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1 Zusammenfassung

In verschiedenen Studien wurde eine Verdnderung-ddsaurezusammensetzung oder der
Konzentration der Phospholipid (PL) -Klassen bealigites gezeigt. Die Wechselwirkungen
zwischen Diabetes und PL sind allerdings noch nidgiistandig verstanden. Gerade sie
stellen aber einen mdglichen Ansatzpunkt zum bessé&ferstandnis und eventuell zur
Pravention der Krankheit dar. Auch der Einfluss fltiubei Diabetes verabreichter
Medikamente auf die PL-Konzentration sollte in dmsZusammenhang weiter untersucht
werden.

Daher fuhrten wir eine Studie durch, bei der wie 8iL-Zusammensetzung zwischen einer
Gruppe von Diabetikern und gesunden Kontrollen hadrgn. Weiterhin analysierten wir die
Auswirkungen des Diabetesmedikaments Metformin ded weit verbreiteten und auch
haufig bei Diabetikern eingesetzten Statin. Hieeniwickelten wir eine neue, validierte
Ultra-Performance Flissigkeitschromatographie Temtassenspektrometrie-Methode.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die mRAl&oOnzentration von
Lysophosphatidylcholin (LPC) und Sphingomyelin (Sh& Diabetikern signifikant geringer
war. In der Teilgruppe der Statin-behandelten Di&bewar die Konzentration von LPC und
SM signifikant niedriger als bei unbehandelten Bi#dtern. Bei Patienten mit Metformin-
Behandlung war die Konzentration von LPC und Phasgilethanolamin (PE) signifikant
geringer. Da beide Medikamente ebenso wie die DéslbiEerkrankung mit einer Verringerung
der LPC-Konzentration assoziiert waren und Stadineh mit einer Verringerung der SM-
Konzentration einhergingen, sollte man einen negatEinfluss der durch Statine und/oder
Metformin hervorgerufenen Anderung der PL-Konzeidraauf Diabetes in Betracht ziehen.

Eine Beeinflussung der PL-Konzentration kann belen Krankheiten sinnvoll sein und
konnte in Zukunft auch bei Diabetes als mdglicheh&dlungsansatz in Betracht gezogen
werden. Hierzu bietet sich zunachst eine Supplemtientmit Lipiden an, die im Fall von SM
auch bereits erprobt wurde. Aul’erdem gibt es Hisevelarauf, dass die PL-Zusammen-
setzung ebenfalls durch Supplementation mit B-Vitem beeinflusst werden kann. In einer
von uns durchgefihrten Supplementationsstudie miVit8minen stellten wir eine
signifikante Konzentrationserhbhung bei mehr SMzgse fest als in der Kontrollgruppe.
Dies spricht fur eine positive Beeinflussung der-KRdnzentration in Hinblick auf die
Ergebnisse unserer Diabetesstudie, da sie denibbefikern beobachteten Konzentrations-
anderungen entgegenwirkt. Weil die supplementabedimgten Konzentrationsanderungen
der Dbetreffenden Spezies jedoch zwischen den Béahaysgruppen nicht signifikant

verschieden waren, sollten hierzu weitere Studiestyefihrt werden.



2 Summary

Phospholipids as biomarkers in diabetes and vitamirdeficiency; method development

and clinical studies

Several studies have shown a change in the failycacnposition or the concentration of the
phospholipid (PL) classes in diabetics. Howeveg,ittteractions between diabetes and PL are
not fully understood. These interactions may ofechance for a better understanding and
potentially even for a prevention of the diseasecdiise of their potential influence on the PL
concentrations drugs that are typically used obetias also have to be taken into account.
We conducted a study in which we compared the Ritetth between a group of
diabetics and healthy controls. We also analyzedetifiect of metformin which is used in
diabetes treatment and statins which are often asatiabetes patients. For this purpose we
developed a new validated ultra performance liquidromatography tandem mass
spectrometry-method.
The results of our study showed that plasma coratgont of lysophosphatidylcholine (LPC)
and sphingomyelin (SM) were significantly lowerdrabetes patients. The concentration of
LPC and SM was lower in statin treated than in eated diabetics and the LPC and
phosphatidyethanolamine (PE) concentration weraifsigntly lower in diabetes patients
receiving metformin treatment. Both treatments wassociated with a decrease in LPC
concentration just as diabetes and statin treatmastalso associated with a decrease in SM.
Therefore the PL concentration changes inducedhbget treatments may have a negative
influence on diabetes.
Influencing the PL concentration can be benefimiateveral diseases and may also be taken
into account in diabetes in the future. A direcpraach is the use of PL supplements. This
has been tested with SM. However there are indicatisuggesting that B-vitamin
supplementation can also influence the PL content.
We conducted a supplementation study with B-vitanand we found a significant increase
in the PL concentrations in more patients treatéith \B-vitamins than in controls. This
suggests that B-vitamins have a positive influeosehe PL concentration in regard to the
results of our diabetes study because they coumtdra concentration changes observed in
diabetics. Because the supplementation-inducedectration changes were not significantly

different between the treatment groups, furthedistiare necessary.



