergebnisse

(A) (B)

HKontrolle 0O MK4 EKontrolle OMK4

140 4
120 4
100 4
80 A
60 A

140 4
% *%
n.s.

120 4
n.s. n.s. n.s.

100 4
80 A
60 A
40
20 A

g <
> 3 >
& & &

20 1

o
I

Relative Veranderung in %
o 8
) 5
Relative Veranderung in %

¥a
Q('

G

(D)

H Kontrolle ©MK4 W Kontrolle ©MK4

I
8 8
A

EES

N
(=]
s

o
I

Relative Veranderung in %
PR
58388838
E
[

@ 5
Relative Veranderung in %

o

5888

.

H

:

—
m
—
—
-
—

H Kontrolle ©MK4 M Kontrolle O MK4

120 * %

Relative Veranderung in %

Relative Verdanderung in %
o85888
) 5
%,

Abbildung 7: Séttigung und Kettenldnge der Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae). Darstellung der
massenspektrometrisch detektierten relativen Veranderung der fir 72 h mit 100 uM MK4 inkubierten Proben (graue
Saulen) gegenliber der Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Saulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich
auf die Anzahl der Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den
Diagrammen zu entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X“ gekennzeichnet. Fehlerindikatoren
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes, Sterne (iber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test
signifikante Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz
entspricht ,n.s.“). (A): Analyse der Sattigungsklassen. (B): Analyse der einzelnen mehrfach ungesattigten
Fettsduren. (C): Analyse der Kettenlangenklassen. (D): Analyse der einzelnen Kettenlangen. (E): Analyse der
Sattigungsklassenverteilung untereinander. (F): Analyse der Sattigungsklassenanteile.
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4.1.4 Analyse der lysierten Phosphatidylcholine

Lysierte Phosphatidylcholine sind ein Abbauprodukt von Phosphatidylcholinen. Sie entstehen
entweder durch hydrolytische Spaltung der mittelstandigen Esterbindung durch das Enzym
Phospholipase Az (PLA2) oder durch Transfer einer Acylseitenkette auf ein freies Cholesterin
mittels Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT). Die verbleibende Acylseitenkette ist im
Sattigungsgrad und in der Kettenlange variabel (Law et al., 2019). Die Lipidklasse wird in

5.1.2.3 vertiefend besprochen.

Von 22 analysierten lysierten Phosphatidylcholinen zeigten funf Spezies eine signifikante Ab-
und zwei eine signifikante Zunahme. Die verbleibenden 15 Spezies (entspricht 68 % aller
Spezies) zeigten keine signifikante Anderung, jedoch tendiert die gesamte Gruppe unter
Einbeziehung nicht signifikanter Spezies mit insgesamt 16 Lipiden (ca. 72,7 %) hin zur

Abnahme.

Sowohl ungewichtet mit 96,6 % (2,9 %; p = 0,245; Abbildung 9C), als auch gewichtet mit
91,4 % (4,5 %; p = 0,095; Abbildung 9D) zeigte die Klasse der LPC keine signifikante
Anderung. Die grofite Zunahme mit 135,7 % (26,3 %; p < 0,001; Abbildung 9A) wurde bei LPC-
C22:6 und die grofite Abnahme mit 79,8 % (£6,0 %; p < 0,004 Abbildung 9A) bei LPC-C16:1
detektiert. Die Untersuchung der Lipidanteile innerhalb der Klasse wurde in Abbildung 9B in
Form der Blasenflache und Abbildung 8B farbcodiert dargestellt. Mit einem relativen Anteil von
29,2 % zeigte sich LPC-C18:1 als dominierendes lysiertes Phosphatidylcholin in inkubierten
SH-SY5Y-Zellen vom Wildtyp, welches mit einer relativen Abnahme von 83,1 % (x5 %;
p<0,006; Abbildung 9B, Abbildung 8) eine deutliche Anderung gegeniiber der Kontrolle

verzeichnete.

Die Analyse der Sattigungsgrade zeigte keine signifikante Anderung der ungeséattigten
Fettsduren (Abbildung 10A). Die Abnahme der einfach ungesattigten mit 84,7 % (+4,2 %;
p = 0,004; Abbildung 10A) und zweifach ungesattigten Fettsduren mit 81,3 % (4,5 %;
p < 0,001; Abbildung 10B) zeigte hingegen Signifikanz. Zusatzlich zeigte sich eine Zunahme
der vierfach ungesattigten auf 127,1 % (4,6 %; p < 0,001; Abbildung 10B) und sechsfach
ungesattigten auf 135,7 % (6,3 %; p < 0,001; Abbildung 10B). Eine Zunahme der funffach
ungesattigten Fettsauren konnte nicht beobachtet werden. Auch die Analyse der Verteilung
innerhalb der Klasse zeigte eine Umverteilung durch Zunahme der drei- (117,3 % + 3,7%; p =
0,001; Abbildung 10D), vier- (140,5 % £ 3,9 %; p < 0,001; Abbildung 10D) und sechsfach
(148% +* 3,8 %; p < 0,001; Abbildung 10D) ungesattigten Fettsauren auf Kosten der ein- (91,8
% % 3,2 %; p = 0,038; Abbildung 10D) und zweifachen Fettsduren (90,2 % + 3,6%; p = 0,013;
Abbildung 10D).

Die Kettenlangen wurden initial in die Gruppe der kurzkettigen (C < 16), mittelkettigen (16 = C

< 20) und langkettigen LPC untergliedert und analysiert. Es zeigte sich eine signifikante
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Reduzierung der Spezies mit einer mittleren Kettenlange auf 87,7% (£4,9 %; p = 0,032;
Abbildung 10C). Diese Abnahme ist insbesondere durch die gemeinsame Abnahme von LPC-
C17:X mit 90,2 % (£3,4 %; p = 0,017; Abbildung 10E) und LPC-C18:X mit 84,6 % (4,7 %;
p < 0,007; Abbildung 10E) bedingt. In diesem Kontext zeigte aus der Gruppe der kurzkettigen
LPC auch die Spezies LPC-C14:X mit 82,5 % (7,0 %; p = 0,012; Abbildung 10E) eine

Abnahme.

Zusammenfassend zeigte die Analyse der lysierten Phosphatidylcholine keinen Klasseneffekt,
jedoch unter Einfluss von MK4 gegentber der Kontrolle eine Abnahme der einfach und
zweifach ungesattigten Fettsduren bei gleichzeitiger Zunahme der vier- und sechsfachen
Sattigung. Aullerdem zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine Abnahme der mittelkettigen
Fettsauren, insbesondere der Kettenlangen LysoPC-C14:X, LysoPC-C17:X, LysoPC-C18:X.
Eine vertiefende Einsicht der Datenauswertung wurde im Anhang hinterlegt und kann dort in

Tabelle 29 eingesehen werden.

(A) SIR X228 (B) QIR XX %R
6:X 6:X
10:X 10:X
12:X 12:X
14:X 14:X
16:X 16:X
17:X 17:X
18:X 18:X
20:X 20:X
22:X 22:X
24:X 24:X
26:X 26:X
28:X 28:X

Abbildung 8: Heatmap der lysierten Phosphatidylcholine (LPC). Farbliche Darstellung der relativen
Veranderung und der Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der LPC unter Inkubation mit 100 yM MK4
fur 72h in SH-SY5Y-Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine
Zeile mit jeweils der gleichen Kettenlange (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weif3en Feld wurden nicht untersucht.
(A): Relative Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin,
die Abnahme rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitét korreliert dabei
positiv (rot und griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter
Inkubation mit MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt.
Der Anteil einer Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hochsten Anteil besitzt die
Spezies LPC-C18:1.
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Abbildung 9: Lipidalteration der lysierten Phosphatidylcholine (LPC). (A) und (B): Massenspektrometrisch
detektierte Veranderung einzelner Lipidspezies der lysierten Phosphatidylcholine nach einer 72-stiindigen
Inkubation mit 100 uM MK4 im Vergleich zu einer Losungsmittelkontrolle in einem Volcano-Plot. Dabei bildet die
Abszisse die zur Basis 2 logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten Proben gegenuber der
Kontrolle. Die Ordinate zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-t-Test ermittelten - p-
Wertes zwischen Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie reprasentiert die
Signifikanzgrenze von 0,05 und die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils hoheren Mittelwert aller relativen
Standardfehler des Mittelwertes von Probe oder Kontrolle. Es sind ausschlieBlich signifikant veranderte Lipide
beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der rechten Seite (B) als
Blasen dargestellt, wobei die Flache der Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der lysierten Phosphatidylcholin-
Gesamtmenge angibt. (C): Mittlere Veranderung aller analysierten Lipide. (D): Verédnderung der Phosphatidylcholin-
Gesamtmenge. Schwarze Saulen zeigen MK4, graue S&ulen die Kontrolle. Statistische Signifikanz wird in Form
eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***). Die
Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes.
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Abbildung 10: Séattigung und Kettenldnge der lysierten Phosphatidylcholine (LPC). Darstellung der
massenspektrometrisch detektierten relativen Veranderung der fir 72 h mit 100 yM MK4 inkubierten Proben (graue
Saulen) gegenliber der Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Sdulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich
auf die Anzahl der Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den
Diagrammen zu entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X* gekennzeichnet. Fehlerindikatoren
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes, Sterne (iber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test
signifikante Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz
entspricht ,n.s.“). (A): Analyse der Sattigungsklassen. (B): Analyse der einzelnen mehrfach ungesattigten
Fettsauren. (C): Analyse der Kettenlangenklassen. (D): Analyse der Sattigungsanteile. (E): Analyse der einzelnen
Kettenlangen.
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4.1.5 Analyse der Sphingomyeline

Sphingomyeline  finden  sich  hochkonzentriet in den  Myelinscheiden des
Zentralnervensystems. Sie gehoéren zur Gruppe der Sphingolipide, deren Gemeinsamkeit der
einfach ungesattigte Aminodialkohol Sphingosin darstellt. An die Aminogruppe des
Sphingosins ist eine Fettsaure variabler Kettenlange und Sattigung angehangt, an der
Hydroxygruppe bindet eine (ber Phosphatidylcholin transferierte Phosphatgruppe mit
Ethanolamin bzw. Cholin (Gault et al., 2010). Auf chemischen Aufbau, Vorkommen und
Bedeutung der Funktion im Zentralnervensystem wird in Kapitel 5.1.2.4 detailliert

eingegangen.

Insgesamt wurden 15 Lipidspezies analysiert, davon zeigten acht Spezies eine Zunahme und
sieben Spezies eine Abnahme. Lediglich drei der 15 untersuchten Sphingomyeline erreichten
in der Analyse eine signifikante Anderung. Die Spezies SM-C26:1 zeigte dabei mit 114,9 %
(4,9 %; p = 0,023; Abbildung 12A) als einziges Lipid dieser Klasse eine signifikante Zunahme,
eine Abnahme mit Signifikanz zeigte ausschliellich SM-C16:0 mit 87 % (3,9 %; p = 0,003;
Abbildung 12A) sowie SM-C21:1-OH mit 89,6 % (4,2 %; p = 0,025; Abbildung 12A).

Sowohl in der Sphingomyelin-Gesamtmenge als auch im mittleren Effekt der Sphingomyelin-
Spezies schlagt sich diese Mischung aus hoch- und runterregulierten Spezies gegenuber der
Ethanolkontrolle ausgleichend nieder mit gewichtet 97,1 % (4,2 %; p = 0,55; Abbildung 12D)
und ungewichtet 99,7 % (x 1,8 %; p = 0,87; Abbildung 12C).

Eine Betrachtung der Lipidanteile zeigte, dass 60 % der Sphingomyelin-Gesamtmenge von
lediglich 3 Spezies (SM-C16:0, SM-C18:0 und SM-C24:1) ausgemacht werden (siehe
Abbildung 11B). Es lasst sich daraus eine relative Dominanz dieser Spezies in den

untersuchten Proben ableiten.

Die Analyse der Sattigungsklassen zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine Alteration im
Sattigungsgrad (siehe Abbildung 13A). Ebenso zeigte die Betrachtung der einzelnen
Sattigungsgrade keine Anderung unter Einfluss des MK4 (siehe Abbildung 13B).

Die Analyse der Kettenlangengruppen zeigte keine signifikanten Ergebnisse (Dabei wurden

die Kettenlangengruppe wie in 4.1.4 definiert).

Die massenspektrometrische Analyse der betrachteten Sphingomyeline zeigte
zusammenfassend keinen Klasseneffekt. Bis auf die Lipide SM-16:0, SM-22:10H und SM-
26:1 zeigte sich innerhalb der Gruppe der Sphingomyeline keine signifikante Anderung. Eine
vertiefende Einsicht der Datenauswertung wurde im Anhang hinterlegt und kann dort in Tabelle

30 eingesehen werden.
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(A) X:0 | X:1| X:2 | X:3 (B) X:0 | X:1 | X:2 | X:3
14:X 14:X

16:X . 16:X .
16:X OH 16:X OH

18:X 18:X

20:X 20:X

22:X 22:X

22:X OH 22:X OH

24:X 24:X

24:X OH 24:X OH

26:X 26:X

Abbildung 11: Heatmap der Sphingomyeline (SM). Farbliche Darstellung der relativen Veranderung und der
Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der SM unter Inkubation mit 100 pM MK4 flr 72h in SH-SY5Y-
Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine Zeile mit jeweils der
gleichen Kettenldnge (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weilen Feld wurden nicht untersucht. (A): Relative
Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin, die Abnahme
rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitat korreliert dabei positiv (rot und
griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter Inkubation mit
MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt. Der Anteil einer
Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hochsten Anteil besitzt die Spezies SM-C16:0,
SM-C18:0 und SM-C24:1.
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Abbildung 12: Lipidalteration der Sphingomyeline (SM). (A) und (B): Massenspekirometrisch detektierte
Veranderung einzelner Lipidspezies der Sphingomyeline nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 100 yM MK4 im
Vergleich zu einer Lésungsmittelkontrolle in einem Volcano-Plot. Dabei bildet die Abszisse, die zur Basis 2
logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten Proben gegentiber der Kontrolle. Die Ordinate
zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-t-Test ermittelten - p-Wertes zwischen
Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie reprasentiert die Signifikanzgrenze von 0,05 und
die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils héheren Mittelwert aller relativen Standardfehler des Mittelwertes von
Probe oder Kontrolle. Es sind ausschlielich signifikant veranderte Lipide beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind
die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der rechten Seite (B) als Blasen dargestellt, wobei die Flache der
Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der Sphingomyelin-Gesamtmenge angibt. (C): Mittlere Veranderung aller
analysierten Lipide. (D): Veranderung der Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Gesamtmenge. Schwarze S&ulen
zeigen MK4, graue Saulen die Kontrolle. Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05
entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***). Die Fehlerindikatoren reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes.
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Abbildung 13: Sattigung und Kettenlange der Sphingomyeline (SM). Darstellung der massenspektrometrisch
detektierten relativen Veranderung der fir 72 h mit 100 uM MK4 inkubierten Proben (graue Saulen) gegenuber der
Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Saulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich auf die Anzahl der
Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den Diagrammen zu
entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X“ gekennzeichnet. Fehlerindikatoren reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes, Sterne Uber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test signifikante
Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz entspricht
,n.s.“). (A): Analyse der Sattigungsklassen. (B): Analyse der einzelnen mehrfach ungeséttigten Fettsduren. (C):
Analyse der Kettenlangenklassen. (D): Analyse der einzelnen Kettenlangen.
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4.1.6 Analyse der Carnitinester

Carnitinester dienen als Transportmedium aktivierter Fettsauren (Acyl-CoA) aus dem Zytosol
durch die innere Mitochondrienmembran. Nach Ubertragung aktivierter Fettsduren (Acyl-CoA)
mittels Esterbindung an die 3-Hydroxygruppe des L-Carnitin durch das Enzym Carnitin-Acyl-
Transferase kdnnen die Carnitinester durch den Symporter Carnitin-Acylcarnitintransporter die
innere Mitochondrienmembran durchwandern. Die transportierten Fettsduren kénnen nun im
Rahmen der B-Oxidation fiir die Energiegewinnung metabolisiert werden. Somit dienen
Carnitinester als indirektes MalR des mitochondrialen Energiemetabolismus (Houten &
Wanders, 2010). Eine detaillierte Erlauterung des chemischen Aufbaus und der Funktion
findet sich in Kapitel 2.2.2.2.

Von den insgesamt 41 untersuchten Carnitinestern zeigten sechs Spezies eine Zunahme und
35 eine Abnahme (entspricht 85 % der untersuchten Einzellipide). 26 Spezies der mit MK4
inkubierte Proben zeigten eine zur Kontrolle signifikante Veranderung. Interessanterweise
zeigten ausschliellich die drei untersuchten Carnitinester mit der Kettenlange 18 (CE-18:0,
CE-18:1, CE-18:2, Abbildung 15A-C und Abbildung 14A) eine signifikante Zunahme. Im
Gegensatz dazu zeigten 56 % der Spezies (entspricht 23 Lipiden) eine signifikante Abnahme
(siehe Abbildung 15A-C).

Die Dominanz der abnehmenden Spezies gegeniber der Zunahme bedingte einen
Klasseneffekt mit einem mittleren Effekt von 89,6 % (x3 %; p < 0,001; Abbildung 15D) und
einer Abnahme der Carnitingesamtmenge auf 87,0 % (3,7 %; p = 0,002; Abbildung 15E)

gegenuber der Kontrolle.

Die starksten Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle zeigten dabei die Carnitinester CE-
03:0 mit 58,6 % (3,9 %; p < 0,001; Abbildung 15C) und CE-05:0 mit 42,8 % (5,7 %; p<0,001;
Abbildung 15C). Mit 15,3% (Anteil entspricht der Blasengrdfe in Abbildung 15B und der
Farbcodierung in Abbildung 14B) zeigte die Spezies CE-04:0 den gréfiten Anteil innerhalb der
Carnitinester. Mit 83,4 % (5,2 %; p = 0,002; Abbildung 14) zeigte auch die Hauptspezies eine

signifikante Abnahme.

Die Untersuchung der Sattigungsgrade zeigte eine signifikante Abnahme der Carnitinester mit
ungesattigten Fettsauren auf 81,2 % (4,9 %; p < 0,001; Abbildung 16A), einfach und zweifach
ungesattigte Fettsduren zeigten hingegen keine Alteration gegentber der Kontrolle. Da im
Kontext der Carnitinester Sattigungsgrade bis einschlief3lich zweifach ungesattigt analysiert
wurden, kann im Gegensatz zu den Membranlipiden keine Unterteilung innerhalb der PUFA

erfolgen.

Die Aufteilung der Kettenlangen der Carnitinester erfolgt in eine kurz- (C < 16) und eine

mittelkettige Gruppe (C = 16). Es zeigte sich bei nicht signifikanter Anderung der mittelkettigen
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eine signifikante Abnahme der kurzkettigen Carnitinester auf 80,5 % (3,3 %; p < 0,001;
Abbildung 16B). Die Veranderungen der einzelnen Kettenlangen kénnen in Abbildung 16C

eingesehen werden.

Zusammenfassend zeigte die Gruppe der Carnitinester eine Dominanz der Abnahme
gegenuber der Kontrolle im Sinne eines Klasseneffektes. Es zeigte sich eine Abnahme
insbesondere der ungesattigten und kurzkettigen Carnitinester. Eine vertiefende Einsicht der

Datenauswertung wurde im Anhang hinterlegt und kann dort in Tabelle 31 eingesehen werden.

(A) X:0 | X:1 | X:2 (B) X:0 | X:1| X:2
0:X 0:X

2:X 2:X

3:X 3:X

3:XOH 3:XOH

4:X 4:X .
4:X OH 4:X OH

5:X 5:X

5:XDC 5:XDC

5:X OH 5:X OH

6:X 6:X

6:X OH 6:X OH

7:XDC 7:XDC

8:X 8:X .
9:X 9:X

10:X 10:X

12:X 12:X

12:XDC 12:XDC

14:X 14:X

14:X OH 14:X OH

16:X 16:X

16:X OH 16:X OH

18:X 18:X

18:X OH 18:X OH

Abbildung 14: Heatmap der Carnitinester (CE). Farbliche Darstellung der relativen Veranderung und der
Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der CE unter Inkubation mit 100 yM MK4 fiir 72h in SH-SY5Y-
Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine Zeile mit jeweils der
gleichen Kettenlange (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weiflen Feld wurden nicht untersucht. (A): Relative
Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin, die Abnahme
rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitat korreliert dabei positiv (rot und
griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter Inkubation mit
MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt. Der Anteil einer
Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hochsten Anteil besitzt die Spezies CE-C4:0.
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Abbildung 15: Lipidalteration der Carnitinester (CE). (A), (B), (C): Massenspektrometrisch detektierte
Veranderung einzelner Lipidspezies der Carnitinester nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 100 yM MK4 im
Vergleich zu einer Lésungsmittelkontrolle in einem Volcano-Plot. Dabei bildet die Abszisse, die zur Basis 2
logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten Proben gegeniiber der Kontrolle. Die Ordinate
zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-t-Test ermittelten - p-Wertes zwischen
Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie reprasentiert die Signifikanzgrenze von 0,05 und
die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils héheren Mittelwert aller relativen Standardfehler des Mittelwertes von
Probe oder Kontrolle. Es sind ausschliel3lich signifikant veranderte Lipide beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind
die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der rechten Seite (B) als Blasen dargestellt, wobei die Flache der
Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der Carnitinester-Gesamtmenge angibt. (C) zeigt dabei die in (A) und (B)
nicht dargestellten Spezies. (D): Mittlere Verédnderung aller analysierten Lipide. (E): Veranderung der Carnitinester-
Gesamtmenge. Schwarze Saulen zeigen MK4, graue Saulen die Kontrolle. Statistische Signifikanz wird in Form
eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***). Die
Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes.
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Abbildung 16: Sattigung und Kettenldnge der Carnitinester (CE). Darstellung der massenspektrometrisch
detektierten relativen Veranderung der fiir 72 h mit 100 yM MK4 inkubierten Proben (graue Saulen) gegenlber der
Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Saulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich auf die Anzahl der
Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den Diagrammen zu
entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X“ gekennzeichnet. Fehlerindikatoren reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes, Sterne Uber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test signifikante
Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz entspricht
,n.8.). (A): Analyse der Sattigungsklassen. (B): Analyse der Kettenldngenklassen (C): Analyse der einzelnen
Kettenlangen.
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4.1.7 Analyse der Triacylglyceride

Triacylglyceride bilden eine Hauptspeicherform von Energie im menschlichen Organismus. Es
handelt sich dabei um den dreiwertigen Alkohol Glycerin, welcher an allen drei
Hydroxyfunktionen mit einer Fettsaure variabler Kettenlange und Sattigung verestert ist. Im
Falle des Energiebedarfs kénnen freie Fettsduren zur Energiegewinnung aus Triacylglyceriden
gewonnen werden (Burdge & Calder, 2015). Eine ausflihrliche Analyse von chemischem

Aufbau, Vorkommen und Funktion im Zentralnervensystem erfolgt in Kapitel 5.1.1.

Insgesamt wurden 39 Triacylglyceride analysiert, wovon acht Spezies eine Zunahme und 31
Spezies eine Abnahme zeigten. Signifikanz erreichten 20 Proben (entspricht 51 % aller
analysierten Lipidspezies der Klasse). Bei allen signifikanten Effekten handelte es sich um

Abnahmen gegeniber der Kontrolle.

Somit zeigte die Auswertung sowohl im mittleren Effekt mit 76,3 % (£3,3 %; p < 0,001;
Abbildung 18C) als auch in der Triacylglyceridgesamtmenge mit 61,3 % (£8,8 %; p < 0,001;
Abbildung 18D) einen Klasseneffekt. Ein héherer Gesamtmengeneffekt ist durch die deutliche

Abnahme derjenigen Lipide bedingt, welche anteilsmaRig in hdherer Konzentration vorliegen.

Die Lipidspezies TAG-C58:4 zeigte dabei mit 34,5 % bei sehr hoher Streuung (£38,7 %;
p = 0,002; Abbildung 18A-B) die hochste Abnahme. Eine signifikante Zunahme konnte
hingegen nicht detektiert werden. Den hdéchsten Anteil (entspricht der Blasengrofie in
Abbildung 18B und hdchsten Grinintensitat in Abbildung 17B) verzeichneten dabei die
Spezies TAG-C50:1 (18,8 %) und TAG-C52:2 (19,4 %).

Die Analyse der Sattigungsklassen zeigte signifikante Abnahmen sowohl der Gruppe der
gesattigten (65,0 %; +7,6 %; p < 0,001; Abbildung 19A), als auch der Gruppe der einfach
(56,8 %; 6,1 %; p < 0,001; Abbildung 19A) und mehrfach ungesattigten Triacylglyceride
(77,6 %; £7,7 %; p = 0,008 Abbildung 19A). Die vertiefende Analyse innerhalb der einzelnen
Sattigungsgrade innerhalb der PUFA zeigte eine signifikante Abnahme der zwei- (58,3 %; £9,4
%; p < 0,001; Abbildung 19B), drei- (64,7 %; £10,4 %; p < 0,001; Abbildung 19B), vier- (69,5
%; £10,5 %; p = 0,002; Abbildung 19B) und finffach (62,3 %; 6,6 %; p < 0,001; Abbildung
19B) ungesattigten Fettsduren. Sechs- bis neunfach ungesattigte Spezies zeigten hingegen
keine signifikante Anderung. Auf die begrenzte Aussagekraft der Sattigungsgrade in der

Gruppe der TAG wird in 5.1.2 gesondert eingegangen.

Eine Betrachtung der Kettenlangen erfolgte zum einen mittels Aufteilung in
Kettenlangengruppen und zum anderen in einzelne Lipidlangen. Kurzkettige TAG wurden
dabei als Acylseitenketten mit weniger als 48, mittelkettige zwischen 48 und 56 und langkettige
mit mehr als 56 Kohlenstoffeinheiten definiert. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der
mittelkettigen Triacylglyceride auf 60,2 % (£9,0 %; p < 0,001; Abbildung 19C), wohingegen die
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Gruppe der langkettigen trotz Tendenz zur Abnahme keine Signifikanz erreichen konnte
(Abbildung 19C). Innerhalb der mittelkettigen Triacylglyceride verzeichnete jede einzelne

Kettenlange eine signifikante Abnahme (siehe Abbildung 19D).

Zusammenfassend konnte in der Untersuchung der Gruppe der Triacylglyceride eine
signifikante Abnahme in Form eines Klasseneffektes beobachtet werden. Insbesondere kam
es im Vergleich zur Kontrolle zu einer Abnahme der ungesattigten, sowie der ein- bis fiinffach

ungesattigten Fettsauren und einer Abnahme aller mittelkettigen Triacylglyceride.

(A) |2|2|2|e|2|elg|z|2|2 (B) |22 |g|2(2|elglz|2l2
48:X 48X
50:X 50:X
52:X 52:X
54:X 54:X
56:X 56:X
58:X 58:X
60:X 60:X

Abbildung 17: Heatmap der Triacylglyceride (TAG). Farbliche Darstellung der relativen Veranderung und der
Lipidgewichtung aller analysierten Lipidspezies der TAG unter Inkubation mit 100 pM MK4 fir 72h in SH-SY5Y-
Zellen. Eine Spalte beinhaltet jeweils alle Lipide mit der gleichen Sattigung (X:0, X:1, ...), eine Zeile mit jeweils der
gleichen Kettenlange (20:X, 24:X, ...). Lipide mit einem weiflen Feld wurden nicht untersucht. (A): Relative
Anderung der MK4-Proben gegeniiber der Ethanolkontrolle. Die Zunahme einer Lipidspezies ist griin, die Abnahme
rot, und keine Anderung gegeniiber der Kontrolle gelb codiert. Die Farbintensitat korreliert dabei positiv (rot und
griin) bzw. negativ (gelb) mit der relativen Abweichung. (B): Relativer Anteil der Lipidspezies unter Inkubation mit
MK4. Der relative Anteil einer Lipidspezies wird in Form einer Grau-Schwarz-Farbskale dargestellt. Der Anteil einer
Spezies korreliert dabei mit der Intensitat der Schwarzfarbung. Den hdchsten Anteil besitzt die Spezies TAG-C50:1
und TAG-C52:1.
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Abbildung 18: Lipidalterationen der Triacylglyceride (TAG). (A) und (B): Massenspektrometrisch detektierte
Veranderung einzelner Lipidspezies der Triacylglyceride nach einer 72-stiindigen Inkubation mit 100 pM MK4 im
Vergleich zu einer Lésungsmittelkontrolle in einem Volcano-Plot. Dabei bildet die Abszisse, die zur Basis 2
logarithmierte prozentuale Veranderung der mit MK4 inkubierten Proben gegeniiber der Kontrolle. Die Ordinate
zeigt den negativen dekadischen Logarithmus des - mittels Student-t-Test ermittelten - p-Wertes zwischen
Inkubations- und Kontrollproben. Die horizontal gepunktete Linie reprasentiert die Signifikanzgrenze von 0,05 und
die 2 vertikal gepunkteten Linien den jeweils héheren Mittelwert aller relativen Standardfehler des Mittelwertes von
Probe oder Kontrolle. Es sind ausschliel3lich signifikant veranderte Lipide beschriftet. Auf der linken Seite (A) sind
die Veranderungen als reine Datenpunkte, auf der rechten Seite (B) als Blasen dargestellt, wobei die Flache der
Blase den Anteil des jeweiligen Lipids an der Triacylglycerid-Gesamtmenge angibt. (C): Mittlere Verédnderung aller
analysierten Lipide. (D): Veranderung der Triacylglycerid-Gesamtmenge. Schwarze Saulen zeigen MK4, graue
Saulen die Kontrolle. Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01
entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***). Die Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes.
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Abbildung 19 Sattigung und Kettenlange der Triacylglyceride (TAG). Darstellung der massenspektrometrisch
detektierten relativen Veranderung der fiir 72 h mit 100 yM MK4 inkubierten Proben (graue Saulen) gegeniber der
Losungsmittelkontrolle (schwarze Saulen) in Sdulendiagrammen. Die Analyse bezieht sich auf die Anzahl der
Kohlenstoffatome der Acylseitenketten sowie die Anzahl der Doppelbindungen und sind den Diagrammen zu
entnehmen, ein variabler Zahlenwert wird mit ,X“ gekennzeichnet. Fehlerindikatoren reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes, Sterne Uber einer Saule bezeichnen eine im Student-t-Test signifikante
Veranderung (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht ***, keine Signifikanz entspricht
,n.s.“). (A): Analyse der Sattigungsklassen. (B): Analyse der einzelnen Sattigungsgrade innerhalb der mehrfach
ungesattigten Fettsduren (C): Analyse der Kettenlangenklassen. (D): Analyse der einzelnen Kettenlangen.

Eine vertiefende Einsicht findet sich neben den hier erlauterten Ergebnissen in Tabelle 32 im

Anhang.
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4.2 Einfluss des MK4 auf die APP-Prozessierung

Neben der Analyse des Einflusses auf das neuronale Lipidprofil der Membran- und
Energielipide stellte die Modulierung der APP-Prozessierung durch Vitamin K2 die dritte
zentrale Fragestellung dieser Arbeit dar. Es erfolgte daflir Untersuchungen der Enzymkinetik
APP-prozessierender Proteine mittels Echtzeit-Fluoreszenzspektrometrie und
Genexpressionsanalyse durch PCR. Der Fokus der Untersuchung wurde dabei im Kontext der
nicht-amyloidogenen Prozessierung auf die der o-Sekretase und im Rahmen der
amyloidogenen Prozessierung auf die p-Sekretase gelegt. Alle Experimente erfolgten unter
einer Inkubation mit 100 uM MK4 fir 72 h in SH-SY5Y-Zellen vom Wildtyp.

4.2.1 Etablierung eines Haushaltsgens

Die Rolle der fettldslichen Vitamine als Transkriptionsfaktoren beziehungsweise Regulatoren
der Genexpression ist in der Literatur hinreichend bekannt (Azzi et al., 2004; Carlberg, 1999).
Auch Vitamin K wurde als Transkriptionsfaktor diskutiert (Hirota & Suhara, 2019). Auf Basis
dieser Erkenntnis erfolgte in dieser Arbeit eine Analyse des Expressionsniveaus der APP
prozessierenden Sekretasen. Zur Uberpriifung des Expressionsniveaus mittels AACT-
Methode bedurfte es initial der Ermittlung eines MK4-unabhangigen Referenzgens
(housekeeping-gene). Es wurden dafiir die Stabilitat der Gene POLR2F, HPRT, RPL13A,
ACTB und RN18S1 in der Probe gegen die Kontrolle untersucht und verglichen (Methodik
siehe Kapitel 3.2.2.1.) Die Stabilitatsanalyse erfolgte durch Uberpriifung der Varianz der HKG
sowohl innerhalb (genannt Intravarianz) als auch zwischen Probe und Kontrolle (auch genannt
Intervarianz) mittels Normfinder-Software in Microsoft Excel. Die Stabilitdt des Genes wurde
in Form des Stabilitadtwertes (englisch: stability value) angeben, welcher in Tabelle 25
eingesehen werden kann. Es wurde im Vorhinein ein Stabilitatswert <0,37 als robust definiert.
Es zeigten vier der fUnf untersuchten Gene eine Stabilitdt unterhalb des geforderten
Grenzwertes. Als robustestes Gen zeigte sich dabei HPRT1 (Stabiltiatswert 0,041), welches

in der folgenden Expressionsanalyse folglich als Referenzgen verwendet wurde.

Tabelle 25: Auswertung der Normfinder-Software. Alle Referenzgene bis auf POLR2F zeigen einen
Stabilitatswert unterhalb der Ausschlussgrenze von 0,37 und eignen sich folglich als Referenzgene fir die
semiquantitative Analyse des Expressionsniveaus mittels AACT-Methode.

Gen Stabilitatswert
HPRT 0,041

RPL13A 0,044

ACTB 0,05

RN18S1 0,091

POLR2F 0,564
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4.2.2 Einfluss des MK4 auf die a-Sekretase

Im Rahmen der nicht-amyloidogenen Prozessierung katalysiert die a-Sekretase die Hydrolyse
des APP in sAPPa und aCTF (siehe Kapitel 2.1.2.2). Es sollte die Frage beantwortet werden,
welchen direkten Einfluss MK4 auf die Enzymaktivitat dieser Sekretase austibt. Es erfolgte
daflr initial eine Analyse der Enzymkinetik im linearen Bereich mittels Echtzeit-
Fluoreszenzspektrometrie (Methodik siehe Kapitel 3.2.3.3). Es erfolgte eine Messung mit
insgesamt sieben Proben und zwolf Kontrollen. Der gemittelte Kurvenverlauf der Probe und
Lésungsmittelkontrolle kann in Abbildung 20A eingesehen werden. Die Ermittlung des linearen
Bereiches der Enzymkinetik wurde mittels Korrelationskoeffizient zwischen dem Mittelwert
aller mit MK4 inkubierten Proben beziehungsweise der Kontrollen gegen die Zeit gebildet. Mit
einer Korrelation von 0,996 fir MK4 und 0,994 fir die Ethanolkontrollen kann Linearitat
angenommen werden. Es zeigte sich eine gemittelte absolute Steigung der MK4-Proben von
0,0303 RFU/s (x0,005 RFU/s) im Vergleich zu 0,034 RFU/s (+0,001 RFU/s) der
Ethanolkontrolle. In Analogie dazu zeigte nach Normierung der Kontrolle auf 100% die unter
MK4-inkubierten Proben eine statistisch nicht signifikante gemittelte Abnahme der Steigung
auf 89,0 % (6,2 %; p = 0,135; Abbildung 20B) gegenuber der Kontrolle.

Im Anschluss daran wurde eine Expressionsanalyse des Gens ADAM10 mittels PCR
durgefihrt. Das von ADAM10 kodierte Protein bildet den Hauptteil der enzymatischen Aktivitat
als a-Sekretase im Zentralnervensystem (siehe auch Kapitel 2.1.2.2). Die Expression wurde
in sechs Inkubationsproben gegen sechs Ldsungsmittelkontrollen analysiert. Als
housekeeping-gene fungierte HPRT1 (siehe Kapitel 4.2.1). Im Rahmen der Kontrolle der
Schmelzkurven wurden keine Probenanomalie entdeckt und somit alle Daten in der
anschlielenden Analyse miteinbezogen. Es zeigte sich auf Basis der AACT-Methode ein
statistisch nicht signifikanter Anstieg von ADAM10 auf 110,2 % (6,7 %; p = 0,158; Abbildung

20C) im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle.

Zusammenfassend zeigte sowohl die Enzymaktivitdt der a-Sekretase als auch das
Expressionsniveau von ADAM10 in SH-SY5Y-Zellen (Wildtyp) nach Inkubation mit MK4 fir

72 h keine signifikanten Anderungen gegeniber der Kontrolle.

85



Ergebnisse

(A) (B)

80 W Kontrolle @ MK4
140 -
R
140 - £ 120 A
oo
| I S 100 n.s
T oo
% 80 A
120 | T o
_ | = 60
2 :
« o 40
o 100 - I >
£ T 2
= L 20 A
[ I ‘D
= T o
g 0 |
g I
5 80 1 . a-Sekretase
)
s { (C)
v 1
> 60 -
"3 I H Kontrolle © MK4
= T
& I 140 -
40 f * 120 | n.s
I <
A
T %0 100 A
T 2
20 4 IT § 80 1
Hyl
l H t § 60 -
i 2 40 -
0 it . . ; . . : ; ) 'g
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 S
20
2 J
Zeitins
0 . s
e MK4 a Kontrolle ADAM 10

Abbildung 20: Einfluss des MK4 auf die Enzymaktivitit der a-Sekretase. (A): Graphische Darstellung der
mittleren relativen Fluoreszenz aller mit MK4 inkubierten Proben (graue Punkte) gegeniber der Kontrolle (schwarze
Dreiecke) im Zeitverlauf. Die Fehlerindikatoren der einzelnen Datenpunkte reprasentieren den Standardfehler des
gemittelten Messpunktes. Es wird ausschliefllich der lineare Abschnitt der Enzymkinetik dargestellt und die
Fluoreszenz zum Darstellungsbeginn genullt. (B): Graphische Darstellung der gemittelten Steigung der mit MK4
inkubierten Proben (graue Saule) in Prozent der Kontrolle (schwarze Saule). Fehlerindikatoren reprasentieren den
Standardfehler des Mittelwertes, ,n.s.“ symbolisiert fehlende Signifikanz im Student-t-Test. (C): Graphische
Darstellung der relativen Zunahme des Expressionslevel von ADAM10 nach Inkubation mit MK4 (graue S&ule)
gegenuber der Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saule). Die Fehlerindikatoren stellen den Standardfehler dar,
Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** /
p < 0,001 entspricht *** / Keine Signifikanz entspricht ,n.s.”).
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4.2.3 Einfluss des MK4 auf die B-Sekretase

Die B-Sekretase ist ein Enzym, welches in Kombination mit der y-Sekretase fir die
Generierung von AB im Rahmen der amyloidogenen Prozessierung des APP im
Zentralnervensystem verantwortlich ist. Dabei katalysiert die B-Sekretase die Hydrolyse des
APP in sAPPB und BCTF (siehe dazu auch Kapitel 2.1.2.2). In Analogie zur a-Sekretase sollte
der Einfluss des MK4 auf die B-Sekretase analysiert werden. Dafir wurde initial eine Echtzeit-
Fluoreszenzspektrometrie zur Beurteilung der Enzymkinetik im linearen Bereich durchgefihrt.
Es erfolgten insgesamt zwei unabhangige Messdurchlaufe. Die Analyse der Messungen wurde
in Abbildung 21 und 22 grafisch aufgearbeitet. Im ersten Durchlauf wurden sieben Proben
gegen elf Kontrollen dem Fluoreszenzspektrometer zugefiihrt. Nach Ausschluss einer Probe
(Uberhalb des 1,5fachen Standardabweichung) und einer Lésungsmittelkontrolle erfolgte die
Bestimmung des linearen Bereiches Uber die Berechnung des Korrelationskoeffizienten. Mit
einer Korrelation > 0,95 sowohl fur MK4- (r = 0,999) als auch Ethanolproben (r = 0,997) kann
ein lineares Verhaltnis angenommen werden. Es zeigte sich fur die mit MK4 inkubierten
Proben mit einer absoluten Steigung von 0,109 RFU/s (x 0,005 RFU/s) eine geringere mittlere
Steigung im Vergleich zur Kontrolle mit 0,128 RFU/s (x 0,007RFU/s). Unter einer Normierung
der Ethanolkontrolle auf 100 % zeigte sich eine signifikante relative Abnahme der
Enzymaktivitat der B-Sekretase auf 85,3 % (5,1 %; p = 0,045; Abbildung 21B). Im Rahmen
der zweiten Untersuchung konnte dieser Effekt reproduziert werden. Es erfolgte die
Auswertung von sechs Proben gegen elf Ethanolkontrollen. Auch hier zeigte im linearen
Bereich der Enzymkinetik die mit MK4 inkubierten Proben mit einer mittleren absoluten
Steigung von 0,081 RFU/s (0,001 RFU/s) gegenliber der Ethanolkontrolle mit 0,146 RFU/s
(0,003 RFU/s) eine statistisch signifikante Abnahme der Enzymaktivitat (p < 0,001). Unter
Normierung der Ethanolkontrolle auf 100% entsprach die Abnahme der Enzymaktivitat der 3-
Sekretase gegenuber der Kontrolle im zweiten unabhangigen Durchlauf 54,8 % (12,22 %; p
< 0,001; Abbildung 22B).