3 Einleitung

3.1 Nomenklatur

3.1.1 Phospholipidklassen

Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylcholi@)(R.yso-Phosphatidylcholin (LPC) und
Sphingomyelin (SM) zéhlen zu den wichtigsten Phosplden (PL) @bbildung 1-3-1). Die
Diglyceride PC und PE bestehen aus einem Glycetigkiih an das sowohl zwei unpolare
Fettsduren (FS) als auch Phosphat tber eine Buderig gebunden sind. Das Phosphat bildet
zusammen mit einem daran gebundenen Cholin- odeanBlaminmolekil die polare
Kopfgruppe dieser PL. PE und PC unterscheiden siah durch die zusatzlichen
Methylgruppen, die im Gegensatz zum Ethanolamin BEsim Cholinmolekil des PC
vorkommen. Sowohl von PC als auch von PE existidrgsoformen wie LPC. Diese
Lysoformen entstehen, wenn von dem entsprechen@esdEer PE eine FS abgespalten wird.
SM unterscheidet sich grundlegend von den andesegestellten PL, da es sich bei SM nicht
um ein Diglycerid handelt und es kein Glycerin éfithTrotzdem ist die Struktur des SM sehr
ahnlich. Die dem PC entsprechende Kopfgruppe istemem Sphingosinmolekul verestert,
welches strukturell das Glycerinmolekil und eine B8 des PC ersetzt. Die zweite FS ist
Uber eine Amidbindung an das Sphingosin gebunderindgleichen Abstand zum Phosphor
liegt wie die entsprechende Esterbindung im PC.

Andere wichtige Phospholipidklassen stellen z.B. odphatidylserin (PS) und
Phosphatidylinositol (PI) dar. Pl ist wegen seiRanktion als intrazellulares Signalmolekdl

besonders gut untersucht [1].
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Abbildung 1-3-1: Phospholipidklassen

Die unterschiedlichen PL-Klassen haben aufgrundrilnterschiedlichen Struktur andere
mechanische Eigenschaften im Verbund mit ander@idémn. Diese lassen sich grob mit
einfachen geometrischen Formen beschreiben [2]. IMC,und PS besitzen jeweils zwei
Kohlenstoffketten, die gemeinsam ahnlich ,breithdiwie die Kopfgruppe. Diese PL-
Klassen haben daher eine Form, die grob als zydichirbeschrieben werden kann. Diese
Form fugt sich gut in Lipiddoppelschichten ein. B&#C und PE unterscheidet sich die
.Breite” der Kopfgruppe und der Alkylreste, soda$s eine kegelahnliche Form aufweisen.
LPC verfugt im Vergleich mit PC lber die gleichegfgruppe, aber nur Uber eine FS. Diese
ist schmaler als die Cholin-Kopfgruppe und bildeaher die Spitze des Kegels.
Lipidstrukturen, die ausschliel3lich aus LPC besteh®lden deshalb nicht die typischen
Lipiddoppelschichten sondern Micellen, kleine Liudeln, die aus nur einer Lipidschicht
bestehen. Bei PE sowie auch Cardiolipin und Phdgfg@re nehmen die unpolaren FS,
besonders wenn sie ungesattigt sind, mehr Raunalgidie Kopfgruppen. Daher entspricht
ihre Form der eines Kegels mit der Kopfgruppe agz8 des Kegels. Beim Vergleich der
Ethanolamin-Kopfgruppe mit der Cholin-Kopfgruppé mscht nur die sterische Hinderung
durch die Methylgruppen am Cholin von Bedeutungidson auch die positive Ladung des
Cholins. In einer Membran, in der vor allem andetemit Cholin-Kopfgruppen vorkommen,
die ebenfalls positiv geladen sind, stol3en sicBedgegenseitig ab, sodass die Kopfgruppen

effektiv mehr Platz bendtigen [2].



3.1.2 Lipoproteine

Lipoproteine sind Komplexe aus Lipiden und Proteingeren Funktion im Transport nicht
wasserloslicher Lipide durch den Blutkreislauf &gt Die wichtigsten Lipoproteinkomplexe
sind Chylomikronen, Very Low Density Lipoproteind/LDL), Intermediate Density
Lipoproteine (IDL), Low Density Lipoproteine (LDL)nd High Density Lipoproteine (HDL).
Der Aufbau der Lipoproteinkomplexe besteht aus reidélle aus amphiphilen PL und
Proteinen, in deren Innern sich lipophile Triglyderund Cholesterinester befinden. Dies ist
im Schema irAbbildung 1-3-2 dargestellt. Die Hulle der Lipoproteinkomplexe sgtcht in

ihrem Aufbau einer einschichtigen Lipidmembran.