Zur Abklarung dieser signifikanten Minderung der Enzymaktivitat erfolgte im Anschluss eine
Expressionsanalyse des Gens BACE-1. Das durch dieses Gen kodierte Protein bildet den
Hauptteil der amyloidogenen Prozessierung in Form der 3-Sekretase (siehe Kapitel 2.1.2.2).
Als housekeeping-gene wurde HPRT1 (siehe Kapitel 4.2.1) verwendet. Es wurden insgesamt
das Expressionslevel in zwdlf Inkubationsproben gegen zwolf Ldsungsmittelkontrollen
verglichen. Nach Auswertung mittels AACT-Methode zeigte sich eine statistisch signifikante
Abnahme des Expressionsniveaus von BACE-1 auf 84,3 % (15,3 %; p = 0,008; Abbildung
21C).

Zusammenfassend zeigt die durchgefihrte Untersuchung einer 72h andauernden Inkubation

mit MK4 eine starke Abnahme der Enzymaktivitdt der (B-Sekretase in der Echtzeit-
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Fluoreszenzspektrometrie in vitalen SH-SY5Y-Zellen (Wildtyp). AuRerdem zeigte sich eine

signifikante Abnahme des Expressionsniveaus von BACE-1 unter identischen Bedingungen.
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Abbildung 21: Einfluss des MK4 auf die Enzymaktivitat der B-Sekretase (Messung 1). (A): Graphische
Darstellung der mittleren relativen Fluoreszenz aller mit MK4 inkubierten Proben (graue Punkte) gegeniiber der
Kontrolle (schwarze Dreiecke) im Zeitverlauf. Die Fehlerindikatoren der einzelnen Datenpunkte reprasentieren den
Standardfehler des gemittelten Messpunktes. Es wird ausschlieBlich der lineare Abschnitt der Enzymkinetik
dargestellt und die Fluoreszenz zum Darstellungsbeginn genullt. (B): Graphische Darstellung der gemittelten
Steigung der mit MK4 inkubierten Proben (graue S&ule) in Prozent der Kontrolle (schwarze Saule).
Fehlerindikatoren reprasentieren den Standardfehler des Mittelwertes. (C): Graphische Darstellung der relativen
Zunahme des Expressionslevel von BACE-1 nach Inkubation mit MK4 (graue Saule) gegeniber der
Lésungsmittelkontrolle (schwarze Saule). Die Fehlerindikatoren stellen den Standardfehler dar, Statistische
Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert (p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht
*** | Keine Signifikanz entspricht ,n.s.”).
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Abbildung 22: Einfluss des MK4 auf die Enzymaktivitdt der B-Sekretase (Messung 2). (A): Graphische
Darstellung der mittleren relativen Fluoreszenz aller mit MK4 inkubierten Proben (graue Punkte) gegeniber der
Kontrolle (schwarze Dreiecke) im Zeitverlauf. Die Fehlerindikatoren der einzelnen Datenpunkte reprasentieren den
Standardfehler des gemittelten Messpunktes. Es wird ausschlieRlich der lineare Abschnitt der Enzymkinetik
dargestellt und die Fluoreszenz zum Darstellungsbeginn genullt. (B): Graphische Darstellung der gemittelten
Steigung der mit MK4 inkubierten Proben (graue Saule) in Prozent der Kontrolle (schwarze Saule). Die
Fehlerindikatoren stellen den Standardfehler dar, Statistische Signifikanz wird in Form eines Sterns symbolisiert
(p < 0,05 entspricht * / p < 0,01 entspricht ** / p < 0,001 entspricht *** / Keine Signifikanz entspricht ,n.s.).
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5 Diskussion

Die Rolle des Vitamin K und insbesondere des Vitamers MK4 geht weit Uber die Funktion in
der Blutgerinnung hinaus. Seit seiner initialen Entdeckung im letzten Jahrhundert erweiterte
sich das Verstandnis Uber die vielfaltige Funktionsweise des Vitamin K. Insbesondere die
Relevanz des MK4 in physiologischen Prozessen des Zentralnervensystems gewinnt in den

letzten Jahren zunehmend an Bedeutung.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten deshalb folgende drei Fragen beantwortet werden: Zum
ersten sollte der mogliche Einfluss des MK4 auf die Lipidhomdstase der Zellmembran und des
Energiemetabolismus in humanen neuronalen Zellen analysiert werden. Daflr erfolgte eine
massenspektrometrische Untersuchung der SH-SY5Y-Zelllinie unter 72-stlindiger Inkubation
mit MK4. Zum anderen sollte der Frage einer moglichen Beeinflussung des MK4 auf die AB-
Prozessierung nachgegangen werden. Neben Genexpressionsanalysen mittels gqPCR erfolgte
eine Echtzeit-Fluoreszenzspektrometrie AB-prozessierender Sekretasen unter Inkubation mit
MK4 in SH-SY5Y-Zellen. Beziiglich der ersten zwei Zielsetzung zeigte die systematische
Auswertung dieser Arbeit statistisch signifikante Alterationen mehrerer Lipidspezies innerhalb
der Phospholipide (insbesondere eine Zunahme der PUFA und der kirzeren gesattigten
Fettsauren) und Klasseneffekte innerhalb der Lipide des Energiemetabolismus. Bezlglich der
dritten Fragestellung konnten die durchgefiihrten Untersuchungen eine signifikante Abnahme
der Enzymaktivitat der B-Sekretase und des Expressionsniveaus von BACE-1 nachweisen,
wahrend eine Inkubation mit MK4 keinen signifikanten Effekt auf die enzymatische Aktivitat

der a-Sekretase ausiuben konnte.

Es sollen im Folgenden die gesammelten Ergebnisse in den bereits bestehenden
Wissenskontext eingebettet und ihre Bedeutung und Plausibilitat kritisch diskutiert werden. In
Kapitel 5.1 werden bekannten Zusammenhange zwischen MK4 und dem Lipidmetabolismus
besprochen. Im Anschluss werden in Kapitel 5.2 die nachgewiesenen Lipidalterationen im
Kontext der Alzheimerdemenz beleuchtet und deren mdglicher Einfluss auf die Pathogenese
kritisch diskutiert. Daraufhin wird in Kapitel 5.3 die beobachteten direkten Effekte des MK4 auf
die AB-Prozessierung im Kontext der aktuellen Studienlage eingeordnet. Zuletzt erfolgt in
Kapitel 5.4 ein allgemeiner Ausblick auf bereits bekannte Zusammenhange zwischen Vitamin
K2 und neurodegenerativen Erkrankungen am Beispiel des Morbus Parkinson, sowie der
praventive Nutzen eines ausreichenden Vitamin K2-Spiegels auf Kognition und weitere

Pathologien.

5.1 MK4 im Kontext der Lipidhomostase

Die groRRe funktionelle Vielfalt der Lipide ist neben dem strukturellen Unterschied der

Lipidklassen untereinander auch durch die Konfiguration der Fettsduren, regionale

Polarisierung oder Glykosylierung bedingt (Burdge & Calder, 2015). Zwei wichtige Funktionen
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der Lipide umfassen die Bildung von biologischen Doppelmembranen und die
Energiespeicherung in Form der TAG (Fahy et al., 2011). Beide Aspekte wurden bereits in
Kapitel 2.2.2 einfihrend beleuchtet. Eine Alteration der Fettsdureverteilung innerhalb der
Zellmembran beeinflusst durch veranderte physikochemische Eigenschaften und dadurch in
letzter Konsequenz die allgemeine Zellphysiologie (Brenner, 1984; Calder et al., 1994; D. C.
Mitchell et al., 2003; Murphy & Byczko, 1990; Stubbs & Smith, 1984).

Auch Vitamin K2 beeinflusst Gber vielfaltige Mechanismen physiologische und biochemische
Prozesse (diese wurden ebenfalls einleitend in Kapitel 2.3.3 besprochen). Inzwischen sind 17
VKDP bekannt, die vielfaltigen Funktionen in Signaltransduktion, Knochenhomdstase und
vaskularen Kalzifizierungsprozessen ausuben (Xiao et al., 2020). Neben den Gla-Proteinen
verdichtet sich die Datenlage uber direkte, VKDP-unabhangige Funktionen des Vitamin K2. (J.
Li et al., 2003; Nakajima et al., 1993; Shandilya et al., 2021).

Diese Vielfaltigkeit der VKDP-unabhangigen Wirkmechanismen des MK4 eréffnen die Frage
nach weiteren unbekannten Effekten, insbesondere auf den Lipidstoffwechsel. Da neuronale
Zellen (und somit auch SH-SY5Y-Zellen) keine Aktivitat der GGCX und VKOR zeigen (J. Li et
al., 2003), kdnnen die beobachteten Effekte dieser Arbeit als VKDP-unabhangig interpretiert
werden. Im Folgenden werden mogliche Zusammenhdnge des Vitamin K2 auf die
beobachteten Lipidalterationen auf Basis aktueller Erkenntnisse aufgezeigt und mdgliche
Interaktionsmechanismen diskutiert. Es erfolgt dabei eine getrennte Betrachtung zwischen
Lipiden des Energiemetabolismus (Carnitinester und Triacylglyceride) und membranbildenden

Lipiden (Phospholipide, Sphingolipide).

5.1.1 MK4 und Lipide des Energiemetabolismus

Bereits seit langerem wird ein Einfluss des Vitamin K auf den Energiemetabolismus,
insbesondere im klinischen Kontext des Diabetes mellitus Typ Il und Ubergewicht diskutiert
(Dash & Al Bataineh, 2021; Popa et al., 2021; Ravera et al., 2021). Erst kirzlich untersuchte
eine in vivo Studie den Einfluss des Vitamin K2 auf Lebensspanne und Fettsauremetabolismus
des Fadenwurms Caenorhabditis elegans (Kurz: C. elegans). Die Farbung der Wirmer mit
dem Farbstoff Olrot-O zeigte eine verminderte Konzentration an Triacylglyceriden in den mit
Vitamin K2 behandelten Wirmer. Die Untersuchung der Wurmer mittels Gesamt-
Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung (engl. RNA sequencing, RNA-Seq) deutete auf eine
Einflussnahme des Vitamin K2 auf Peroxisomen und den Fettsauremetabolimus hin (Qu et al.,
2022). Unter Anwesenheit von Vitamin K2 wurde die erhdhte Expression von 18 Peroxisomen-
assoziierten Genen nachgewiesen, welche unter anderem eine Rolle in oxidativer
Stressresistenz und peroxisomaler $-Oxidation einnehmen. Es handelt sich bei Peroxisomen
um Organellen in nahezu allen eukaryontischen Zellen (Honsho et al., 2020). Innerhalb der

umgebenden Zellmembran der Peroxisomen befinden sich mehrere Oxidasen, die Uber ihre
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enzymatische Aktivitdt in Kombination mit molekularem Sauerstoff das zytotoxische
Wasserstoffperoxid generieren. Das schadliche Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym
Katalase zu unschadlichem Wasser und Sauerstoff abgebaut (Okumoto et al., 2020). Somit
schitzen Peroxisomen vor oxidativen Stress. Darliber hinaus ermoéglichen die Enzyme
innerhalb der Peroxisomen die Teilnahme an den zellularen Prozessen, unter anderem der -
Oxidation, Synthese der Ether-Phospholipid-Plasmalogene und Synthese von DHA
(Antonenkov et al., 2010; De Duve & Baudhuin, 1966; Schrader & Fahimi, 2006; Waterham et
al., 2016). Im Speziellen werden langkettige Fettsduren durch die f-Oxidation in Peroxisomen
gekirzt und anschlieRend den Mitochondrien zum weiteren Abbau zugefihrt (Okumoto et al.,
2020; Van Veldhoven, 2010).

Neben der erhdhten Expression von Peroxisomen-assoziierten Genen zeigte sich im Rahmen
der Arbeit ein Effekt des Vitamin K2 auf den Fettsduremetabolismus. Es konnten 17 Vitamin
K2-vermittelte Genexpressionserhéhungen mit Assoziation zum Fettsdureabbau und der
Biosynthese ungesattigter Fettsauren nachgewiesen werden, insbesondere in der Fettsaure-
Elongation, Desaturierung und Synthese von Acyl-CoA, welche in letzter Konsequenz mittels
B-Oxidation abgebaut wird (Qu et al., 2022). In Analogie zeigte eine Studie in lebenden
Zebrafischlarven (Danio rerio, D. rerio) unter Einfluss von Vitamin K2 eine Reduktion
intrazellularer neutraler Lipide nach Anfarbung mit dem Vitalfarbstoff Nilrot und anschlieRender
Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie (N. G. Silva et al., 2024). Nach 48-stiindiger
Exposition von 21,1 yM MK4 konnte dieser Befund ebenfalls in der massenspektrometrischen
Analyse bestatigt werden. Hierbei zeigte sich eine zur Kontrolle signifikante Abnahme
insbesondere der Triacylglyceride (N. G. Silva et al., 2024). Auch im Rattenmodel (Sprague-
Dawley-Ratten, Rattus norvegius) zeigte die Futterung mit einer MK4-Diat (600 mg/kg)
gegenuber der Kontrollgruppe eine signifikante Abnahme der visceralen und subkutanen
Fettgewebsmasse (analysiert mittels Kleintier-CT) sowie Reduktion der Triacylglyceride und
des Cholesterins im Serum (Sogabe et al., 2011). Da Fettgewebe hauptsachlich aus
Adipozyten besteht, welche Lipide in Form von TAG einlagern (Arner, 2018), deutete die
Abnahme der Fettgewebsmasse in Analogie zum Serum auf eine generelle Abnahme der TAG
in vivo hin. Trotz des phylogenetischem Abstand der untersuchten Organismen (C. elegans,
D. rerio und R. norvergius) und unterschiedlicher Methodik deuten die aktuellen Erkenntnisse
in der Gesamtschau auf eine Reduktion der Triacylglyceride durch MK4 hin. Dieser Effekt
konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig in menschlich abgeleiteten neuronalen Zellen in
vitro repliziert werden, wodurch der Verdacht auf einen hoch konservierten TAG-senkenden
Effekt des MK4 untermauert wird. Auch eine epidemiologische Studie, welche den
Zusammenhang zwischen Vitamin K-Einnahme und metabolischem Syndrom untersuchte,
deutet auf einen TAG-senkenden Effekt des MK4 hin. Sowohl im Langs- (Folgeuntersuchung
nach 10 Jahren) als auch Querschnitt zeigte sich eine Assoziation zwischen hoher MK-
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Einnahme in der Ernahrung und erniedrigten Serum-TAG (V. Dam et al., 2015). Im Gegensatz
zu den Erkenntnissen dieser Studie zeigte sich in HepG2-Zellen unter Inkubation von 30 uM
MK4 jedoch keine signifikante Anderung der mittels Diinnschichtchromatographie analysierten
TAG (Kotakowski et al., 2021). Auf den Aufbau und die Deutung, sowie bedingte
Vergleichbarkeit dieser Studie wird aufgrund der Relevanz im Kontext der Membranlipide in

Kapitel 5.1.2.3 gesondert eingegangen.

Die in dieser Arbeit angewendete Methodik erlaubt keine Aussage Uber mechanistische
Zusammenhange. Im Kontext der beobachteten Effekte sollen insbesondere folgende
Hypothese diskutiert werden: In Analogie zu C. elegans fuhrt Vitamin K2 auf
Transkriptionsebene in Neuronen zur Abnahme der Triacylglyceride. Die generierten
Fettsauren werden nach Elongation und Desaturierung den Peroxisomen zugefuhrt, in denen
sie mittels B-Oxidation verstoffwechselt werden. Eine erhdhte Prozessierung der Fettsduren
uber Peroxisomen bedingt eine verminderte Zufihrung und Umsatz der aktivierten Fettsauren
in die Mitochondrien mit konsekutiver Abnahme der transportierten Carnitinester. Im Rahmen
des mitochondrialen Metabolismus entstehen -im Gegensatz zu Peroxisomen- reaktive
Sauerstoffspezies (Angelova & Abramov, 2018). Eine verminderte metabolische Aktivitat der
Mitochondrien wirde mit verringertem ROS-bedingtem Stress einhergehen. Anhand der in
dieser Arbeit erhobenen Daten kann diese Hypothese nicht bewiesen werden, jedoch deutet
die beobachtete Abnahme der Triacylglyceride auf eine vermehrte Energiegewinnung im
Rahmen einer erhdhten B-Oxidation. Durch den Abfall der Carnitinester findet folglich ein
verminderter Transport in die Mitochondrienmatrix statt. Durch eine vermehrte B-Oxidation
innerhalb der Peroxisome ist die Abnahme der TAG bei gleichzeigt verminderten

Carnitinestern ein denkbares -in der Literatur bereits in vivo beschriebenes- Szenario.

Dieser antioxidativ-wirkende Effekte des MK4 zeigte sich auch in einer weiteren Studie. In
einem Model primarer Kulturen von Oligodendrozyten und unreifer kortikaler Neurone der
Ratte, die durch Entzug von Glutathion mittels cysteinfreiem Medium gegen oxidativen Stress
sensibilisiert wurden, zeigte die Zugabe von MK4 Schutz vor oxidativem Stress (J. Li et al.,
2003). Es konnte gezeigt werden, dass die antioxidativen Effekte des MK4 nicht durch
Wiederherstellung des Glutathions, sondern durch Verhinderung der Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies vermittelt wurde (J. Li et al., 2003). In Analogie zu (Nakajima et al., 1993)
zeigte die Zugabe von Warfarin keine Anderung des Vitamin K2-vermittelten Effektes, wodurch
auf eine VKDP-unabhangige Wirkweise geschlossen werden kann. In einer weiteren Studie
zeigte sich eine Streptozotocin- und Menadion-bedingte Abschwachung der ROS-Produktion
und Erhaltung des mitochondrialen Membranpotentials nach Zugabe von 50 uM Vitamin K2 in
SH-SY5Y-Zellen (Shandilya et al., 2021). Die verminderte Detektion von ROS und der Erhalt

des mitochondrialen Membranpotentials konnten ebenfalls im Rahmen einer erhdhten
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Stressresistenz durch Peroxisome mit konsekutiver Entlastung der Mitochondrien erklart
werden. Auch in Tiermodellen wurde die Wechselwirkung zwischen Vitamin K2 und
Mitochondrien bereits adressiert. In einer Studie mit einem transgenen Drosophila-Modell
zeigten die Fliegen unter Gabe Vitamin K2 eine erhdhte Bildung von ATP, sowie eine
vermehrte Expression der Hauptuntereinheit des mitochondrialen Komplex | (NDUFS3) (X. Lin
et al., 2021). Die vermehrte ATP-Synthese in diesem Modell korrespondiert mit dem erhdhten
Abbau der Fettsauren aus den TAG in dieser Arbeit. Auch im Mausmodell zeigte eine Gabe
von Vitamin K2 nach Anasthesie mittels Isofluran bei Mausen eine Zunahme der ATP-

Konzentration im Hypothalamus (Miao et al., 2018).

Zuletzt sei die Funktion des Vitamin K2 als moglicher Elektronentransporter in der
Mitochondrienmembran genannt. Vitamin K2 dhnelt in seiner chemischen Struktur Coenzym
Q10, einem Elektronentransporter in der Mitochondrienmembran. Die Funktion des Vitamin
K2 als moglicher Elektronentransporter in Mitochondrien wird in der Literatur kontrovers
diskutiert und ist nicht abschlieliend geklart (Bernardini et al., 2021; Cerqua et al., 2019; Colpa-
Boonstra & Slater, 1958; Vos et al., 2012). Das Modelldesign dieser Arbeit ermdglicht keine

Aussagen uber die Rolle des Vitamin K2 als Elektronentransporter.