Phospholipidschicht
mit Cholesterin

Protein

Triglyceride,
Cholesterinester

Abbildung 1-3-2: Aufbau der Lipoproteinkomplexe

Aus der Nahrung aufgenommene, exogene Lipide werdbar im Darm gebildete

Chylomikronen transportiert. Ein flur Chylomikronerharakteristisches Protein ist das
Apolipoprotein B-48. Die Apolipoproteine C und Egé&C, ApoE) werden spater von HDL
auf die Chylomikronen Ubertragen. ApoB-haltige lppateine (Chylomikronen, VLDL, IDL,

LDL) binden an die Oberflache von Endothelzellem in Kontakt mit der ebenfalls dort
gebundenen Lipoprotein Lipase (LPL, EC Nummer 3341 zu kommen. Die in den

Chylomikronen enthaltenen Triglyceride werden dumie LPL gespalten, sodass die
freiwerdenden FS von den verschiedenen Gewebenendet werden kénnen. ApoC spielt
hierbei eine wichtige Rolle als Kofaktor der LPL.eWh ein Grof3teil der Triglyceride
abgebaut wurde, werden die Chylomikronen als Chidmmen ,remnants” bezeichnet. Nun

werden sie, vermittelt durch die LDL- oder LRP-Meamrezeptoren, von Hepatozyten



aufgenommen und in Lysosomen abgebaut. So geland@eisonderen das Cholesterin zur
Leber.

Um endogene Lipide aus der Leber zu den verschesd&eweben zu transportieren, werden
in der Leber VLDL gebildet. Diese enthalten im Bederen das Apolipoprotein B-100. Die
in den VLDL enthaltenen Triglyceride werden anatogden bei Chylomikronen ablaufenden
Prozessen durch die LPL gespalten und FS abgegBlaelurch werden die VLDL zu IDL
und schliel3lich zu LDL umgewandelt [3]. Die LDL wien dann mit Hilfe des LDL-
Rezeptors von Hepatocyten aufgenommen und abgebaut.

Um Lipide aus den Geweben zur Leber zu transpertjewerden die HDL verwendet. Sie
werden ebenfalls von der Leber gebildet, enthattkerdings zunachst keine Triglyceride
oder Cholesterin, sondern nur PL und Proteine waeAgolipoproteine Al und All. Daher ist
ihre Struktur eher flach als kugelférmig. Das im Membran der Hepatocyten vorkommende
Transportprotein ABCAL hilft dabei, die ApoAl Prate nach ihrer Synthese in die richtige
Konformation zu bringen. Die HDL nehmen Cholestetimd Triglyceride aus den
verschiedenen Geweben und von anderen Lipoprot@nerDa diese Lipide eine geringere
Dichte haben als Proteine, sinkt die Dichte der HMd es entstehen HDL-Fraktionen
verschiedener Dichte. Die Dichte sehr lipidarmer LHI3t >1,21 g/ml. Die Dichte der
Unterfraktion HDL-3 betragt 1,12-1,21g/ml, die vbiDL-2 betragt 1,063-1,12 g/ml und die
Dichte von HDL-1 ist <1,063g/ml [4]. Cholesterinrkaals wasserldsliches Molekul zunachst
einmal frei zu den HDL diffundieren. Um es langarden Lipoproteinen zu halten, wird
durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAC-Nummer 2.3.1.43) ein FS-Rest
von PC auf Cholesterin Ubertragen, sodass LPC seagserunldsliche Cholesterinester (CE)
gebildet werden, die im Kern der Lipoproteine veitbén. Diese Reaktion ist fur die Bildung
normaler HDL unerlasslich.

Fir den Efflux von Cholesterol aus verschiedendte@Zeur Aufnahme durch HDL wird der
ABCA1l Transporter verwendet. Der Austausch von Cid ulriglyceriden zwischen
Lipoproteinen findet tber das Cholesterinester-Siemprotein (CETP) statt. Nachdem die
HDL Lipide aufgenommen haben, werden sie Uber dBh-Rezeptor /Scavenger-Rezeptor
B1 von Hepatocyten gebunden und geben diese Lipidedler ab. Ein Schema des
Lipoproteinstoffwechsels ist iAbbildung 1-3-3 abgebildet.

Lipoproteine sind besonders wegen ihrer Rolle b&i Hntstehung von Arteriosklerose
bekannt geworden. Generell geht man davon aus eil@s$iohe Konzentration von LDL das

Arterioskleroserisiko erhéht [5], wahrend HDL daisiko senken.