5.1.2 MK4 und membranbildende Lipide

5.1.2.1 MK4 und Diacyl-Phosphatidylcholine

Diacyl-Phosphatidylcholinen (PCaa) werden der Gruppe der Phosphoglycerolipide
zugeordnet, einem Sammelbegriff mehrerer Substratklassen, deren Gemeinsamkeit das
Grundgerist aus dem dreiwertigem Alkohol Glycerin und einer endstandig veresterten
Phosphorsaure darstellt. Im Falle der Diacyl-Phosphatidylcholine sind die beiden freien
Hydroxylgruppen des Glycerins mit jeweils einer Fettsaure variabler Kettenlange und
Sattigung verestert, und die Phosphorsaure steht tber eine zweite Esterbindung (in diesem
Kontext auch Diesterbindung genannt) mit dem Aminoalkohol Cholin in Verbindung (Lordan et
al.,, 2017). Die Kombination aus Phosphorsdure und polarem Verbindungspartner
(Kopfgruppe), sind fir die jeweiligen Untergruppen der Phosphoglycerolipide namengebend.
So existiert neben Phosphatidylcholinen die Klassen der Phosphatidylethanolamine
(Kopfgruppe: Ethanolamin), Phosphatidylserine (Kopfgruppe: Serin), Phosphatidylinositole
(Kopfgruppe: Inositol) und Phosphatidylglycerole (Kopfgruppe: Glycerin) (Burdge & Calder,
2015). Diacyl-Phosphatidylcholine bilden zusammen mit Phosphatidylethanolamin die
Hauptkomponenten neuronaler Membranen. Im Gesunden betragt ihr Anteil an den
Gesamtlipiden in der grauen Substanz 25,1 % und in der weil3en Substanz 11,8 % (Olsson et
al., 1996).

Die Klasse der PCaa zeigte in der massenspektrometrischen Analyse nach 72stindiger

Inkubation mit MK4 in SH-SY5Y-Zellen sowohl signifikante Zu- als auch Abnahmen mehrerer
94



Diskussion

Einzelspezies (siehe Kapitel 4.1.2). Insbesondere kam es unter Anwesenheit von MK4 zu einer
Zunahme der kurzkettig gesattigten und mehrfach ungesattigten Fettsauren. Der
Gesamtgehalt gegeniiber der Kontrolle bliebt hingegen unverandert, wodurch der Anteil an
PCaa an der Zellmembran unter Inkubation mit MK4 keine Veranderung zeigt. Zum jetzigen
Zeitpunkt wurde in der Literatur kein direkter Zusammenhang zwischen Vitamin K und dem
Metabolismus der Diacyl-Phosphatidylcholine adressiert. Die Erkenntnisse dieser Arbeit
ermdglicht somit erste Aussagen und Deutungen Uber den Einfluss des Vitamin K2 auf den
Metabolismus der PCaa und den assoziierten Fettsauren. Insbesondere soll in diesem Kontext
die mogliche Alteration der DHA besprochen werden. Wie in Tabelle 1 besprochen bilden in
absteigender Reihenfolge die Fettsauren Stearin- (C18:0), Palmitin- (C16:0), OI- (C18:1 w-9),
Docosahexaen- (C22:6 w-3) und Arachidonsaure (C20:4 w-6) den grofiten Anteil an
Fettsduren im Zentralnervensystem. Im Rahmen der Auswertung zeigte sich eine Zunahme
aller sechsfach ungesattigten Fettsduren (PCaa 36:6 / 38:6 / 40:6 / 42:6, Abbildung 2A). Ein
Diacyl-Phosphatidylcholin mit Palmitinsaure als erste und DHA als zweite Fettsaure ergabe
neben weiteren Kombinationsmdglichkeiten die Spezies PCaa-C38:6. In Analogie dazu kann
es sich bei der Spezies PCaa-C40:6 um die Kombination aus Stearinsaure und DHA handeln,
womit die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Zunahme von DHA in den PCaa deuten. Es sei in
diesem Kontext zusatzlich die Biosynthese der DHA erwahnt, die unter anderem in
Peroxisomen stattfindet (Okumoto et al., 2020). Wie bereits in Kapitel 5.1.1 erwahnt, steigert
Vitamin K2 in C. elegans die Aktivitat der Peroxisome auf der Ebene der Transkription (Qu et
al., 2022). Dieser Zusammenhang kénnte die relative Zunahme von DHA erklaren und den

Zusammenhang zwischen Vitamin K2 und Peroxisomen weiter festigen.

5.1.2.2 MK4 und Phosphatidylcholin-Plasmalogene
Phosphatidyl-Plasmalogene (PCae) gehdren der Gruppe der Ether-Phospholipide, einer
Untergruppe der Phosphoglycerolipide, an. Der chemische Aufbau entspricht grundsatzlichen
denen der Phosphatidylcholine (siehe Kapitel 5.1.2.1), jedoch befindet sich an der sn-1
Position eine Alykiseitenkette (statt Acylseitenkette), welche tber eine Vinyletherbindung (statt
Esterbindung) mit dem Glycerin in Verbindung steht (Bozelli & Epand, 2021). Neben Cholin
kénnen Vinylether-Phospholipide mit Ethanolamin als Kopfgruppe vorgefunden werden
(Phosphatidylethanolamin-Plasmalogene). Haufig handelt es sich bei den bindenden
Acylseitenketten an der sn-2 Position um mehrfach ungesattigte Fettsauren (Nagan & Zoeller,
2001; Udagawa & Hino, 2022). Mit bis zu 20 % aller Phospholipide bilden Plasmalogene einen
wichtigen Bestandteil membranbildender Lipide (Gu et al., 2022). Besonders hohe
Anreicherung findet sich innerhalb des Herzens, Gehirns und Immunzellen (Braverman &
Moser, 2012; LeRRig & Fuchs, 2009) . Insbesondere finden sich Plasmalogene in spezialisierten
Membranen wie dem Sarkolemm der Muskelzellen, der Myelinmembran und synaptischen
Vesikeln (Poitelon et al., 2020; Post et al., 1988; Takamori et al., 2006).
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In Analogie zu den Diacyl-Phosphatidylcholinen wird in dieser Arbeit erstmals der
Zusammenhang zwischen MK4 und der Homdostase der Phosphatidylcholin-Plasmalogene
im Zellkulturmodell beschrieben. Nach Inkubation mit MK4 konnte keine Alteration der PCae
im Sinne eines Klasseneffektes beobachtet werden, wodurch der relative Anteil in der
Neuronenmembran nicht beeinflusst wird (siehe Kapitel 4.1.3). Dies zeigt sich insbesondere
an der Hauptspezies PCae-C34:1, welche keine signifikante Anderung aufwies. Die Abnahme
der Spezies PCae-C36:2 deutet auf eine Verminderung der Olsaure (C18:1) hin. In Analogie
zur Klasse der PCaa zeigen sich auch in der Gruppe der Plasmalogene eine Zunahme der
gesattigten Fettsauren, hauptsachlich durch die signifikante Zunahme der anteilsmaRig
dominierenden Spezies PCae-C32:0, wobei es sich empirisch um zwei Palmitinsduren
handelt, sowie der kurzkettigen Fettsauren (siehe Kapitel 4.1.3). Auch Mitglieder der Gruppe
der sechsfach-ungesattigten Fettsauren zeigten, wie bereits bei Diacyl-Phosphatidylcholinen,
eine signifikante Zunahme, insbesondere die Spezies PCae-C38:6 und PCae-C40:6, bei
welchen es sich um basierend auf der neuronalen Fettsaureverteilung empirisch um DHA in
Kombination mit Palmitin und Stearinsdure handelt (siehe Kapitel 5.1.2.1). Schritte der
Biosynthese der Plasmalogene erfolgen in Peroxisomen (Okumoto et al., 2020). Im Rahmen
dieser Arbeit zeigten sich keine Zunahme der Gesamt-Plasmalogene im Sinne einer erhdhten
Synthese, jedoch lasst die deutliche Zunahme der sechsfach ungesattigten Fettsauren als
herausstechender Effekt eine Vermehrung von DHA vermuten. Ein fehlender Klasseneffekte
deutet auf eine von Vitamin K2-unabhangige Biosynthese und Metabolismus der

Phosphatidylcholin-Plasmalogene hin.

5.1.2.3 MK4 und lysierte Phosphatidylcholine
Lysierte  Phosphatidylcholine  (LPC) sind Produkte aus korrespondierenden
Phosphatidylcholinen, deren mittelstdndige Acylseitenkette durch enzymatische Hydrolyse der
Phospholipase A; (PLA?) abgespalten wurde (Gauster et al., 2005). Alternativ werden lysierte
Phosphatidylcholine wie bereits besprochen durch den Transfer einer Acylseitenkette eines
Phosphatidylcholins auf ein freies Cholesterinmolekiil (das Produkt wird als Cholesterinester
bezeichnet) durch das LCAT generiert (sieche Kapitel 4.1.4). Eine Uberfiihrung zuriick in
Diacyl-Phosphatidylcholine ist durch die enzymatische Aktivitat der Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase (LPCAT) in Anwesenheit eines Acyl-CoA-Molekils mdglich (L. Wang et al.,
2012), wodurch sich die enge Verknipfung zum Stoffwechsel der Diacyl-Phosphatidylcholine
erklaren lasst. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es in der Literatur keine Hinweise auf einen
modulierenden Einfluss des Vitamin K auf den Metabolismus der lysierten
Phosphatidylcholine, wodurch die Erkenntnisse dieser Arbeit erste Implikationen des Vitamin
K2 auf lysierte Phosphatidylcholine in der Zellkultur erlauben. Wie auch bei Diacyl-
Phosphatidylcholinen und Phosphatidylcholin-Plasmalogenen konnte kein Klasseneffekt,
jedoch signifikante Alterationen einzelner Lipidspezies nachgewiesen werden (siehe Kapitel
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4.1.4). Beachtenswert ist die signifikante Abnahme der Olséure (entspricht LysoPC-C18:1),
eine Beobachtung, die sich mit den Erkenntnissen der PCae, jedoch nicht mit PCaa (dort
wurde eine nicht signifikante Abnahme von 92,7% beobachtet), deckt und auf die allgemeine
Abnahme der Olsaure innerhalb der mit MK4-inkubierten Proben deutet. Es zeigte sich ferner
eine  Zunahme der Lipidspezies LPC-C22:6 und LPC-C20:4. Da in lysierten
Phosphatidylcholinen lediglich eine Acylseitenkette vorhanden ist, muss es sich bei den
Fettsauren der detektierten Spezies um Arachidonsdure (C20:4) und Docosahexaensaure
(C22:6) handeln. Diese Erkenntnisse verharten zusatzlich den Verdacht der Zunahme von
DHA innerhalb der Klasse der Diacyl-Phosphatidylcholine und Phosphatidylcholin-
Plasmalogenen in der gesamten Zelle. Wie bereits in xxx erwahnt stellt AA eine
Vorlaufersubstanz mehrerer proinflammatorischer Mediatoren dar. In  einem in-vitro
Experiment konnte eine verminderte Synthese an Prostaglandinen als einen dieser
Mediatoren in humanen osteoblastenartige periostalen Zellen (engl. osteoblast-like periosteal
cells) durch Vitamin K2 beobachtet werden (Koshihara et al., 1993). Eine verminderte
Syntehese an Prostaglandinen wirde sich indirekt durch erhéhte AA in der Zellmembran
auBern. Somit bestarkt diese Arbeit -wenn auch nur indirekt- einen mdglich
inflammationsmodulierenden Effekt des MK4 durch eine verminderte Synthese von Derivaten
der Arachidonsaure. Als mdoglichen Mechanismus deutet die Literatur auf eine Inhibition der
12-Lipoxygenase durch Vitamin K2, welche durch Oxidation AA an der Synthese
proinflammatorischer Mediatoren beteiligtist (J. Li et al., 2009; Z. Zheng et al., 2020). Es bedarf
weiterer Studien, um den definitiven Wirkmechanismus zu bestatigten und besser zu

verstehen.

Eine bereits in 5.1.1 erwahnte Studie untersuchte in Analogie zu dieser Arbeit die Verteilung
von AA und DHA unter Einfluss von MK4 in komplexen Lipiden (Kotakowski et al., 2021). Dort
zeigte eine 16-stiindige Inkubation mit 30 uM MK4 in HepG2-Zellen in Ubereinstimmung mit
dieser Arbeit keine signifikante Zunahme der Gesamtkonzentration der Phospholipide. Die
Messung erfolgte dabei mittels Dunnschichtchromatographie. Die Analyse verschiedener
Fettsduren innerhalb der Gruppe der Phospholipide (in der Studie wurde die genaue
Subklasse an Phospholipiden nicht naher charakterisiert), Diacylglyceride (im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht) und Triacylglyceride zeigte bei Kolakowski eine Zunahme von
Arachidonsaure gegenuber der Kontrolle in der Fraktion der Triacylglyceride. Auch DHA zeigte
unter Inkubation mit MK4 eine Zunahme innerhalb der drei untersuchten Lipidfraktionen,
Signifikanz wurde jedoch nur fir Diacylglyceride und Triacylglyceride gezeigt. Im Gegensatz
zu dieser Arbeit wurden somit keine signifikante Zunahme an AA und DHA in der Gruppe der
Phospholipide beobachtet. Diese Diskrepanz kdnnte durch methodische Unterschiede bedingt
sein. Zum einen wurde die Klasse der untersuchten Phospholipide in genannter Studie nicht
prazessiert, darlber hinaus wurde mit einer geringeren Konzentration (30 pM) Uber einen
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kiirzeren Zeitraum (16 h gegentiber 72 h) mit einer anderen Zelllinie (HepG2 statt SH-SY5Y)
inkubiert. Auch kann Uber die in der Studie beobachtete Zunahme von Arachidonsaure und
Docosahexaensaure in der Fraktion der TAG in dem Modell dieser Arbeit keine Aussage
getroffen werden (Auf Basis von drei unabhangigen Fettsauren ist ein sichere Aussage Uber

die Komposition in den TAG mit hoher Unsicherheit verbunden).

5.1.2.4 MK4 und Sphingomyeline

Es handelt sich bei Sphingomyelinen um eine Untergruppe der Sphingolipide (Hannun &
Obeid, 2018). In Analogie zu den Phospholipiden sind Sphingolipide amphiphile Molekule mit
einer hydrophoben und hydrophilen Komponente. Allen Sphingolipiden gemeinsam ist der
einfach ungesattigte Aminoalkohol Sphingosin, welcher Uber eine Amidbindung mit einer
langkettigen Fettsaure verbunden ist. Diese Kombination aus Sphingosin und einer variablen
Fettsdure bildet die zentrale Untergruppe der Ceramide. Alle weiteren Untergruppen der
Sphingolipide werden im Rahmen ihrer Synthese aus Ceramiden gebildet. Die
Ceramidstruktur bildet dabei die hydrophobe Komponente des Molekiils, verankert dieses in
der Zellmembran und beeinflusst die physikalischen Eigenschaften wie Fluiditat und
Permeabilitat (Denisova & Booth, 2005). Die Unterscheidung der verschiedenen Sphingolipid-
Untergruppen erfolgt auf Basis der hydrophilen Kopfgruppe, welche Uber die Hydroxylfunktion
des Sphingosins angebunden ist. Beinhaltet die Kopfgruppe eine Phosphocholin wird von
Sphingomyelinen gesprochen, bei einem Zucker von Glykosphingolipide. Letztere lassen auf
Basis der Zuckerstruktur weiterhin unterteilen in Ganglioside (Oligosaccharide), Cerebroside
(Monohexosen) und Sulfatide (Sulfatgruppe am C3-Atom der Monohexose Glucose oder
Galactose) (Shayman, 2000).

Das Gehirn ist besonders reich an Sphingolipiden, wobei die Zusammensetzung der
Untergruppen sich auf anatomischer Ebene unterscheidet (Carrié et al., 2004; Giusto et al.,
1992; Gornati et al., 2002). Auf zellularer Ebene finden sich Sphingolipide insbesondere in der

Myelin- und Neuronenmembran (Denisova, 1990; Denisova et al., 1991).

Bereits seit langerem ist ein modulierender Effekt des Vitamin K auf den
Sphingolipidmetabolismus beschrieben. Schon 1958 wurde Vitamin K als zwingende
Notwendigkeit flir das bakterielle Wachstum des Bakterienstammes Bacteroides
melaninogenicus (Synonym: Fusiformis nigrescens) identifiziert (Lev, 1958). Im Rahmen
weiterer Untersuchungen zeigte sich ein obligater Bedarf an Vitamin K fur die bakterielle
Sphingolipidbiosynthese und folglich der Membranintegritat (Lev, 1968; Lev & Milford, 1971,
1972). Als zugrunde liegende Ursache dieser Beobachtung wurde im Rahmen weiterer
Untersuchungen durch dieselbe Arbeitsgruppe die Induktion des Enzyms 3-
Ketodihydrosphingosin-Synthase (3-KDS-Synthase, Synonym: Serin-Palmitoyl-Transferase)

durch Vitamin K identifiziert, welches den ersten Schritt in der de novo-Synthese der
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Sphingolipide darstellt (Lev & Milford, 1973). Diese Beobachtungen konnten im Mausmodell
repliziert werden (Sundaram & Lev, 1988). Zusatzlich modulierte Vitamin K im Mausmodell
den Metabolismus der Sulfatide (Sundaram & Lev, 1990). Diese werden aus Cerebrosiden
durch das Enzym Sulfotransferase (Synonym: GalCer-Sulfotransferase) generiert und durch
die Arylsulfatase wieder in Cerebroside Uberfiihrt. Unter Gabe von Vitamin K konnte in den
Mausen die Stimulierung sowohl der Sulfotransferase als auch der Arylsulfatase festgestellt
werden (Sundaram & Lev, 1990). Unter Applikation eines Vitamin K-Antagonisten zeigte sich

hingegen eine Reduktion der Sulfatidkonzentration im Mausegehirn (Sundaram et al., 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschliel3lich die Gruppe der Sphingomyeline als Vertreter
der Sphingolipide untersucht. Es zeigte sich bis auf die Veranderung von drei Lipidspezies
keine signifikanten Alterationen oder ein Klasseneffekt unter Inkubation mit MK4 gegeniber
der Kontrolle (siehe Kapitel 4.1.5). Eine zu erwartende relative Vermehrung der
Sphingomyeline im Rahmen einer erhéhten Sphingolipidbiosynthese durch induzierte 3-KDS-
Synthase konnte nicht beobachtet werden. Es sei in diesem Kontext jedoch auf die sich
unterscheidenden Grundannahmen hingewiesen. So wurden die Untersuchungen der
Syntheseleistung der 3-KDS ausschlieldlich in Bakterien und Mausen untersucht. Als Vitamer
wurde ferner Phyllochinon statt Menachinon verwendet (Lev & Milford, 1973). Durch diese
Limitationen bedingt kann nicht unmittelbar auf die Enzymaktivitat innerhalb humaner Zellen
geschlossen werden. Dariber hinaus unterscheidet sich die Expressionsmenge der 3-KDS-
Synthase innerhalb der verschiedenen Zelltypen innerhalb des Zentralnervensystems
(Batheja et al., 2003). Eine besonders hohe Dichte findet sich dabei in Pyramidenzellen der
Hirnrinde und in moderater Auspragung in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns. In Astrozyten,
Mikroglia und Oligodendrozyten konnte die 3-KDS immunhistochemisch nicht nachgewiesen
werden (Batheja et al., 2003). Auch in SH-SY5Y-Zellen konnte die Existenz und Aktivitat der
3-KDS bereits nachgewiesen werden (Kang et al., 2010; J. R. Lim et al., 2023). In letzter
Konsequenz deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf keine Induktion der 3-KDS-Synthase in
SH-SY5Y-Zellen durch MK4 hin. Der in dieser Arbeit verwendete experimentelle Aufbau
ermdglicht ferner keine Aussage Uber den Sulfatidmetabolismus. Wie bereits besprochen
finden sich Sphingolipide, insbesondere Sulfatide in der Myelinmembran (Baba & Ishibashi,
2019). Die in dieser Arbeit verwendeten SH-SY5Y-Zellen dienen als Modell fir Neurone
(Shipley et al., 2016) und erlauben daher keine Aussage Uber mdgliche Alterationen im
Sulfatidmetabolismus der Myelinmembran in vivo. Somit widersprechen sich die Erkenntnisse
dieser Arbeit nicht mit der bestehenden Wissensstand, deuten jedoch auf keinen Effekt des
MK4 auf den Sphingomyelinhaushalt in SH-SY5Y-Zellen.
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5.2 Die Lipidhomostase im Kontext der Alzheimer-Demenz

Wie in Kapitel 5.1 ersichtlich wurde, stellen Lipide eine bedeutende Komponente im
menschlichen Organismus dar und erflllen vielfaltige Funktionen, unter anderem als
Energiereservoir, Element der zellularen Signaltransduktion und als Hauptbestandteil aller
zellularen Membrane (Fahy et al., 2011). Bei letzterem spielt die chemische Konstitution,
Konformation und Verteilung der Fettsauren eine entscheidende Rolle flr die vielfaltigen
Funktionen der Membrane (de Carvalho & Caramujo, 2018). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Alterationen der Kettenlangenverteilung und des Sattigungsgrades aller untersuchten
Lipidspezies nachgewiesen, und die Rolle des Vitamin K2 in diesen Alterationsprozessen
diskutiert. Diese Erkenntnis erweckt die Frage nach dem Einfluss der Lipidhomdstase im
Kontext zerebraler und insbesondere neurodegenerativer Erkrankungen. Schon Alois
Alzheimer erwahnte in seiner Erstbeschreibung Fetteinschlisse in Gliazellen innerhalb der von
ihm analysierten Hirnrinden (Foley, 2010). Eine verandertere Lipidhomodstase steht in
Zusammenhang mit der Pathogenese und Progression neurodegenerativer Erkrankungen
(Estes et al., 2021; M. O. W. Grimm et al., 2017). Es soll deshalb im Folgenden Abschnitt der
beobachtete Lipideffekt durch MK4 in den Kontext der Alzheimerpathologie eingebettet und

denkbare praventive und prognostische Konsequenzen daraus abgeleitet werden.