Die Zusammensetzung der PL ist in den verschied&rappen von Lipoproteinkomplexen
unterschiedlich. Sie wurde z.B. von Wiesner et[@]). untersucht und ist imabelle 3-1
aufgefuhrt.

Tabelle 3-1. Zusammensetzung der Phospholipide in verschieddnpoproteinklassen,
getrennt durch Fast Performance Lipid Chromatograpdch [6] (Ergebnisse fir gepoolte

Fraktionen)

Prozentueller Anteil an den Gesamtphospholipiden

PC LPC SM PE pPE * Cer
VLDL 75,9% 4,3% 14,9% 2,42% 1,71% 0,80%
LDL 74,2% 3,8% 19,1% 0,92% 1,29% 0,63%
HDL 73,2% 16,6% 7,4% 1,21% 1,36% 0,17%

* Plasmalogen Phosphatidylethanolamin

10
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Abbildung 1-3-3: Lipoproteinstoffwechsel

3.1.3 Fettsaureketten der Phospholipide

Die FS in den in dieser Arbeit untersuchten PL sumerzweigte Carbonsauren mit
endstandiger Carboxygruppe. Sie unterscheidenirsider L&dnge der Kohlenstoffkette sowie
der Anzahl und Position eventuell vorhandener Dtppdungen. Die FS werden durch
Zahlen der Form ,X:Y“ angegeben. ,X* gibt die Zatler Kohlenstoffatome an und ,Y*
bezeichnet die Anzahl der Doppelbindungen. Die Wkséamit einer Kettenlange von 18

Kohlenstoffatomen und einer Doppelbindung wird sspielsweise als 18:1 FS bezeichnet.
11



Bei Uber 2 FS verfugenden PL kdnnen diese in denEX1:Y1/X2:Y2" angegeben werden.

Oft wird allerdings die Summe der Kohlenstoffatomebeiden FS und die Summe der
Doppelbindungen angegeben. Der Grund dafir ists dasle auf Massenspektrometrie
basierende Detektionsmethoden sowie auch die sedirbeit verwendete nicht in der Lage

sind, PL-Spezies mit der gleichen Masse zu unterdeh.

3.2 Biochemische Rolle der Phospholipide

Phospholipide sind die haufigsten Membranlipide gt daher bei allen in und an den
Membranen der Zelle stattfindenden Prozessen vatel8eng. PL sind auch fir andere
Stoffwechselvorgange entscheidend. PC, das h&mfigst ist die wichtigste Quelle fur
Cholin in der Nahrung [7]. PL nehmen aul3erdem FHonkh als Signalmolekile oder bei der
Bildung von Signalmolekilen wahr. Das aus SM gettédCeramid fordert generell die
Appoptose [8] und das Ceramid-1-Phosphat wirkt demigegen [9]. Aus den in PL
enthaltenen FS werden weiterhin Lipidmediatorenildey die Entzindungsreaktionen
regulieren [10,11]. Fur die Regulation der Bildudmser Lipidmediatoren werden unter

anderem Pl sowie phosphorylierte Formen des Pltlagr].

Beispiele fiir physiologische Anderungen der Phobpitizausammensetzung

Altmaier et al. berichten von einer Zunahme der Zantration bestimmter Sphingomyeline
im Blutplasma bei erhohtem Kaffeekonsum [12]. Emeitere Studie ergab eine erhohte
Konzentration von LPC 14:0 und LPC 18:0 sowie eiegingerte Konzentration von LPC
18:1 bei Ubergewicht [13,14].

3.2.1 Phospholipid-Biosynthese und der Methylierung skreislauf

Synthese von Phosphatidylcholin

Der Lipidstoffwechsel ist mit dem Methylierungslsiaiuf tber Cholin und die Methylierung
von PE verbunden. Die Reaktion wird durch das EnzZyhosphatidylethanolamin N-
Methyltransferase (PEMT, EC Nummer 2.1.1.17) kaialy und fuhrt zur Bildung von PC.
Die Methylgruppen stammen dabei vom haufigsten MWgthppendonor S-
Adenosylmethionin (SAM), welches zu S-Adenosylhogsbein (SAH) reagiertAbbildung
1-3-4). Der PEMT-Stoffwechselweg kommt vor allem in dexber zur Anwendung und
macht dort etwa 30% der gesamten PC-Synthese afis PAlternativ zum PEMT-

12



Stoffwechselweg kann PC auch tber den in allen &@gllen vorkommenden CDP-Cholin-
Stoffwechselweg hergestellt werden, bei dem Chalif Diacylglycerol Ubertragen wird.
Cholin kann zu Betain oxidiert werden und gilt daaech auch als Methyldonor in der Zelle.

S-Adenosylmethionin

'OOC\_/\/S N

+

NH;

OH OH

3 SAM

]

: Phosphatidylethanolamin |

r—0

NH,

B

- ‘ Phosphatidylcholin
S—Adenosylhomocys.;telnNH 5 EAH
2
% R
00C._~__S <N | N’) \/\N+
i o) _
NHg cfl, ~CH
OH OH
Abbildung 1-3-4:
PEMT-Stoffwechselweg:  Methylierung von  Phosphagtdyhnolamin  durch  S-

Adenosylmethionin fuhrt zur Bildung von Phosphaliathplin und S-Adenosylhomocystein.

Das zur Methylierung von PE benétigte SAM wird imerRethylierungskreislauf aus
Methionin generiert Abbildung 1-3-5). Dieses Methionin kann durch Methylierung von
Homocystein (Hcy) hergestellt werden. Die Methyjgpa zur Regeneration von Methionin
aus Hcy kann durch die Methionin-Synthase (EC NumrBe.1.13) von 5-Methyl-
Tetrahydrofolat (5-Methyl-THF) oder durch die Betkiomocystein S-Methyltransferase
(BHMT, EC Nummer 2.1.1.5) von Betain uUbertragendeer Dabei entsteht Tetrahydrofolat
(THF) aus 5-Methyl-THF und Dimethylglycin (DMG) aWBetain. SAM wird durch die
Ubertragung von Methionin auf AdenosintriphosphATR) mit Hilfe der Methionin-
Adenosyltransferase (MAT, EC Nummer 2.5.1.6) gedtild

Die durch 5-Methyl-THF auf Hcy Ubertragene Methyigoe stammt von Serin und wird
2.1.2.1) auf THF
Ubertragen. Dabei entstehen 5,10-Methylen-THF uhaiG Das 5,10-Methylen-THF wird
dann durch die Methylentetrahydrofolat-Reduktas& MR, EC Nummer 1.5.1.20) zu 5-

durch die Serin-Hydroxymethyltransferase (SHMT, BQummer

Methyl-THF umgesetzt, welches dann eine weiterehpMgtuppe auf Hcy tbertragen kann.
13



Die verschiedenen, im Folatkreislauf vorkommenderatformen sowie die synthetisch
hergestellte Folsaure kdnnen ineinander Uberfiarden.

Alternativ zur Remethylierung kann Hcy Uber die thgsionin-3-Synthase (CBS, EC
Nummer 4.2.1.22) zu Cystathionin und schlieBlichCGystein umgesetzt werden. Je nach
Bedarf und Angebot aus der Nahrung muss die Korattort der Metabolite durch feine
Regulation der Synthesewege eingestellt werden. e Eilbersicht (iber diese
Stoffwechselwege ist in Abbildung 1-3-5 aufgefuihrt. Die Regulation des
Methioninstoffwechsels auf verstarkte Transsuliung oder Remethylierung erfolgt Uber
die Aktivitat der beteiligten Enzyme. Wenn eine addAM-Konzentration vorliegt, hemmt
SAM die Methionin-Synthase und die MTHFR und dardie Remethylierung. Das
Schliisselenzym der Transsulfurierung CBS wird vaiMSaktiviert. So wird ein Uberschuss
an Methionin und an Methylierungsreagenz tber Gystain abgebaut. Wenn weniger SAM
vorliegt, wird die Aktivitat der CBS gesenkt unc&edler MTHFR und der Methionin-Synthase
erhoht. Dies fiuhrt zur Konservierung des Methiomm Methioninkreislauf und zu einer
Nachproduktion von Methylierungsreagenz [14].

Fur die Synthese von PC lber den PEMT-Stoffwectesglwird in der Leber ein
betrachtlicher Anteil des SAM verwendet. Daher Kenn.B. in einer Studie an gesunden
Mannern der Hcy-Spiegel durch eine Supplementatnn PC gesenkt werden [15]. Der
Effekt kann dadurch erklart werden, dass das supgiéerte PC nicht mehr unter SAM-
Verbrauch und Hcy-Bildung synthetisiert werden nbeissAulRerdem kann aus dem
supplementierten PC Cholin gewonnen werden, das danBetain oxidiert werden kann,
welches wiederum zur Remethylierung von Hcy verveeneverden kann. So kann
supplementiertes PC die Methylgruppen zur Methyher von Hcy zur Verfigung stellen,

sodass weniger SAM verbraucht wird.
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Methylierungskreislauf: Der durch Ubertragung einéglenosylrests auf Methionin
hergestellte Methylgruppendonor S-Adenosylmethio8AM) wird unter anderem zur
Bildung von Phosphatidylcholin durch Methylierungonv Phosphatidylethanolamin
verwendet. Dabei entsteht S-AdenosylhomocysteinHSAvelches durch Entfernen des
Adenin zu Homocystein (Hcy) umgewandelt wird. DasyHann durch Ubertragung einer
Uber den Folatkreislauf zur Verfugung gestelltentiigruppe wieder zu Methionin
regeneriert werden.