5.2.1 Membranlipide und die Alzheimerpathologie

Lipide bilden einen essenziellen Bestandteil des menschlichen Gehirns (Hussain et al., 2020).
Aufbau und generelle Funktionsweise der Zellmembran wurden in Kapitel 2.2.2.1 bereits
erlautert. Der groRte Anteil der Lipide im Gehirn besteht aus Cholesterin,
Phosphoglycerolipiden und Sphingolipide (Yoon et al., 2022). Eine Vielzahl an post mortem
Analysen konnte eine veranderte Zusammensetzung des Membranlipidprofils in
Alzheimergehirnen nachweisen (M. O. W. Grimm, Grésgen, Riemenschneider, et al., 2011;
Nitsch et al., 1992; Prasad et al., 1998; Wells et al., 1995). Im Fokus dieser Arbeit lag die
Analyse der PCaa und Derivate (PCae und LPC), dessen Stoffwechsel zusammen mit der
Gruppe der Phosphatidylethanolamine im Rahmen der Alzheimerdemenz Alterationen
aufzeigt (Batra et al., 2023; Blusztajn & Slack, 2023). Im Kontext der in dieser Arbeit
analysierten Membranlipide konnte unter Einwirkung von MK4 eine Alteration des
Sattigungsgrades beobachtet werden, insbesondere kurzkettige gesattigte und sechsfach
ungesattigte Fettsduren verzeichneten eine signifikante Zunahme (siehe Abbildung 4B;
Abbildung 7B; Abbildung 10B). Der Sattigungsgrad der Zellmembran-bildenden Lipide spielt
eine essenzielle Rolle fur physikalisch-chemischen Eigenschaften (Haeffner & Privett, 1975).
Eine Zunahme hochgradig ungesattigter Fettsduren erhoht wie bereits erwahnt die
Membranfluiditat, welche in zellulare Funktionen wie Signaltransmission, Proteinfunktion
transmembraner Proteine, Laterale Diffusion, Protein-Lipid-Interaktionen und Vesikelbildung

involviert ist (Escriba et al., 2008). Diese Beobachtung spielt insbesondere im Kontext der
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sogenannten Lipidflélie (engl. lipid rafts) eine entscheidende Rolle. Dabei handelt es sich um
kleine (10 — 200 nm), heterogene, hochdynamische Domanen innerhalb der Zellmembran mit
besonders hohem Anteil an Sphingolipiden und Cholesterin, welche ein intramembrandses
Kompartiment flr zelluldare Prozesse bilden (Pike, 2006). Die in der Regel langen und
gesattigten Acylseitenkette der Sphingolipide ermdglichen eine enge Aneinanderreihung in
Membranabschnitte und flihren in Nachbarschaftszonen zu den ungesattigten (und dadurch
geknickten) Acylseitenketten der Phospholipide zur Phasentrennung (Brown & London, 2000).
Licken innerhalb der dichten Sphingolipid-Aneinanderreihung werden durch Cholesterin
geflllt (Simons & lkonen, 1997). LipidfloRe finden sich in den meisten Zelltypen, spielen jedoch
insbesondere im Zentralnervensystem eine besondere Rolle. LipidfléRe entfalten ihre Funktion
hauptsachlich als Plattform fur das Stattfinden physiologischer Prozesse wie
Signaltransduktion, dendritischer und axonaler Proteintransport, Regulierung der
Neurotransmitter und deren exozytotische Freisetzung sowie fur Zell-Zell-Kommunikation
(Tsui-Pierchala et al., 2002). Bereits seit langerem wird der pathophysiologische Einfluss der
LipidfloRe im Kontext der Alzheimererkrankung diskutiert (Hicks et al., 2012). Bereiche, in
denen eine Dominanz an Phospholipiden und ungesattigten Fettsauren mit erhdhter Fluiditat
vorherrscht, werden als Non-Raft-Domanen bezeichnet (Wassall & Stillwell, 2008). Es konnte
innerhalb von Lipid-Raft-Domanen ein erhohter Gehalt der 3-Sekretase BACE-1 und PS1, dem
aktiven Zentrum der y-Sekretase nachgewiesen werden, wahrend die a-Sekretase ADAM-10
ausschlief3lich in Non-Raft-Domanen vorliegt (Ehehalt et al., 2003; Kojro et al., 2001; Parkin
et al., 1999; Parr-Sturgess et al., 2010; Riddell et al., 2001; Vetrivel et al., 2004; Yuan et al.,
2017). Somit hangt die Menge an amyloidogener Prozessierung auch von der Menge an
vorliegenden Lipid-Rafts ab. Eine Zunahme an hochgradig gesattigten Phosphoglyceride in
dieser Arbeit deutet auf vermehrte Non-Raft-Domanen. Zwar wurde auch eine Zunahme der
gesattigten Fettsauren in dieser Arbeit beobachtet, jedoch bestehen Raft-Domanen wie bereits
erwahnt hauptsachlich aus Sphingolipiden (in diese Arbeit nicht untersucht) mit langen
Fettsauren (in dieser Arbeit dominierende Zunahme der kurzkettig-gesattigter Fettsauren),

wodurch nicht direkt auf Alterationen dieser geschlossen werden kann.

Eine besonderer Bedeutung im Kontext der Alzheimererkrankung besitzt neben LipidfloRen
DHA, welches in dieser Arbeit in allen drei analysierten Phosphoglycerolipiden eine Zunahme
verzeichnete. Wie bereits ausfuhrlich in Kapitel 2.2.3.2 erlautert, handelt es sich bei DHA um
eine sechsfach ungesattigte Fettsdure mit einer herausragenden Rolle im
Zentralnervensystem (Lauritzen et al.,, 2016). Die Bedeutung der DHA im Kontext
neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der Alzheimerdemenz und der mogliche
praventive Nutzen durch die Erndhrung ist bereits seit langerem bekannt. So zeigte sich in
postmortalen Hirngewebsproben und Serum von Alzheimerpatienten verminderte
Konzentrationen von DHA und erhohte Level an Oxidationsprodukten der vulnerablen
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mehrfach ungesattigten Fettsduren, ein Befund, der auf erhdhte oxidative Vorgange im
Rahmen der Alzheimerpathologie deutet (Conquer et al., 2000; M. O. W. Grimm, Haupenthal,
et al., 2016; Markesbery et al.,, 2005; Soéderberg et al., 1991; Tully et al., 2003). Eine
verminderte Amyloid-Ablagerung sowie ein vermindertes Risiko flir das Auftreten der
Alzheimerdemenz durch parenterale Einnahme von mehrfach ungesattigten Fettsauren wie
DHA konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden (Barberger-Gateau, 2002; Kalmijn et
al., 1997; Morris et al., 2003; Morris & Tangney, 2014). Jedoch existieren auch Studien, die
keinen Zusammenhang zwischen PUFAs und der Alzheimerdemenz beobachteten (Engelhart
et al., 2002; Jicha, 2010; Kroger et al., 2009). Auf die APP-Prozessierung wirkt DHA Uber
mehrere unabhangige Mechanismen. So vermindert DHA die amyloidogene Prozessierung
Uber eine Senkung der Enzymaktivitat der p- und y-Sekretase (Green et al., 2007; M. O. W.
Grimm, Kuchenbecker, et al., 2011). Neben dieser Hemmung férdert DHA die nicht-
amyloidogene Prozessierung uber Steigerung der Enzymaktivitat der a-Sekretase (M. O. W.
Grimm, Haupenthal, et al., 2013) und Uber erhdéhte Genexpression und
Degradierungshemmung von ADAM17 mit konsekutiv nachgewiesener Akkumulation von
sAPPa (M. O. W. Grimm, Kuchenbecker, et al., 2011). AulRerdem foérdert DHA Uber eine
Verschiebung von Cholesterol aus Lipid-Raft- in Nicht-Lipid-Raft-Domanen die Aktivitat der
nicht-amyloidogenen Prozessierung (M. O. W. Grimm, Kuchenbecker, et al., 2011; Hashimoto
et al., 2005; Stillwell et al., 2005). Dieser Effekt ist vermutlich durch die Anreicherung DHA-
reicher Phospholipide in Lipid-Raft-Domanen zu erklaren. Zusatzlich wird die Enzymaktivitat
der B-HMG-CoA-Reduktase, dem  geschwindigkeitsbestimmenden Enzym  der
Cholesterinbiosynthese, durch DHA inhibiert, wodurch ebenfalls einer verringerte
amyloidogene Prozessierung erreicht wird (Ehehalt et al., 2003; Riddell et al., 2001; Vetrivel
et al., 2004). Zusatzlich moduliert DHA die AB-Aggregation, den Abbau und die ApR-vermittelte
Toxizitat in vitro (M. O. W. Grimm, Mett, et al., 2016; Hossain et al., 2009). Auch in
Tiermodellen zeigte DHA verbesserte kognitive Leistung und verringerte Level an Amyloid-
Plagues (Calon et al., 2004; Hashimoto et al., 2002, 2005; G. P. Lim et al., 2005; S. E. Perez
et al., 2010). Die Zunahme von DHA in dieser Arbeit fiihrt folglich Gber mehrere Mechanismen

zu einer Verschiebung der amyloidogenen hin zur nicht-amyloidogenen Prozessierung.

Eine weitere Fettsdure im Kontext der Alzheimererkrankung stellt die Arachidonsaure dar.
Auch ihre Funktion und allgemeine Bedeutung wurde in Kapitel 2.2.3.2 bereits besprochen.
Auch der Einfluss von Arachidonsaure auf die Alzheimerpathologie ist Gegenstand der
aktuellen Literatur (Thomas et al., 2016). Die Bewertung Uber die Rolle der Arachidonsaure
wird jedoch im Gegensatz zu DHA kontrovers betrachtet. So konnte in Alzheimergehirnen post
mortem erhdhte Konzentrationen an Arachidonsdure und Enzymaktivitdt der PLA
nachgewiesen werden (Sanchez-Mejia et al., 2008). Wahrend sich im Tiermodell ein positiver
Einfluss der Arachidonsaure auf Langzeitpotentierung zeigte, berichten andere Arbeiten Gber
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einen fordernden Einfluss der Arachidonsaure auf pathologische Prozesse (McGahon et al.,
1997; Yagami et al., 2014). Nicht zuletzt wird die Membranfluiditat (und die damit verbundenen
Konsequenzen) neben DHA auch durch Arachidonsaure beeinflusst (Fukaya et al., 2007; X.
Yang et al., 2011).

Neben mehrfach ungesattigten Fettsauren zeigte sich in dieser Arbeit ebenfalls eine Zunahme
der gesattigten Fettsduren in der Gruppe der PCaa und PCae (siehe Abbildung 4A und
Abbildung 7A), wahrend innerhalb der LPC keine signifikante Anderung detektiert wurde (siehe
Abbildung 10A). Die Analyse der Kettenlange offenbarte dabei, dass diese Zunahme
insbesondere durch den Zuwachs kurzkettiger Spezies bedingt ist (in der Gruppe der PCaa
funf Spezies, in der Gruppe der PCaa zwei Spezies, siehe Abbildung 4D und Abbildung 7D),
wahrend die Zunahme der langkettigen gesattigten Fettsauren in der Gruppe der PCaa und
PCae keine signifikante Anderung zeigten (Spezies PCaa-C42:0 zeigte sogar mit 89%
signifikante Abnahmetendenz, Abbildung 3). Wie bereits erldutert interagieren gesattigte
Fettsauren auf die APP-Prozessierung im Kontext von Lipid Rafts. Die APP-Prozessierung
wird neben LipidfléRe auch durch die Kettenlange der gesattigten Fettsauren tber mehrere

Mechanismen reguliert.

In einem ex vivo und in vitro Model zeigte eine Inkubation von Phospholipiden mit gesattigten
kurzkettigen Fettsduren gegenuber langkettigen gesattigten Fettsduren eine erhohte
Enzymaktivitat der a-Sekretase in extrahierten Zellmembranen sowie lebenden SH-SY5Y-
Zellen vom Wildtyp (M. Grimm et al., 2013). Weitere Analysen derselben Arbeitsgruppe
zeigten zusatzlich eine signifikante Abnahme von nicht-degradiertem AR (detektiert mittels
Western-Blot und ELISA) in murinen Neuro2a-Zellen unter Inkubation mit kurzkettigen
Fettsduren (PCaa-C10/12/14:0) sowohl gegenuber mittel- und langkettigen Fettsauren (PCaa-
C16/18:0 bzw. PCaa-20/22/24:0) als auch gegenliber der Ethanolkontrolle (Mett et al., 2021).
Langkettige zeigten gegenuber mittelkettig-gesattigten Fettsduren eine Zunahme des
detektierbaren AB. Vertiefende Analysen zeigten eine erhéhte Degradierung des AR durch
IDE (siehe Kapitel 2.1.2.2) als ursachlich.

Eine weitere Studie konnte obig beschriebene Ergebnisse replizieren (J.-J. Liu et al., 2019).
Unter Inkubation mit 10 yM C16:0, C20:0 und C26:0 fur 24 h in SH-SY5Y-Zellen zeigte sich in
Analogie eine Beeinflussung der APP-Prozessierung durch die Kettenlange. Dabei zeigten
sich signifikante Zunahmen amyloidogen-prozessierender Proteine (APP, BACE-1 und PS1)
und des AR im Western-Blot bzw. ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) unter
Inkubation mit den langkettigen Fettsduren C20:0 und C26:0. Die Fettsdure C16:0 zeigte wie
auch bei Mett keine signifikante Anderungen gegeniiber der Kontrolle. Im Gegensatz zu diesen
beiden Studien zeigte eine Inkubation mit 50 uM C16:0-BSA in SK-N-MC-Zellen einen erhéhte
Konzentration an APP, BACE-1 und A im Western Blot und ELISA (J. Y. Kim et al., 2017).
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Diese Diskrepanz ist moglicherweise durch methodische Unterschiede zu erklaren
(unterschiedliche Zelllinien, variierende Inkubationszeitraume und -konzentrationen). Der obig
beschriebene fordernde Effekt langkettiger Fettsauren auf die Aktivitat der y-Sekretase konnte

in einer weiteren Studie ebenfalls nachgewiesen werden (Holmes et al., 2012).

Zusammenfassend bedingen kurzkettige gesattigte Fettsauren Uber mehrere Mechanismen
(vermehrte Enzymaktivitat der a-Sekretase, vermehrte Degradierung von AB mittels IDE) AB-
reduzierende Effekte, wahrend langkettig-gesattigte Fettsduren Uber Modulation der
amyloidogenen-Prozessierung die Ap-Generation férdernd. Die Zunahme der kurzkettig-
gesattigten Fettsduren in dieser Arbeit ist somit im Kontext der APP-Prozessierung als

protektiv zu werten.

Im Gegensatz zu obig genannten in vitro-Studien ist der Einfluss gesattigter Fettsauren auf die
Alzheimererkrankung unter epidemiologischen Gesichtspunkten uneinheitlich. Entgegen den
bekannten nachteiligen Gesundheitseffekten von (bermaRigen Konsum gesattigter
Fettsauren in der Erndhrung (Calder, 2015; Tvrzicka et al., 2011) konnte in einer neueren
Metaanalyse aus 14 Studien und 54177 Teilnehmern keine Assoziation zwischen der
Einnahme von SFA und dem Risiko der Alzheimererkrankung nachgewiesen werden (Zhu et
al., 2021). Ein potenziell nachteilhafter Effekt durch die Zunahme der gesattigten Fettsauren

in der Gruppe der PC in dieser Arbeit ist in der Gesamtschau kritisch zu betrachten.

Ein weiteres Phospholipid innerhalb der Zellmembran stellt die Gruppe der Sphingomyeline
dar. Wie bereits erlautert bilden Sphingolipide zusammen mit Cholesterol die
Hauptbestandteile von LipidfloRen (Posse de Chaves & Sipione, 2010). Im Rahmen der
Alzheimererkrankung konnte eine Dysregulation des Sphingolipidmetabolismus beobachtet
werden (He et al., 2010). Einen moéglichen Erklarungsansatz dieser Beobachtung bietet dabei
eine verringerte Synthese oder verstarkten Abbau der Sphingomyeline. Im Kontext einer
verringerten Syntheseleistung konnte die Inhibierung der Serin-Palmitoyltransferase, dem
ersten Enzym der Sphingolipidbiosynthese (siehe Kapitel 5.1.2.4) durch AICD auf
Transkriptionsebene nachgewiesen werden (M. O. W. Grimm, Grésgen, Rothhaar, et al.,
2011). Zusatzlich konnte ein modulierender Einfluss von Ap42 auf die neutrale
Sphingomyelinase, in dessen Folge der Abbau der Sphingomyeline geférdert wird, beobachtet
werden (M. O. W. Grimm et al., 2005).

Die Untersuchung der Sphingomyeline zeigte unter Inkubation mit MK4 nur wenig Alterationen
gegenuber der Kontrolle. Es lassen sich auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen Daten kein
abschlieRendes Fazit Uber den Sphingomyelin-mediierten Effekt zwischen Vitamin K2 und der

Alzheimerdemenz ableiten.
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5.2.2 Der Energiemetabolismus und die Alzheimerpathologie

Obwohl das ausgewachsene Gehirn lediglich 2-2,3 % des Korpergewichtes ausmacht, werden
20-23 % des bestehenden Energieangebots diesem permanent zugefuhrt (Holliday, 1971;
Sokoloff, 1999). Da bis zu 90 % der zugefuhrten Glucose innerhalb der Mitochondrien zu CO;
zwecks Energiegewinnung oxidiert werden, stellen diese eine wichtige Komponente in der
Funktionalitat von Neuronen dar. Die generierte Energie wird fiir die Aufrechterhaltung der
Neurotransmission und des elektrochemischen Potentials, sowie der Verhinderung der
Excitotoxizitat benétigt (D. Pfaff, 2013) . Im Rahmen der Alzheimererkrankung wird ein
Hypometabolismus des Glucosestoffwechsels in bestimmten Hirnarealen beobachtet (Benson
et al., 1983; Chawluk et al., 1987; Rapoport, 1986). In post mortem Gehirnen von
Alzheimerpatienten lie3 sich eine veranderte Morphologie der Mitochondrien, ein
dysfunktionaler Zitratzyklus, sowie Stérungen innerhalb des Elektronentransportes und der
oxidativen Phosphorylierung nachweisen (Blass et al., 2000). Wie bereits in Kapitel 2.1.2.3
besprochen, bilden somit mitochondriale Dysfunktion und damit einhergehende reaktive
Sauerstoffspezies, sowie eine Stérung im Energiemetabolismus eine Saule in der

Pathogenese der Alzheimererkrankung (Swerdlow et al., 2010).