Neben der Synthese von PL lUber den PEMT-Stoffwéwlegestehen der Methylierungs- und
der Lipidstoffwechsel auch Uber andere Prozesséenbindung. So konnten beispielsweise
Huang et al. bei Ratten zeigen, dass bestimmte iESExbression und die Aktivitat von
Enzymen des Methylierungsstoffwechsels beeinflusfe8]. Bei Supplementation mit
docosahexaensaurereichem Thunfischél beobachteteairee erhdhte Aktivitat der MAT
sowie eine erhdhte Expression der fur MAT und Gpsbvainy-Synthase (CSE; EC Nummer
2.5.1.48) kodierenden mRNA. Die CSE katalysierteritwichtigen Stoffwechselschritt bei
der Transsulfurierung. Die erhdhte Expression d&E-Qund MAT-mRNA fiihrte nach Huang
et al. zu einer signifikanten Reduzierung der Phasiny-Konzentration. Bei
Supplementation mit vor allem aus Eicosapentaeesiestehendem Lachsol war dieser
Effekt nicht zu beobachten [16].

In der Phospholipidschicht von Lipidtropfchen, zumtrazellularen Speicherung von
Triglyceriden verwendeter Organellen, findet sioh Vergleich zur zellularen Membran ein

hoherer Anteil an PC, welches aus PS synthetigiertle, wie Horl et al. unter Verwendung
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von isotopenmarkiertem PS zeigen konnten [17]. PleiStoffwechsel spielt daher auch bei
der Regulation der Bildung der Lipidtropfen einellRoBei der Bildung von Adipocyten aus
Fibroblasten wurde eine Zunahme der PE-Konzentratio Verhéltnis zu PC festgestellt
[17]. Bei der Ausdifferenzierung von AdipozytenaiBL also ebenfalls von Bedeutung.
Umgekehrt zur Bildung von PC aus PE Uber den PEbtler den CDP-Stoffwechselweg
kann PE auch aus PC gebildet werden. Ein Stoffvehateg hierfir besteht aus einer
Reaktion von PC zu PS, katalysiert durch die Phatgyiserin-Synthase 1 (PSS1; EC
Nummer 2.7.8.8) und einer anschlieBenden Reaktmn RS zu PE, katalysiert durch die
Phosphatidylserin Decarboxylase (PSD; EC Nummer43). Dies spielt nach Hérl et al.
maoglicherweise eine Rolle bei der Ausdifferenzigrwon Adipocyten, da hier erst in der
Wachstumsphase des Lipidtropfens eine verstarki¢h8ge von PE Uber PS stattfindet und
spater, wenn der Lipidtropfen stabilisiert werdenil,sdie PC-Synthese aus PE durch

verstarkte Expression von PEMT angeregt wird [17].

3.2.2 Phospholipide und Membranen

Die wichtigste Funktion der PL ist die Bildung vBiomembranen. Diese Membranen haben
die Struktur einer LipiddoppelschichAl§bildung 1-3-6), in der die hydrophoben FS der
amphiphilen PL mit anderen FS in Kontakt kommenhmead die polaren, hydrophilen
Kopfgruppen mit der wassrigen Phase interagierenné&d. Diese Lipiddoppelschichten
kdnnen sich sogar spontan aus PL in Wasser bildersie energetisch besonders ginstige
Strukturen fur dieses System darstellen.

Die Lipiddoppelschicht ist weitgehend undurchladsigwasserlosliche Stoffe. Daher eignen
sich durch sie getrennte Kompartimente als defi@iReaktionsraume, in denen verschiedene
Konzentrationen hergestellt werden kdnnen. Lipidinemen sind in der Regel durchsetzt
mit verschiedensten membranintegralen und memisaniésrten Proteinen. Diese kdnnen
unterschiedlichste Funktionen wahrnehmen, zu dééefig der Transport von Stoffen durch
die Membran gehort. Der Transport kann diffusiv aurPoren, Kandle und ahnliche
Strukturen erfolgen oder auch gerichtet. Durch ali¢kontrollierten) Transportprozesse
konnen in der Zelle Stoffgradienten Uber die veesddnen Membranen aufgebaut und
kontrolliert werden. Von besonderer Bedeutung s$ired z.B. die Elektronentransportketten
der Photosynthese und der mitochondriellen Atmurgy, denen teilweise innerhalb der
Membran stattfindende Reaktionen mit einem Protgrahenten Uber die Membran
gekoppelt werden und in einem komplexen, mehreogePtkomplexe umfassenden Prozess
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zur Energiegewinnung genutzt werden. Die PL in 8mbran interagieren mit den
Membranproteinen und spielen bei den beschriebélrezessen ebenfalls eine wichtige
Rolle.

Wassriges Kompartiment

OOOOOOOOCO0) Polare Lipidreste (Phosphat, Cholin, Ethanolamin .)

Membraninnenraum bestehend aus den

Fettsaureresten der PL (hydrophob)

Cm Polare Lipidreste (Phosphat, Cholin, Ethanolamin .)

Wassriges Kompartiment

Abbildung 1-3-6: schematischer Aufbau der Lipiddoppelschicht

3.3 Kilinische Bedeutung der Phospholipide

Unabhéngig von der Wirkung der einzelnen FS kondie Bedeutung der PL flr
verschiedene physiologische Zustdnde und Krankhdieverschiedenen Fallen gezeigt

werden.

Folgen eines Vitaminmangels

Zusammenhange zwischen B-Vitaminen und PL sindrsskd langem bekannt. So berichten
Delorme et al., dass ein Vitamin-B6-Mangel bei Batizu einer Veradnderung der PL-
Zusammensetzung fuhrt [18]. Die PL enthielten wenidArachidonsaure und mehr
Linolensaure. Diese Veranderung war in der Leberaaisgepragtesten [18] und kann auf
Veranderungen in der PL-Synthese zuriickgehen. Diesanderungen in der PL-Synthese
konnen entweder (Uber den CDP-Stoffwechselweg odearchd den vom
Methylierungsstoffwechsel und damit von B-Vitamirgohangigen PEMT-Stoffwechselweg
17



stattfinden. Diese Erklarung des Zusammenhangsh&rgcwahrscheinlich, da tber den
PEMT-Stoffwechselweg andere PC-Spezies hergesteitden als Uber den CDP-
Stoffwechselweg [19]. Im Besonderen enthielten dleer den PEMT-Stoffwechselweg
hergestellten Spezies mehr Arachidonsaure. Diektdsgich mit der Beobachtung von
Delorme et al. [18].

Neben den Effekten, die sich tber die gut erfoetiREMT- und CDP-Stoffwechselwege
erklaren lassen, gibt es auch Zusammenhange zwisBR¥itaminen und Lipiden, die
wahrscheinlich Uber andere Mechanismen wirken. 8o die von Ojeda et al. gemachte
Beobachtung, dass die Lipidveranderungen, die beartol aufnehmenden Ratten und bei
Rattenjungen, deren Miutter Alkohol tranken, auéinetdurch Folatgabe reduziert werden
konnten [20].

Bei einem Mangel an Vitamin B12 wird die FunktiorerdB12-abhéangigen MESE
beeintrachtigt. Ein solcher Mangel kann z.B. dusihe St6érung des Intrinsic-Faktors
hervorgerufen werden, eines Proteins, das fur diénahme von Vitamin B12 aus der
Nahrung notwendig ist. Um Vitamin B12 aus der Nalgriaufnehmen zu kénnen, muss
dieses erst von Proteinen in der Nahrung abgespaleeden, wobei ein niedriger pH-Wert
der Magenséaure hilfreich ist. Dies ist ein mdoglich€rund daflr, dass das, die
Protonenpumpen der Belegzellen hemmende, Medika@emprazol ebenfalls zu einem
Vitamin-B12-Mangel fuhrt [21,22].

Da die MTHFR bei Vitamin-B12-Mangel allerdings wetin 5-Methyl-THF produziert,
fuhrt dies zu einer Akkumulation von Folat in Fokon 5-Methyl-THF. Die Reaktion zur
Bildung von 5-Methyl-THF ist nicht reversibel und kann nur durch die Methylierung von
Hcy verstoffwechselt werden. Daher spricht man emrer ,Folatfalle” (engl. folate trap). Ein
starker B12- oder Folatmangel fuhrt zu megaloldakeér Anamie. Wenn bei einem durch
B12-Mangel und durch die ,folate trap“ hervorgenda effektiven Folatmangel Folsaure
verabreicht wird, verhindert dies das Auftreten aleglastischer Blutzellen und ,maskiert"
so den B12-Mangel. Wenn dieser Vitaminmangel Ubex Eingere Zeit nicht behandelt wird,

kann er zu schweren neurologischen Schaden futhvgn [

Hypomethylierung

Eine Stérung des Kreislaufs und der Methioninregaien, welche zum Beispiel durch einen
Mangel an Folat oder B-Vitaminen verursacht werdemn, fuhrt zunéchst zu einer
Akkumulation von Hcy und SAH und einer Verringerudgr SAM-Konzentration. Erhdhte
Hcy-Konzentrationen werden mit zahlreichen Krantdrein Verbindung gebracht. Beispiele

sind Parkinson [23], Alzheimer [24] und kardiovaska Erkrankungen, bei denen in
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verschiedenen Arbeiten fur [25] und gegen [26] df®avertung des Hcy als Risikofaktor
argumentiert wird. Da die SAM-Konzentration zuriekg und SAH auf viele
Methylierungsreaktionen, unter anderem auf die WRPEMT katalysierte Bildung von PC
[27], kompetitiv hemmend wirkt, kann ein Zustand Hgpomethylierung entstehen, und weil
die Methylierung der DNA wichtig fur die Regulatiater Genexpression ist, kann eine
gestorte Methylierung moglicherweise cancerogekemi{28-30].