Die Ergebnisse dieser Arbeiten deuten auf einen Einfluss des MK4 auf den
Energiestoffwechsel hin. So zeigte sich ein Abbau der Energiereserven in Form der
Triacylglyceride. Die Faktenlage Gber den méglichen Einfluss des Vitamin K2 auf Peroxisomen
verdichtet sich zunehmend (Qu et al., 2022). Die in dieser Arbeit beobachtete Abnahme aller
Carnitinester kann als indirektes Zeichen einer Verschiebung der B-Oxidation hin zu
Peroxisomen gedeutet werden, welche im Gegensatz zu Mitochondrien die Fahigkeit zur
Neutralisierung reaktiver Sauerstoffspezies besitzen. Im Kontext der Alzheimerpathologie
wurde ein Vitamin K2 vermittelte verbesserte Energienutzung und mitochondriale Entlastung

einen positiven Einfluss auf die Alzheimerprogression entfalten.
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5.3 MK4 im Kontext der APP-Prozessierung

Die APP-Prozessierung durch die enzymatische Aktivitat der a-, B- und y-Sekretase stellt einen
essenziellen Mechanismus in der Pathogenese der Alzheimer-Demenz dar (S. Khan et al.,
2020). Es sollte im Rahmen dieser Arbeit der Frage nach dem Einfluss des MK4 auf die a- und
B-Sekretase nachgegangen werden. Die Analyse erfolgte mittels Echtzeit-Fluorometrie sowie
Genexpressionsanalysen. Die Ergebnisse dieser Auswertung sollen im Folgenden in den

bekannten literarischen Kontext eingeordnet und diskutiert werden.

5.3.1 MK4 und die a-Sekretase

Die a-Sekretase bezeichnet eine Gruppe von Transmembranproteinen, welche die erste
enzymatische Spaltung des APP in sAPPa und CTF im Rahmen der nicht-amyloidogenen
Prozessierung katalysieren (Barage & Sonawane, 2015). Im Rahmen der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich keine signifikante Anderung der Genexpression von
ADAM10 bei ebenfalls nicht signifikanter Alteration der Enzymkinetik in SH-SY5Y-Zellen
(siehe Kapitel 4.2.2).

Diese Beobachtung korrespondieren mit einer kirzlich publizierten Studie, bei der ebenfalls
eine nicht signifikante Zunahme von sAPPa unter Inkubation mit Vitamin K2 nachgewiesen
wurde. Auch bezlglich ADAM10 vermerkte die Studie keine signifikante Alteration gegentber
der Kontrolle im Western Blot (C.-H. Lee et al., 2022). Es muss jedoch auf die methodischen
Unterschiede hingewiesen werden. Neben einer geringeren Inkubationskonzentration um den
Faktor 1000 und einer anderen Zelllinie (APP-exprimierende Ovarialzellen chinesischer
Hamster) unterscheidet sich auch die Inkubationsdauer von 24h von dem in dieser Arbeit
verwendeten experimentellen Ansatz (Inkubation flr 72h). Dariber hinaus erfolgte die
Inkubation mit MK7 statt MK4, und die Messung wurde nicht mittels Echtzeit-Fluorometrie,
sondern Uber ELISA durchgefiihrt (C.-H. Lee et al., 2022). Weitere Daten Uber den direkten
Einfluss des Vitamin K2 auf die Enzymaktivitat der a-Sekretase liegen aktuell nicht vor. Somit
deutet die derzeitige Datenlage in Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen dieser Arbeit auf
keinen Effekt des Vitamin K auf die nicht-amyloidogene Prozessierung tber Modulierung der
a-Sekretase hin. Insbesondere im Kontext der Lipide und Membranfluiditat ware gemaf der
bestehenden Literatur eine Regulation der a-Sekretaseaktivitat Uber die in Kapitel 5.2.1
beschriebenen Effekte zu erwarten. Es bedarf hier weiterer Untersuchungen zur definitiven

Klarung.

5.3.2 MK4 und die B-Sekretase

Die B-Sekretase ist ein Enzym, welches in Kombination mit der y-Sekretase fir die
Generierung von AB im Rahmen der amyloidogenen Prozessierung im Zentralnervensystem
verantwortlich ist (M. O. W. Grimm et al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich unter

Einfluss des Vitamin K2 in zwei unabhangigen Messdurchgangen eine Verringerung der
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Enzymaktivitat der B-Sekretase, sowie eine verminderte Genexpression von BACE-1. Die
daraus resultierende Konsequenz einer verringerten sAPPB Produktion deckt sich mit den
Befunden der bereits in Kapitel 5.3.1 erwahnten Studie, in der eine dosisabhangige
verminderte Produktion von sAPPB und AB unter Inkubation mit MK7 per Western Blot in vitro
nachgewiesen werden konnte (C.-H. Lee et al., 2022). Trotz der bereits diskutierten
Limitationen decken sich auch in diesem Aspekt die Ergebnisse dieser Arbeit mit den
Studienergebnissen. Im Kontext der in Kapitel 5.2.1 besprochenen Effekte des Vitamin K2 auf
die Lipidhomdstase kann die beobachtete Senkung der amyloidogenen Prozessierung sowonhl
Uber die DHA-vermittelte Umverteilung des Membranmileus als auch die verminderte
Expression auf Transkriptionsebene erklart werden. Erste Moglichkeit kann im Rahmen dieser
Arbeit nicht abschlieRend beantwortet werden. Ein Einfluss der APP-Prozessierung durch
Vitamin K2-vermittelte Modulation der Genexpression wurde erst kirzlich durch eine weitere
Studie untermauert (Orticello et al., 2023). Nach Inkubation von 50 yM MK4 und chemisch
reduziertem MK7 in SK-N-BE-Zellen erfolgte eine Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR.
Zeitgleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich in der Analyse dieser unabhangigen
Arbeitsgruppe eine Modulierung der APP-prozessierenden Sekretasen. So zeigte sich eine
Expressionsminderung von BACE1 und PSEN1. Bei unveranderter Expression von APP
konnte ein signifikanter Anstieg von ADAM17 und ADAM10 in der Studie nachgewiesen
werden. Der Anstieg von ADAM10 deckt sich grundsatzlich mit der Genexpressionsanalyse in
dieser Arbeit (Anstieg von ADAM10 auf 110,2 %). Jedoch erreichte in dieser Arbeit der
Expressionsanstieg keine statistische Signifikanz. Dariber hinaus erfolgte durch die Autoren
der Studie eine Analyse der inflammatorischen Zytokine Interleukin-1 (IL1B) und Interleukin-6
(IL6) mittels Expressionsanalyse und Western Blot. Im Rahmen der Untersuchung zeigte sich
unter Einfluss von MK4 eine signifikante Abnahme beider Entziindungsmediatoren sowohl auf
Genexpressions- als auch auf Proteinebene (Orticello et al., 2023). Zuletzt zeigte sich unter
Anwesenheit von MK4 eine epigenetische Hypermethylierung im 5‘-flankierenden Bereich der
Gene PSENT1, IL18 und IL-6. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Wirkweise des MK4 auf die
epigenetische Modulation noch unzureichend bekannt, weshalb keine wirkmechanistischen

Aussagen getroffen werden kénnen.

Neben der Hemmung der amyloidogenen Prozessierung besteht ein bekannter
Zusammenhang zwischen Vitamin K2 und der AB-Aggregation (Alam et al., 2016). Im Rahmen
einer Studie konnte eine Modulation der Oligomerisierung der AB-Monomere durch Vitamin K3
nachgewiesen werden. Die AB-42-Aggregation zeigte unter Anwesenheit von Vitamin K3
weniger B-Faltblattstrukturen und eine veranderte Morphologie. Die Interaktion scheint dabei
durch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen des 1,4-
Naphtochinonrings bedingt zu sein, welcher ebenfalls eine strukturelle Komponente von MK4
bildet (Alam et al., 2016). Die Verminderung der Zytotoxizitdt durch eine verminderte
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Aggregation von A in Anwesenheit von Vitamin K3 konnte in weiteren Studien in vitro und in
silico bestatigt werden (Huy et al., 2013). Daneben moduliert Vitamin K den AB-induzierten
Zelltod in vitro. So zeigte sich wie bereits erwahnt eine Abnahme der AB-mediierten Apoptose
durch MK4 U(ber die Regulierung des Posphatidylinosital-3-Kinase-Signalweges und
Hemmung des proapoptotischen Proteins Caspase-3 (Huang et al., 2021). Es lasst sich
zusammenfassend pleiotrope Effekt des Vitamin K2 auf die Prozessierung und Wirkung des

AB ableiten, deren komplexes Zusammenspiel noch nicht abschlieltend verstanden ist.

5.4 Vitamin K im Kontext neurodegenerativer Erkrankungen

Es konnte bereits die Rolle des Vitamin K2 im Lipidmetabolismus und der Pathogenese der
Alzheimerdemenz aufgezeigt und die Erkenntnisse dieser Arbeit in den bestehen Kontext
eingeordnet werden. Wie bereits in Kapitel 2.1.1.1 erwahnt, handelt es sich bei der
Alzheimerdemenz um eine Entitdt aus dem Formenkreis der neurodegenerativen
Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit ein progressiver Neuronenverlust darstellt (Lamptey et
al., 2022). Neben der Alzheimerdemenz wird neben weiteren Entitdten das Parkinson-
Syndrom, Chorea Huntington, frontotemporale Demenzen, amyotrophe Lateralsklerose und
die spinocerebelldare Ataxie als neurodegenerative Erkrankungen klassifiziert (Dugger &
Dickson, 2017). Die héchste Pravalenz innerhalb der neurodegenerativen Erkrankungen
verzeichnen die Alzheimerkrankheit (siehe auch Kapitel 2.1.1.2) und Morbus Parkinson
(Dugger & Dickson, 2017).

In diesem Abschnitt wird die Rolle des Vitamin K2 im weitergreifenden Kontext
neurodegenerativer Erkrankungen am Beispiel des Morbus Parkinson besprochen. Zudem soll
die Rolle als potenzieller Biomarker und der praventiver Nutzen in der Ernahrung diskutiert

werden.

Nach der Alzheimerdemenz stellt das Parkinson-Syndrom die weltweit zweithaufigste
neurodegenerative Erkrankung dar (Dugger & Dickson, 2017). Es handelt sich dabei um einen
Sammelbegriff mehrerer Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit eine Bewegungsstérung aus
dem spezifischen Symptomkomplex aus Tremor, Rigor, Bradykinese bzw. Akinese und
posturale Instabilitdt zugrunde liegt . Klinisch wird zwischen einem idiopathischen Parkinson-
Syndrom, einem genetisch bedingten familiaren Parkinson-Syndroms, einem Parkinson-
Syndrom im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen und einem durch eine
Krankheit bedingten sekundaren Parkinson-Syndrom unterschieden (Hoglinger &
Trenkwalder, 2023). Der idiopathischen und familidaren Form der Parkinsonerkrankung
gemeinsam ist der funktionelle Verlust dopaminerger Neurone in der Substantia nigra pars
compacta und das histopathologische Korrelat der intrazelluldren Lewy-Kdérperchen, welche
eine Fehlfaltung mit konsekutiver Akkumulation des Proteins a-Synuclein bedingt (Balestrino

& Schapira, 2020). Das Zusammenspiel mehrerer Ursachen (u.a. mitochondriale Dysfunktion,
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oxidativer Stress und Inflammation) flhrt zum progressiven Neuronenverlust, welche neben
den motorischen Kardinalssymptomen noch weitere nicht motorische Stérungen hervorrufen
kann. Zum jetzigen Zeitpunkt existierten keine kausalen Therapien und das Zusammenspiel
der multifaktoriellen Ursachen sowie der Risikofaktoren wie Altern, Geschlecht und
Umweltfaktoren ist nicht abschlieRend verstanden (Dexter & Jenner, 2013). Oxidativer Stress
und mitochondriale Dysfunktion werden als treibende Kraft in der Pathogenese des Morbus
Parkinson diskutiert (Abou-Sleiman et al., 2006; Behl, 1999). Gehirne von Patienten mit
Parkinsonerkrankung enthalten erhdhte Level an Eisen, Dopaminoxidation und verringerte
Mengen an endogenen Antioxidantien (Gétz et al., 2000; Lan & Jiang, 1997; Sutachan et al.,
2012). Der oxidative Metabolismus des Dopamins bedingt die Bildung von Peroxiden, welche
mit zweiwertigen Eisenionen als Katalysator zu stark zytotoxischem Hydroxylradikalen
reagieren . Darliber hinaus bilden Genevariationen einen Risikofaktor des Morbus Parkinson
(Nuytemans et al., 2010; Wust et al., 2016). Insbesondere Abnormalitadten der Gene PINK1
und PARK2 (kodiert fur die Ubiquitin-Protein-Ligase Parkin) sind mit mitochondrialer
Dysfunktion im Kontext des familidren Parkinson-Syndroms assoziiert (Icer et al., 2021).
Vitamin K2 wirkt in Bakterien als membrangebundener Elektronenubertrager. Unter
Ausschaltung des Pink1- und PARK2-Gens wirkte Vitamin K2 als Elektronentransporter in
Mitochondrien von Fruchtfliegen und konnte lokomotorische Defizite verbessern (Vos et al.,
2012). Die Ergebnisse dieser Studie stellen Vitamin K2 als potenzielle Therapie fir
Parkinsonerkrankte mit einer nachgewiesen Pink1- oder Parkinmutation in den Raum. Diese
Erkenntnisse werden durch eine klinische Studie unterstitzt, in welcher der ATP-Gehalt vor
und nach oraler Substitution mit MK7 in Gehirnen von Patienten mit Mutationen im Parkin- und
PINK1-Gen, sporadischer Parkinsonerkrankung und gesunden Individuen mittels 31P-
Magnetresonanzspektoskopie untersucht wurden. Die Autoren berichten von einer
signifikanten Erhéhung des ATP-Levels bei zwei Patienten mit einer homozygoten PINK1-
Mutation (Prasuhn et al., 2021). Jedoch wird, wie bereits in Kapitel 5.1.1 erwahnt, die Rolle
des Vitamin K2 als mitochondrialer Elektronentransporter in der Literatur bei uneinheitlicher
Datenlage kontrovers diskutiert. Ein weiterer mdglicher Ansatz stellt die Betrachtung der
Interaktion zwischen a-Synuclein und Vitamin K2 dar. Es handelt sich bei ersterem um ein
prasynaptisches Protein, welches im Rahmen der Parkinsonerkrankung als 16sliches Oligomer
(sogenannte Protofibrillen) tber mehrere Wirkmechanismen neurotoxische Effekte austibt
(Stefanis, 2012). Eine Studie konnte durch Vitamin K bedingte Abbremsung der
Oligomerisierung des a-Synuclein beobachten. Die Autoren dieser Studie vermuten die
Vermittlung dieses Effektes Uber den 1,4-Naphtochinonring (siehe dafiir Kapitel 2.3.2) des
Vitamin K2 (F. L. da Silva et al., 2013). Neben dem Einfluss als Elektronentransporter in der
mitochondrialen  Atmungskette konnte eine weitere  Untersuchung erniedrigte

Serumkonzentrationen von Vitamin K2 innerhalb der an Parkinson erkrankten Individuen im
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Vergleich zu einer Kontrollgruppe verzeichnen. Die abnehmende Serumkonzentration
korrelierte dabei mit dem Progress der Parkinsonerkrankung (Y.-X. Yu et al., 2020). Diese
Relation 6ffnet den Raum fir Vitamin K2 als méglichen Biomarker der Parkinsonerkrankung.
Die Autoren dieser Studie zeigten auflerdem bei Parkinsonerkrankten eine vermehrte
Hochregulierung von Genen, welche flr Proteine der Koagulationskaskade kodieren. Diese
Regulierung erfolgte vermutlich tber DNA-Methylierung. GemaR den Autoren kénnte Vitamin
K2 Uber Regulierung der Koagulationskaskade einen Einfluss auf die Pathogenese der
Parkinsonerkrankung haben (Y.-X. Yu et al.,, 2020). Diese Beobachtung erhartet den
potenziellen Nutzen des Vitamin K2 als substituierendes Therapeutikum im Rahmen der
Parkinsonerkrankung. Die vorgestellten Studienergebnisse bilden dabei eine argumentative
Grundlage fur weitere Untersuchungen zur Festigung der Hypothese eines therapeutischen

Nutzens einer Vitamin K2-Substitution bei manifester bzw. drohender Parkinsonerkrankung.

Uber Zusammenhange zwischen Vitamin K und weiteren neurodegenerativen Erkrankungen
existieren hingegen keine ausreichenden Daten. Es bedarf hier weiterer Untersuchungen, um
den Einfluss des Vitamin K auf weitere neurodegenerative Erkrankungen besser zu verstehen.
Es lasst sich zusammenfassend ein Ubergreifender komplexer Zusammenhang zwischen

Vitamin K2 und modulierenden Einflissen auf Neurodegeneration aus der Literatur ableiten.

Vitamin K kann ausschlief3lich Gber die Nahrung aufgenommen werden (Simes et al., 2020).
Somit gewinnt der praventive Nutzen einer ausreichenden Versorgung dieses Vitamins durch
Erndhrungsgewohnheiten zunehmend an Bedeutung. Mehrere Studien untersuchten auf
Basis dieser Fragestellung einen epidemiologischen Zusammenhang zwischen dem Vitamin
K-Spiegel und kognitiver Leistung. Wie bereits in Kapitel 2.3.4 besprochen, existieren mehrere
Bestimmungsmaglichkeiten des Vitamin K-Spiegels. Dariber hinaus ist die Messung der
kognitiven Leistung ebenfalls uneinheitlich und kann tUber mehrere Testverfahren evaluiert
werden (Harvey, 2019). Daraus resultierten heterogene Studiendesigns und nur begrenzte
Vergleichbarkeit der aktuellen Erkenntnisse. Dieser Limitation zum Trotz zeigte sich mit einer
Ausnahme (van den Heuvel et al., 2015) in funf analysierten Studien eine Korrelation zwischen
dem Vitamin K-Spiegel und kognitiver Leistung (Chouet et al., 2015; Kiely et al., 2020; Presse
et al., 2008, 2013; Soutif-Veillon et al.,, 2016). Diese Erkenntnis ermutigt zu weiteren
Untersuchungen mit einheitlicher und standardisierter Methodik, um den Uber die Ernahrung
modulierbaren praventiven Nutzens eines ausreichenden Vitamin K-Spiegels auf kognitive

Leistung besser zu verstehen und das Risiko an Neurodegeneration im Alter zu verringern.
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5.5 Ausblick

Seit seiner Entdeckung ist Vitamin K Gegenstand der Grundlagenforschung. Neuere
Erkenntnisse werfen die Frage nach Bedeutung und Rolle des Vitamin K2 als Modulator
zentralnervdser Prozesse auf. Insbesondere zeigte sich eine Korrelation zwischen Vitamin K
im Plasma und dem Auftreten der Alzheimerdemenz. Die Fragestellung nach einem Einfluss
des Vitamins Uber Eingreifen in den menschlichen Lipidmetabolismus wurde in der Literatur
bis jetzt nicht ausreichend adressiert. Es sollte im Rahmen dieser Arbeit der grundsatzliche
Zusammenhang zwischen Vitamin K2 wund Lipiden der Zellmembran und des
Energiemetabolismus in neuronalen Zellen Uberpruft werden, um daraus mdgliche

Implikationen auf die Alzheimererkrankung ableiten zu kénnen.

Als grundlegende Methodik wurde ein zellulares Modell mit der Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y (Wildtyp) etabliert. Es erfolgte fir alle Experimente eine Inkubation mit der
supraphysiologischen Konzentration von 100 uM MK4 fiir 72 Stunden. Nach Ausschluss einer
MK4-bedingten Zytotoxizitat erfolgte eine Untersuchung des Lipidprofils mittels ESI-MS/MS
und anschlieRender statistischer Auswertung. Das untersuchte Lipidprofil zeigte signifikante
Alterationen einzelner Lipide innerhalb der Lipide der Zellmembran. Insbesondere zeigte sich
eine  Zunahme der mehrfach ungesattigten Fettsduren innerhalb der Diacyl-
Phosphatidylcholine, Phosphatidylcholin-Plasmalogene und lysierten Phosphatidylcholine. Bei
letzterer Klasse konnte dabei die Zunahme der Docosahexaensaure und Arachidonsaure
nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich in der Gruppe der Diacyl-Phosphatidylcholine
und Phosphatidylcholin-Plasmalogene eine signifikante Zunahme der kurzkettigen gesattigten
Fettsduren. Die Analyse der Lipide des Energiemetabolismus zeigte eine signifikante

Abnahme der Klasse der Triacylglyceride und Carnitinester.

Ferner wurde im Anschluss eine Untersuchung der Enzymaktivitat der APP-prozessierenden
o- und B-Sekretase mittels Echtzeit-Fluoreszenzspektrometrie und Genexpressionsanalyse
durchgeflhrt. Es zeigte sich kein signifikanter Effekt der Enzymaktivitat der a-Sekretase unter
Inkubation mit MK4, wohingegen in dieser Arbeit eine Abnahme der Enzymaktivitat der -

Sekretase, sowie eine Expressionsminderung von BACE-1 beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend kann die eingangs formulierte Hypothese eines Einflusses des Vitamin K2
auf die Lipidhomostase und APP-Prozessierung in neuronalen Zellen bestatigt werden. Die
Zunahme der mehrfach ungesattigten sowie kurzkettig-gesattigten Fettsduren innerhalb der
Membranlipide ist im Kontext der Alzheimererkrankung als protektiver Faktor zu werten.
Insbesondere die Veranderung der Docosahexaensaure unter Anwesenheit von MK4 ist im
Rahmen der Alzheimererkrankung hervorzuheben. Da im experimentellen Aufbau keine
Substitution erfolgte, kann die DHA-Zunahme nur durch Vitamin K2-bedingte metabolische
Prozesse bedingt sein. Ferner zeigte MK4 einen Einfluss auf den zellularen
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Energiemetabolismus in SH-SY5Y-Zellen, wobei insbesondere der in der Literatur
aufkommende Verdacht auf peroxisomale Modulation gestarkt werden konnte. Die Abnahme
der Triacylglyceride zusammen mit verminderten Carnitinestern kann auf eine gesteigerte
Energiegewinnung aufRerhalb der Mitochondrien gedeutet werden. Zuletzt konnte die bereits
in der Literatur postulierte Senkung der Enzymaktivitdt der [-Sekretase und
Expressionsminderung von BACE-1 durch MK4 bestatigt werden. Die verminderte Aktivitat der
B-Sekretase flihrt im Rahmen einer verminderten amyloidogenen Prozessierung in letzter
Konsequenz zu weniger extrazellularem AB mit positiven Konsequenzen auf die Entstehung
und Unterhaltung der Alzheimerkrankheit. Eine Substitution, beziehungsweise ein
ausgewogener Haushalt von Vitamin K2 im Alter sprechen auf Basis der in dieser Arbeit
gewonnen Erkenntnisse zusammen mit der aktuellen Datenlage fir eine protektive Wirkung
und sollten als praventive MalBnahme in klinischen Studien erwogen werden. Alle
Erkenntnisse dieser Arbeit basieren auf einem in vitro Modell. SH-SY5Y-Zellen eignen sich
insbesondere als Modell neurodegenerativer Erkrankungen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
sollten durch weitere Zelllinien und variierende Inkubationskonzentrationen tiefergreifend
untersucht und bestatigt werden. Auch muss die Limitation der verwendeten
massenspektrometrischen Methodik abwagend genannt werden. So lieen sich in dieser
Arbeit bestimmte Lipidalterationen nur auf Basis von Fettsaureverteilungen einschatzen. Auch
kann auf Basis der Lipidalterationen keine Aussage uber die Ursache und beteiligte Signal-
und Synthesewege getroffen werden. Zudem wurden nicht alle mdglichen Lipidklassen
untersucht. Hier bedarf es weiteren Untersuchungen und Methodiken, um das Lipidprofil
tiefgreifender zu untersuchen. Auch die Genexpressionsanalyse sollte weiterfiihrend
untersucht werden, insbesondere weitere a und y-Sekretase-kodierende Gene. Verandertere
Enzymkinetik in Folge einer veranderten Lipidalteration sollte mittels isolierter Lipidfraktion
untersucht werden. Nicht zuletzt bedarf es ebenfalls in vivo Experimente, um den Einfluss des
MK4 auf die Lipidhomdstase besser zu verstehen und ein abschlieRendes Fazit fallen zu

kénnen
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7 Anhang
Tabelle 26: Vorkommen und Funktion der Gla-Proteine (Modifiziert nach (Xiao et al., 2020)).
Proteinname Synonym / Vorkommen Funktion
Akronym
Faktor Il Prothrombin Leber Plagmatlscher
Gerinnungsfaktor
Faktor VII Proconvertin Leber Plas.matlscher
Gerinnungsfaktor
Faktor IX Christmas-Faktor Leber Plas_matlscher
Gerinnungsfaktor
Stuart-Prower- Plasmatischer
Faktor X Faktor Leber Gerinnungsfaktor

Antikoagulans, wirkt

zellprotektiv, anti-
Protein C Leber inflammatorisch und

antiapoptotisch

Antikoagulans, Ligand der
TAM-Tyrosinkinasefamilie

Protein Z Leber Antikoagulans

Proline-rich-Gla
protein Ruckenmark

Protein S Leber

Prolinreiches Gla-

Protein 1
I Signaltransduktion

Prolin-reiches-Gla Proline-rich-Gla

Protein 2 protein 2 Schilddruse
Transmembran- Transmembrane (l_‘sliinrn
Gla-Protein 3 Gla protein 3 Niere Signaltransduktion,
. Einfluss auf Zellzyklus und
Transmembran- Transmembrane ~ Nere Proteinabbau
Gla-Protein 4 Gla protein 4 Elankreas
azenta
Regulator der
Knochenhomoostase,
Osteocalcin oc Knochen Knochenmineraldichte und
des systemischen
Glukose- und
Energiestoffwechsels
Lunge Inhibitor der
Matrix-Gla-Protein ~ MGP Herz Weichgewebemineralisier
Niere ung
Hemmt vaskulare
Growth-arrest- Gehirn Kalzifizierung, Regulator
Wachstumsarrest-  specific gene-6 Herz der Zellproliferation,
spezifisches Gen 6 Lunge Zellmigration, Apoptose
Gasb Niere und Seneszenz, wirkt
antiinflammatorisch
Gla-rich protein In.hibitor Qer osteogenen
Glareiches Protein Knochen Differenzierung, F\.’.egulator
Knorpel der Knochenhomoostase,

GRP Hemmt vaskulare
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Proteinname

Synonym /
Akronym

Vorkommen

Funktion

Kalzifizierung, wirkt
antiinflammatorisch

Periostin

Periost
Parodontalligament

Regulator der
Periostaktivierung Und
kardialen Fibrose,
Promotor der
Zellproliferation,
Differenzierung, Adhasion
und Angiogenese

Periostinartiger
Faktor

Periostin-like-
factor

Herz
Knochen
Glatte Muskulatur

Promotor der Proliferation
und Differenzierung von
Osteoblasten
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Tabelle 27: Auswertungstabelle Phosphatidylcholine (PCaa). Abkirzungsbedeutung: PC aa =
Phosphatidylcholin / SFA = Gesattigte Fettsauren / MUFA = Einfach ungesattigte Fettsauren / PUFA = mehrfach
ungesattigte Fettsduren / X = Anzahl variabel / Rel. = relativ/ MW = Mittelwert / CPS = Counts per seconds / MBV
= Mean batch value / SEM = Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK-4

Phosphat- MW- Rel.  MW- Rel. Rel.
idylcholine Detektion ~SEM Detektion ~SEM Verdnderung p-Wert  Sig.
(CPSumsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)

Pcaa total 90,6945 2,82 92,6085 541 102,11 7,36E-01
PCaa SFA 12,3010 2,78 14,7741 4,85 120,10 4,36E-03 **
PCaa MUFA 43,8352 2,80 43,8965 5,35 100,14 9,82E-01
PCaa PUFA 34,5583 2,87 33,9379 5,83 98,20 7,81E-01
PCaa X:0 12,3010 2,78 14,7741 4,85 120,10 4,36E-03 **
PCaa X:1 43,8352 2,80 43,8965 5,35 100,14 9,82E-01
PCaa X:2 22,7746 2,86 21,3217 5,67 93,62 2,99E-01
PCaa X:3 6,8377 292 17,0077 6,12 102,49 7,22E-01
PCaa X:4 2,8622 2,95 3,190 6,35 108,97 2,44E-01
PCaa X:5 1,2663 2,81 1,4415 6,21 113,83 8,14E-02
PCaa X:6 0,8174 297 1,0479 6,22 128,21 3,00E-03 **
PCaa 20:X 0,0298 2,46 0,0315 3,80 105,80 2,27E-01
PCaa 24:X 0,0372 5,80 0,0486 8,76 130,57 2,43E-02 *
PCaa 26:X 0,1429 6,25 0,1838 8,95 128,62 3,71E-02 *
PCaa 28:X 0,5252 2,91 0,5186 5,30 98,76 8,37E-01
PCaa <30:X 0,7350 3,38 0,7825 5,59 106,46 3,53E-01
PCaa 30:X 3,8838 2,85 4,3466 533 111,92 8,28E-02
PCaa 32:X 21,6701 2,89 23,5926 5,08 108,87 1,66E-01
PCaa 34:X 34,3319 2,79 34,1351 526 99,43 9,24E-01
PCaa 36:X 23,2698 2,84 22,0440 6,00 94,73 4,14E-01
PCaa 38:X 4,6365 2,88 5,1864 6,26 111,86 1,30E-01
PCaa 40:X 1,9313 2,76 2,2562 6,12 116,82 3,82E-02 *
PCaa 42:X 0,2299 2,60 0,2586 5,52 112,49 7,58E-02
PCaa >42:X 0,0063 3,14 0,0064 4,88 101,76 7,66E-01
PCaa 44:X 0,0036 3,22 0,0035 4,86 98,27 7,66E-01
PCaa 48:X 0,0027 3,86 0,0029 6,07 106,37 4,04E-01
PCaa C20:0 0,0298 2,46 0,0315 3,80 105,80 2,27E-01
PCaa C24:0 0,0372 5,80 0,0486 8,76 130,57 2,43E-02 *
PCaa C26:0 0,1429 6,25 0,1838 8,95 128,62 3,71E-02 *
PCaa C28:0 0,4028 2,80 0,3942 531 97,86 7,20E-01
PCaa C28:1 0,1223 3,85 10,1244 6,35 101,72 8,21E-01
PCaa C30:0 3,6934 2,84 14,1458 532 112,25 7,52E-02
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Kontrolle MK-4
Phosphat- MW- Rel.  MW- Rel. Rel.
idylcholine Detektion =~ SEM Detektion ~SEM Verénderung p-Wert  Sig.

(CPSumsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)
PCaa C30:2 0,1904 3,15 0,2009 5,91 105,49 4,38E-01
PCaa C32:0 6,8122 2,81 8,7165 4,71 127,95 2,72E-04 ***
PCaa C32:1 11,8713 2,89 11,7772 5,39 99,21 8,97E-01
PCaa C32:2 2,6877 3,14 2,7521 5,68 102,40 7,20E-01
PCaa C32:3 0,2989 3,24 0,3468 6,21 116,02 5,29E-02
PCaa C34:1 24,0642 2,75 24,4200 5,14 101,48 8,04E-01
PCaa C34:2 8,7123 2,87 8,1473 5,59 93,51 2,86E-01
PCaa C34:3 1,3685 3,02 1,3721 5,87 100,26 9,69E-01
PCaa C34:4 0,1868 3,02 0,1958 6,05 104,81 5,00E-01
PCaa C36:0 0,8323 2,89 0,8369 6,08 100,55 9,36E-01
PCaa C36:1 7,4388 2,86 7,2092 6,24 96,91 6,49E-01
PCaa C36:2 11,0583 2,80 10,0838 579 91,19 1,51E-01
PCaa C36:3 2,9542 2,93 2,8343 6,16 95,94 5,43E-01
PCaa C36:4 0,7444 3,13 0,8044 6,61 108,05 3,12E-01
PCaa C36:5 0,1723 2,99 0,1948 6,28 113,10 1,02E-01
PCaa C36:6 0,0695 3,07 0,0806 5,02 116,06 2,11E-02 *
PCaa C38:0 0,2809 3,13 0,3460 6,47 123,16 1,25E-02 *
PCaa C38:1 0,2692 2,84 0,3001 6,03 111,47 1,29E-01
PCaa C38:3 1,7862 2,88 1,9332 6,38 108,23 2,82E-01
PCaa C38:4 1,3068 2,95 1,3981 6,53 106,99 3,65E-01
PCaa C38:5 0,6430 2,81 0,7290 6,28 113,36 9,40E-02
PCaa C38:6 0,3503 3,13 0,4800 6,26 137,02 4,91E-04 ***
PCaa C40:0 0,0543 2,88 0,0567 5,57 104,33 5,10E-01
PCaa C40:1 0,0488 2,54 0,0486 4,87 99,59 9,40E-01
PCaa C40:2 0,1093 2,67 0,1207 6,06 110,49 1,58E-01
PCaa C40:3 0,4299 2,76 0,5214 6,48 121,29 1,79e-02 *
PCaa C40:4 0,5736 2,80 0,6607 5,96 115,19 5,16E-02
PCaa C40:5 0,3825 2,84 0,4378 6,31 114,48 7,47E-02
PCaa C40:6 0,3329 2,94 0,4102 6,56 123,21 1,286-02 *
PCaa C42:0 0,0088 2,69 0,0077 4,43 87,78 1,39e-02 *
PCaa C42:1 0,0205 2,48 0,0169 3,97 82,26 1,01E-04 ***
PCaa C42:2 0,0167 2,54 0,0169 4,75 101,53 7,81E-01
PCaa C42:4 0,0506 2,72 0,0600 5,91 118,64 2,07E-02 *
PCaa C42:5 0,0686 2,73 0,0799 5,69 116,52 2,99E-02 *
PCaa C42:6 0,0647 2,74 0,0771 6,21 119,20 2,32E-02 *
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Kontrolle MK-4

Phosphat- MW- Rel. MW- Rel. Rel.

idylcholine Detektion =~ SEM Detektion =~ SEM Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSumsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)

PCaa C44:0 0,0036 3,22 0,0035 4,86 98,27 7,66E-01

PCaa C48:0 0,0027 3,86 0,0029 6,07 106,37 4,04E-01

Tabelle 28: Auswertungstabelle Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae). Abkurzungsbedeutung: PC ae =
Phosphatidylcholin-Plasmalogen / SFA = Geséttigte Fettsduren / MUFA = Einfach ungeséttigte Fettsduren / PUFA
= mehrfach ungesattigte Fettsduren / X = Anzahl variabel / Rel. = relativ /| MW = Mittelwert / CPS = Counts per
seconds / MBV = Mean batch value / SEM = Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK4
Plasma- MW- Rel. MW- Rel.  Rel.
logene Detektion = SEM Detektion = SEM  Verédnderung p-Wert Sig.

(CPSwsv) (%) (CPSwsv) (%) (%)
PCae total 407,0789 1,23 394,1300 2,27 96,82 2,17E-01
PCae SFA 43,5440 1,18 47,8249 2,33 109,83 1,94E-03 **
PCae MUFA 161,3775 1,25 154,8961 242 9598 1,40E-01
PCae PUFA  202,1575 1,26 191,4090 2,27 94,68 418E-02 *
PCae CX:0 43,5440 1,18 47,8249 2,33 109,83 1,94E-03 **
PCae CX:1  161,3775 1,25 154,8961 242 9598 1,40E-01
PCae CX:2 83,4842 128 73,8466 2,38 88,46 6,24E-05 ***
PCae CX:3 54,0632 1,37 51,5996 2,60 9544 1,20E-01
PCae CX:4 32,8284 128 32,5737 2,26 99,22 7,66E-01
PCae CX:5 20,7121 1,21 21,1016 2,10 101,88 4,51E-01
PCae CX:6 11,0696 1,29 12,2875 2,75 111,00 3,09E-03 **
PCae C32:X 42,8320 1,33 39,0718 2,75 91,22 4,69E-03 **
PCae C34:X 153,1819 1,25 156,0533 245 101,87 5,08E-01
PCae C36:X 100,6887 1,29 87,7515 241 87,15 1,42E-05 ***
PCae C38:X 63,4198 122 62,6345 2,13 98,76 6,15E-01
PCae C40:X 33,5273 126 350314 1,86 104,49 6,17E-02
PCae C42:X  3,6863 1,36  3,7063 1,62 100,54 7,99E-01
gg;‘; ”0,4962 1,20  0,5089 1,41 102,55 1,83E-01
PCae C30:0  7,2002 1,21 7,5251 2,81 104,51 1,70E-01
PCae C30:1  1,8195 1,11 1,6137 230 88,69 4,55E-05 ***
PCae C30:2 0,2269 2,04 10,2335 462 102,92 5,78E-01
PCae C32:1 35,6713 1,35 31,8951 2,82 89,41 1,02E-03 **
PCae C32:2  7,1607 1,25 7,1767 2,52 100,22 9,38E-01
PCae C34:0 24,2424 1,29 28,0489 281 115,70 1,99E-04 ***
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Kontrolle MK4
Plasma- MW- Rel. MW- Rel.  Rel.
logene Detektion = SEM Detektion = SEM  Verédnderung p-Wert Sig.

(CPSumsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)
PCae C34:1 95,2553 1,25 96,4932 2,45 101,30 6,44E-01
PCae C34:2 27,8827 1,29 26,0448 2,45 93,41 1,84E-02 *
PCae C34:3 5,8016 1,33 5,4663 2,36 94,22 3,35E-02 *
PCae C36:0 5,1036 1,67 4,7899 2,31 93,85 3,09E-02 *
PCae C36:1 23,3885 1,32 20,2695 2,28 86,66 3,63E-06 ***
PCae C36:2 38,3590 1,32 31,5954 2,52 82,37 5,67E-08 ***
PCae C36:3 25,1717 1,41 22,4324 2,92 89,12 1,10E-03 **
PCae C36:4 7,3189 1,32 7,2789 2,67 99,45 8,55E-01
PCae C36:5 11,3471 1,01 1,3855 2,12 102,85 2,48E-01
PCae C38:0 1,9144 1,26 1,9413 1,37 101,40 4,58E-01
PCae C38:1 3,8688 1,42 3,2881 1,41 84,99 513E-11 ***
PCae C38:2 8,0592 1,33 7,0956 2,25 88,04 2,03E-05 ***
PCae C38:3 16,9237 1,40 17,4984 2,65 103,40 2,80E-01
PCae C38:4 15,1969 1,28 14,7195 2,41 96,86 2,49E-01
PCae C38:5 11,6338 1,22 11,3908 2,33 97,91 4,26E-01
PCae C38:6  5,8230 1,28 6,7007 2,85 115,07 3,32E-04 ***
PCae C40:0 4,3443 1,24  4,7594 1,72 109,55 1,88E-04 ***
PCae C40:1  0,9081 1,20 0,8610 1,30 94,81 4,15E-03 **
PCae C40:2 1,4039 1,37 1,2825 1,82 91,35 2,60E-04 ™
PCae C40:3  5,4458 1,43 5,4855 2,27 100,73 7,88E-01
PCae C40:4 9,5083 1,36 9,7794 2,19 102,85 2,88E-01
PCae C40:5 6,7914 1,31 7,3942 2,09 108,88 2,22E-03 **
PCae C40:6  5,1255 1,35 5,4695 2,68 106,71 4 47E-02 *
PCae C42:.0 0,7390 1,16  0,7602 1,35 102,87 1,21E-01
PCae C42:1 0,4662 1,00 0,4755 1,22 102,01 2,16E-01
PCae C42:2 0,3917 1,24 0,4180 1,19 106,70 4,58E-04 ***
PCae C42:3 0,5919 2,37 0,5813 2,36 98,21 5,90E-01
PCae C42:4 0,6838 1,46 0,6717 2,34 98,22 5,18E-01
PCae C42:5 0,8136 1,75 0,7997 2,35 98,28 5,57E-01
PCae C44:3 0,1285 1,47 0,1357 1,91 105,64 3,04E-02 *
PCae C44:4 0,1205 1,30 0,1242 1,54 103,04 1,46E-01
PCae C44:5 0,1262 1,48 0,1316 2,19 104,23 1,31E-01
PCae C44:6 0,1210 1,62 0,1174 2,58 97,01 3,23E-01
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Tabelle 29: Auswertungstabelle Lysierte Phosphatidylcholine (LPC). Abklrzungsbedeutung: Lyso PC =
Lysiertes Phosphatidylcholin / SFA = Gesattigte Fettsauren / MUFA = Einfach ungesattigte Fettsauren / PUFA =
mehrfach ungesattigte Fettsauren / X = Anzahl variabel / Rel. = relativ / MW = Mittelwert / CPS = Counts per
seconds / MBV = Mean batch value / SEM = Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK4
Cisierte ;fat_ MW-  Rel. MW-  Rel Rel |
idylcholine Detektion =~ SEM Detektion =~ SEM Verénderung p-Wert Sig.
(CPSumsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)
LPC total 13227 2,79 12090 452 91,41 9,49E-02
LPC SFA 06104 2,88 05887 560 9645 5,67E-01
LPC MUFA 06213 354 05262 425 84,69 3,00E-03 **
LPCPUFA 00910 316 00941 363 103,48 4,82E-01
LPC CX:0 06104 288 05887 560 9645 5,67E-01
LPC CX:1 06213 354 05262 425 8469 3,90E-03 **
LPC CX:2 0,0315 359 00256 451 81,30 6,55E-04 ***
LPC CX:3 00342 322 00361 385 10565 2,83E-01
LPC CX:4 00117 345 00148 464 127,07 4,73E-04 **
LPC CX:5 0,0024 324 00024 434 9869 8,08E-01
LPC CX:6 00112 331 00152 628 13567 8,12E-04 **
LPC C6:X 00732 606 00699 1 9558 7,60E-01
LPCC10:X 00139 449 00130 9,78 9317 5,08E-01
LPCC12:X 00024 510 00021 826 89,19 2,36E-01
LPCC14:X 00168 312 00139 696 8245 124E-02 *
LPCC16:X 02692 364 02409 645 89,49 1,34E-01
LPCC17:X 00112 240 00101 343 90,23 173E-02 *
LPCC18:X 05353 378 04530 470 84,64 7.43E-03 **
LPCC20X 00586 290 00623 3,67 10625 2,06E-01
LPCC22:X 00351 560 00392 929 111,88 3,24E-01
LPCC24X 00672 675 00651  1°° 96,80 8,00E-01
LPCC26:X 01457 570 0,492 955 102,41 8,33E-01
LPCC28:X 00941 524 0,093  7.85 9597 6,64E-01
LPC 10:0 00139 449 00130 978 9317 5,08E-01
LPC 12:0 0,0024 510 00021 826 8919 2,36E-01
LPC 14:0 00168 3,12 00139 696 8245 124E-02 *
LPC 16:0 0,1831 339 01722 679 94,04 417E-01
LPC 16:1 0,0862 459 00688 604 79,84 3,09E-03 **
LPC 17:0 00112 240 00101 343 9023 173E-02 *
LPC 18:0 00793 265 00743 481 9372 2,40E-01
Lyso PC 181 04221 419 03509 504 8313 6,49E-03 **

174



Anhang

Kontrolle MK4
Lysierte
Phosphat.  MW- Rel.  MW- Rel. Rel.
i i Detektion = SEM Detektion = SEM Verdnderung p-Wert Sig.
idylcholine

(CPSumsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)
Lyso PC 182 00315 359 00256 451 81,30 6,55E-04
Lyso PC18:3 00023 329 00021 482 9294 2,13E-01
LysoPC20:0 00126 455 00111 557 87,65 7,09E-02
Lyso PC20:3 00319 324 00340 389 10657 2,20E-01
Lyso PC20:4 00117 345 00148 464 127,07 4,73E-04 *
Lyso PC20:5 00024 324 00024 434 98,69 8,08E-01
LysoPC220 00239 717 00240 11 10071 9,60E-01
Lyso PC22:6 00112 331 00152 628 13567 8,12E-04 ***
LysoPC24:0 00672 675 00651  1°° 96,80 8,00E-01
Lyso PC26:0 00822 636 0,0874 ;0’6 106,31 6,32E-01
Lyso PC26:1 00635 491 00618 804 97,36 7.77E-01
Lyso PC28:0 00446 469 00456 632 10241 7.65E-01
Lyso PC28:1 00495 582 00447 972 90,18 3,58E-01

Tabelle 30: Auswertungstabelle Sphingomyeline (SM). Abkiirzungsbedeutung: SM = Sphingomyelin / SFA =
Gesattigte Fettsduren / MUFA = Einfach ungesattigte Fettsduren / PUFA = mehrfach ungesattigte Fettsduren / X
= Anzahl variabel / Rel. = relativ/ MW = Mittelwert / CPS = Counts per seconds / MBV = Mean batch value / SEM
= Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK4

Sphingo-  yw- Rel.  MW- Rel.  Rel.
myeline Detektion @~ SEM  Detektion = SEM  Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSwmsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)

SMtotal _ 1.1086 238 10769 416 97,14 5,46E-01
SMnonOH 08942 238 08593 419 96,10 4,09E-01
SM OH 02145 246 02177 419 101,49 7,64E-01
o\ Ofnon 90308 056 02536 147 10578 2,06E-04 ***
SMSFA 05738 238 05275 404 9194 7.60E-02
SMMUFA 03952 240 04013 438 10154 7.62E-01
SMPUFA 01397 246 01481 423 106,04 2,47E-01
SMCX:2 0,249 250 01325 432 10613 2,49E-01
SMCX:3 00148 264 00156 443 10525 3,35E-01
SMC14:X 00091 262 00091 479 9926 8,93E-01
SMC16:X 02566 247 02252 390 87,78 6,01E-03 **
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Kontrolle MK4
Sphingo-  pw- Rel.  MW- Rel.  Rel.
myeline Detektion =~ SEM  Detektion = SEM  Verdnderung p-Wert Sig.

(CPSmsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)
gﬁ C16:X 1 0421 254 00428 443 10176 7 23E-01
SMC18:X 02885 258 02787 432 96,60 4.93E-01
SMC20:X 00130 252 00130 449 10042 9.35E-01
SMC22:X 00148 2.64 00156 443 10525 3,35E-01
gﬁ C22X 01558 248 01588 428 101,96 6,99E-01
SMC24:X 02753 239 02749 455 99.86 9,79E-01
g'\H" C24:X 00075 236 00070 404 9283 1,14E-01
SMC26:X 00460 246 00518 484 11265 4.34E-02 *
SMC16:0 02402 245 02089 387 86,96 3.18E-03 **
SMC16:1 00164 310 00163 495 9968 9,57E-01
g'\H" C16:1 5 0421 254 00428 413 101,76 7 23E-01
SMC18:0 02563 257 02450 430 9560 3.70E-01
SMC181 00322 269 00337 451 104,59 4.04E-01
SMC20:2 00130 252 00130 449 10042 9,35E-01
gﬂ C221 0439 242 00393 415 89,63 2.50E-02 *
on ©%F% 01119 252 01195 434 106,80 2,07E-01
SMC22:3 00148 264 00156 443 10525 3,35E-01
SMC24:0 00696 241 00658 449 9459 2.76E-01
SMC24:11 02057 238  0,2091 458 101,64 7 55E-01
gﬂ C241 40075 236 00070 404 92,83 1,14E-01
SMC26:0 00077 239 00078 438 10149 7 70E-01
SMC26:1 00383 249 00440 494 114,89 2.31E-02 *

176



Anhang

Tabelle 31: Auswertungstabelle Carnitinester (CE). Abklirzungsbedeutung: C = Carnitin(ester) / SFA =
Gesattigte Fettsduren / MUFA = Einfach ungesattigte Fettsduren / PUFA = mehrfach ungesattigte Fettsduren / X
= Anzahl variabel / Rel. = relativ/ MW = Mittelwert / CPS = Counts per seconds / MBV = Mean batch value / SEM
= Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK4

Carnitinester MW- Rel. MW- Rel. Rel.
Detektion = SEM Detektion SEM Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)

CEO-C182tot 00586 201 00510 370 87,03 156E-03 *
CE SFA 0,0331 2,77 00268 488 8123 3,68E-04 ™
CE X:1 00112 186 00105 328 94724 1.19E-01

CE X2 0,0026 1,74 00026 287 99,98 9,94E-01

CE X-OH 0,0032 153 00030 348 09254 4,50E-02 *
CEXnonOH 00386 242 00321 445 8307 4,57E-04 **
o OO 00861 218 00965 462 112,11 4,00E-02 *
CE X DC 0,0041 095 00039 178 9612 5,54E-02

SE XDC/non 1084 249 01265 4,89 116,66 123E-02 *
CE 4X 00111 223 00093 462 83,63 8.27E-04 **
CE 5X 00079 141 00059 167 7426 5,54E-21 ™
CE 6X 00013 242 00011 434 8374 6,22E-04 ™
CE 8X 00052 564 00039 982 7339 5,60E-03 **
CE 10X 0,0023 357 00019 650 81,54 6,28E-03 **
CE 12X 0,0035 259 00031 459 86,85 8,71E-03 *
CE 14X 0,0019 209 00017 379 92,75 8,50E-02

CE 16X 0,0104 433 00094 801 89,9 2, 41E-01

CE 18X 0,0026 313 00034 509 130,31 2.71E-04 ***
CE 0:X 0,0036 2,59 00030 470 84,08 172E-03 *
CE 2:X 0,0067 2,87 00070 610 105,57 4,36E-01

CE 3:X 00013 2,36 00008 345 62,44 114E17  *
CE 3:X OH 0,0002 262 00002 7.5 79,30 2,48E-03 **
CE 4:X 00104 234 00086 477 8331 9,28E-04 ™
CE 4:X OH 0,0007 2,02 00006 465 8831 159E-02 *
CE 5:X 0,0035 2,63 00017 430 5029 775623
CE 5:X DC 0,0032 087 00032 141 99,28 6,66E-01

CE 5:X OH 0,0010 2,82 00008 4,68 73,99 4,69E-07 ***
CE 6:X 0,0011 2,39 00009 448 8395 9,23E-04 ™
CE 6:X OH 0,0002 365 00002 591 8284 7,35E-03 **
CE 7:X DC 0,0003 394 00002 7.4 7948 4,97E-03 **
CE 8:X 00052 564 00039 982 7339 5,60E-03 **
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Kontrolle MK4
Carnitinester  MW- Rel.  MW- Rel.  Rel.
- Detektion = SEM Detektion SEM Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)
CE 9:X 00002 305 00002 460 8365 170E-03
CE 10:X 0,0023 357 00019 650 8154 6,28E-03 **
CE 12:X 00032 264 00028 457 86,83 8,74E-03 **
CE12XDC 00003 340 00003 7,55 87,06 9,01E-02
CE 14:X 00011 227 00010 396 91,95 6,85E-02
CE14XOH 00007 258 00007 480 94,01 2,58E-01
CE 16:X 0,0090 496 00081 912 89,98 3,03E-01
CE16:XOH 00014 1,82 00012 323 8987 5,38E-03 **
CE 18:X 00017 441 00025 7,19 147,03 327E-04 ***
CE18XOH 00009 262 00009 489 9896 8,52E-01
CE 02 0,0067 2,87 00070 610 10557 4,36E-01
CE 03 0,0011 271 00006 3,88 5858 5,05E-18 **
CE 03 OH 0,0002 262 00002 7,5 79,30 248E-03 **
CE 03:1 0,0002 354 00002 7,01 80,88 6,04E-03 **
CE 04 0,0094 258 00078 516 83,35 210E-03 **
CEO04ORICS g0007 202 00006 465 88,31 1,59E-02 *
CE 04:1 0,0010 1,63 00008 359 82,386 161E-05 ***
CE 05 00027 291 00012 567 42,80 158E-23 **
CEO5MDC 00032 087 00032 141 9928 6,66E-01
CE OIS 00010 282 00008 468 73,99 4,69E-07 ***
CE 05:1 0,0007 2,64 00006 420 77,70 2.82E-06 **
CE051DC 00002 319 00002 630 82,93 8,43E-03 **
CE06/C4:1-DC 00004 356 00004 450 85,34 6,09E-03 **
CEOBORICES 90002 365 00002 591 8284 7,35E-03 **
CE 06:1 0,0006 2,72 00005 591 8296 4,59E-03 **
CE7X (CO7DC) 0,0003 394 00002 714 7948 497E-03 *
CE 08 0,0047 619 00034 10,68 72,61 8,22E-03 **
CE 08:1 0,0005 227 00004 450 80,68 6,20E-05 **
CEOX (CE09) 00002 3,05 00002 460 8365 170E-03 *
CE 10 0,0007 2,46 0,006 3,18 83,07 1.86E-05 ***
CE 10:1 0,0012 583 00010 10,69 80,26 6,42E-02
CE 10:2 0,0004 293 00003 588 8298 5,04E-03 **
CE 12 0,0002 360 00002 574 90,04 1.21E-01
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Kontrolle MK4

Carnitinester MW- Rel. MW- Rel.  Rel.
Detektion = SEM Detektion SEM Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%)  (CPSwmsv) (%) (%)

CE12DC 0,0003 3,40 0,0003 7,55 87,06 9,01E-02

CE 12:1 0,0030 2,69 0,0026 4,74 86,57 9,31E-03 **
CE 14 0,0003 3,36 0,0003 7,70 98,34 8,43E-01

CE 14:1 0,0004 3,69 0,0003 7,48 92,78 3,65E-01

CE 14:1 OH 0,0003 3,69 0,0003 548 91,80 1,96E-01

CE 14:2 0,0004 2,73 0,0004 5,94 86,19 2,34E-02 *
CE 14:2 OH 0,0004 3,39 0,0004 573 96,04 5,45E-01

CE 16 0,0075 5,72 0,0064 10,67 86,06 2,06E-01

CE 16 OH 0,0005 2,91 0,0004 4,18 85,35 2,56E-03 **
CE 16:1 0,0010 2,97 0,0011 6,22 111,71 1,33E-01

CE 16:1 OH 0,0005 2,71 0,0004 4,88 91,25 1,02E-01

CE 16:2 0,0006 2,60 0,0006 4,60 103,70 5,00E-01

CE 16:2 OH 0,0004 2,56 0,0004 521 94,26 3,08E-01

CE 18:0 0,0004 4,78 0,0005 7,25 123,80 2,67E-02 *
CE 18:1 0,0008 5,86 0,0014 9,26 166,54 4,30E-04 ***
C18:1 OH 0,0009 2,62 0,0009 4,89 98,96 8,52E-01

CE 18:2 0,0004 3,09 0,0006 5,54 131,03 5,16E-04 ***

Tabelle 32: Auswertungstabelle Triacylglyceride (TAG). Abklrzungsbedeutung: TAG = Triacylglycerid / SFA =
Gesattigte Fettsduren / MUFA = Einfach ungesattigte Fettsduren / PUFA = mehrfach ungesattigte Fettsduren / X
= Anzahl variabel / Rel. = relativ / MW = Mittelwert / CPS = Counts per seconds / MBV = Mean batch value / SEM
= Standardfehler / Sig. = Signifikanz.

Kontrolle MK4

Triacyl- MW- Rel.  MW- Rel.  Rel.
glyceride Detektion ~SEM  Detektion SEM  Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)

TAG total 2890130 451 175.6377 571 6077 5.35E-09
(T)ﬁg) SFA 436381 487 289899 5099 6643 1.94E-06 ***
oy A 224662 517 17935 610 7983 6,60E-03 **
TAG X:1 935255 466 531465 614  56.83 714E-10  ***
TAG X:2 963394 449 549372 610 57,02 428E-10 ***
TAG X:3 330439 440 206286 718 6243 3ATE-07 *=*
TAG X:4 97293 492 66545 632 6840 128E-05 ***
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Kontrolle MK4
Triacyl- MW- Rel.  MW- Rel.  Rel.
glyceride Detektion =~ SEM  Detektion SEM  Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)
TAG X:5 3,3843 5,16 2,1253 6,27 62,80 4, 15E-07 ***
TAG X:6 3,9327 7,88 3,9602 9,11 100,70 9,54E-01
TAG X7 3,2755 6,98 3,3494 9,77 102,26 8,54E-01
TAG X:8 1,5812 7,86 1,3300 10,81 84,11 1,94E-01
TAG X:9 0,5631 17,59 0,5161 24,21 91,65 7,70E-01
TAG 48:X 19,8097 4,55 13,3234 6,49 67,26 4,15E-06 ***
TAG 50:X 81,6364 9,39 44,4597 15,52 54,46 6,08E-04 ***
TAG 52:X 79,3548 9,41 47,2791 15,80 59,58 3,56E-03 **
TAG 54:X 24,1667 9,31 16,1736 15,68 66,93 2,22E-02 *
TAG 56:X 4,0406 9,83 3,4319 15,57 84,94 3,66E-01
TAG 58:X 3,2086 10,49 3,2334 18,44 100,77 9,71E-01
TAG 60:X 0,7457 11,60 0,7163 18,35 96,07 8,53E-01
C50:0 18,2265 5,40 11,5132 5,41 63,17 3,37E-07 ***
C50:1 61,9156 4,53 33,1196 6,31 53,49 3,13E-11  ***
C50:2 28,6243 4,56 14,9746 6,11 52,31 8,03E-12 ***
C50:3 4,8930 5,22 3,0832 7,94 63,01 5,43E-06 ***
C52:0 5,6019 5,63 4,1533 9,20 74,14 5,78E-03 **
C52:1 29,0931 5,08 18,0049 6,38 61,89 2,12E-07 ***
C52:2 58,1068 4,61 33,6189 6,39 57,86 2,43E-09 ***
C52:3 13,9294 4,65 8,0298 7,92 57,65 4,67E-08 ***
C52:4 2,7205 5,21 1,8761 10,05 68,96 1,03E-03 **
C52:5 0,4658 7,01 0,4295 6,78 92,21 4,11E-01
C52:6 0,7070 8,60 0,5564 10,21 78,69 7,64E-02
C54:1 2,0802 6,39 1,5153 8,77 72,84 4,28E-03 **
C54:2 7,5301 4.47 4,8058 7,67 63,82 2,28E-06 ***
C54:3 12,7818 4,55 8,0408 8,21 62,91 3,17E-06 ***
C54:4 6,4613 5,17 4,4441 6,03 68,78 1,76E-05 ***
C54:5 1,7370 5,08 1,0310 9,86 59,36 5,25E-06 ***
C54:6 0,7615 12,39 0,6150 16,36 80,76 2,94E-01
Ch54:7 1,2539 11,69 1,2383 13,19 98,76 9,44E-01
C54:8 0,5779 11,29 0,5730 17,64 99,15 9,68E-01
C54:9 0,5631 17,59 0,5161 24,21 91,65 7,70E-01
C56:1 0,4366 10,71 0,5067 13,22 116,06 3,97E-01
C56:2 1,1585 7,29 0,7298 11,87 62,99 9,32E-04 ***
C56:3 0,1815 20,27 0,1380 32,32 76,06 4,57E-01
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Kontrolle MK4

Triacyl- MW- Rel.  MW- Rel.  Rel.
glyceride Detektion =~ SEM  Detektion SEM  Verdnderung p-Wert Sig.
(CPSmsv) (%) (CPSumsv) (%) (%)

C56:4 0,1597 16,35 0,1624 19,13 101,71 9,47E-01
C56:5 0,3766 14,35 0,2355 20,34 62,54 5,63E-02
C56:6 1,2185 8,68  1,3293 10,62 109,10 5,34E-01
C56:7 1,1351 539 0,9704 10,77 85,49 1,85E-01
C56:8 1,0033 8,32  0,7571 10,16 75,45 3,49E-02 ~
C58:2 0,9197 9,63  0,8081 18,01 87,87 5,17E-01
C58:3 0,8568 8,33  0,9064 11,24 105,78 6,93E-01
C58:4 0,2234 15,21 0,0836 43,76 37,43 7,61E-03 **
C58:5 0,5942 11,30 0,3000 25,85 50,49 6,53E-03 **
C58:6 0,9673 10,15 1,1547 10,58 119,37 2,39E-01
C58:7 0,8866 7,89  1,1408 14,52 128,67 1,72E-01
C60:3 0,4014 9,54 0,4303 14,25 107,21 6,92E-01
C60:4 0,1644 19,67 0,0882 36,78 53,65 1,03E-01
C60:5 0,2107 16,49 0,1292 25,64 61,33 9,61E-02
C60:6 0,2784 14,90 0,3048 23,46 109,50 7,51E-01
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