Eine vorliegende Hypomethylierung kann auch die 3@these beeintrachtigen. Besonders
kritisch ist dies, wenn PC, z.B. auf Grund eine®l®®mangels, auch nicht tber den CDP-
Cholin-Stoffwechselweg hergestellt werden kann. Weime ausreichende PC-Synthese nicht
gewahrleistet ist, kann dies zu Leberverfettungdiithda PC zur Bildung von VLDL ben6étigt
wird. VLDL spielen eine wichtige Rolle im Lipidstetechsel und transportieren Triglyceride
und Cholesterin aus der Leber zu den verschied&emeben. Eine Stérung der VLDL-
Synthese bewirkt eine Schadigung der Leber. Eiteheavurde z.B. bei Mausen beobachtet,
deren PEMT durch eine Mutation deaktiviert war, wesre unter Cholinmangel litten [31].
Die Leber der Mause war blass und vergrof3ert. Addterwaren die Plasma-Aktivitaten der
Aspartat Aminotransferase und der Alanin Aminoteaate erhtht, was ebenfalls auf eine

Schadigung der Leber hindeutet.

3.3.1 Genetische Defekte und Polymorphismen bei Enz ymen des

Methylierungsstoffwechsels

Genetische Defekte wie Mutationen der CBS kdnnestatker Hyperhomocysteinamie (Hcy
> 70 pumol/L) und Homocysteinurie fihren [32]. Deichtigste genetische Faktor, der zu
einer leichten Hyperhomocysteinamie (Hcy 12-20 pb)olfuhrt, ist der C677T
Einzelnucleotid-Polymorphismus (Single Nucleotidiyfmrphism, SNP) der MTHFR. Bei
Probanden mit homozygoter T/T Form liegt die Enziktivéat bei ~30% der Aktivitat bei
Probanden mit C/C Genotyp. Beim heterozygoten Ggnbetragt sie ~65% [33]. Dieser
Polymorphismus kommt homozygot zu bis zu 20% inB®roélkerung vor [34]. Die Position
1298 in der Aminosauresequenz der MTHFR kann vomenei weiteren, relativ haufigen
Polymorphismus des MTHFR-Gens betroffen sein (~1[3%)

Der homozygote C/C Genotyp zeigt eine Enzymaktivdé bei etwa 60% des A/A Genotyps
liegt. Unabhangig von anderen genetischen Variableat dieser Polymorphismus

anscheinend keinen signifikanten Einfluss auf désia-Hcy-Konzentration.
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Andere fur den Methylierungsstoffwechsel bedeutetdymorphismen kommen unter
anderem bei der MeSe vor. Ein Beispiel ist der AAGZ5Polymorphismus, der keinen
signifikanten Einfluss auf den Hcy-Spiegel zeig86,B7], nach Gueant-Rodriguez et al.

allerdings mit einem erhdhten Risiko fir Neuralagfekte assoziiert ist [38].

3.3.2 Diabetes

Dass ein Zusammenhang zwischen Diabetes und demdstoffwechsel besteht, wurde
zunachst in Studien gezeigt, welche die Konzemtnaterschiedener FS im Blut untersuchten
[39-41]. Dabei benutzen sie i.d.R. auf gaschromajagscher Trennung beruhende
Methoden, die nur freie oder von PL abgespalteneu® keine ganzen PL erfassen. So
vermerken z.B. Patel et al. und L. Wang et al.sdpgesattigte FS im Blut mit einem erhdhten
Diabetesrisiko assoziiert sind [39,40]. Rodrigetzal. beobachteten bei Diabetes mellitus
Typ 2 einen Riickgang der Konzentration bestimm&(H:0, 15:0 und 17:0) im Blutplasma
sowie Konzentrationsveranderungen der FS (14:D, 22:1, 16:b7 und 18:43) in den PL
der Erythrozyten. Die Konzentration der FS 18:0;1180:0 war in den Erythrozyten
unbehandelter Diabetiker gegentiber gesunden Kdentreerringert. Bei Diabetikern, die mit
Glibenclamid behandelt wurden, war die Konzentratiieser FS gegentber unbehandelten
Diabetikern erhdoht und damit ahnlich wie bei gemmdKontrollen. Die PL-Klassen oder
Spezies, bei denen diese Veranderungen auftratedew allerdings nicht ermittelt [41].
Die PL im Blut von Diabetikern wurden beispielsweigon Pang et al. untersucht, die
einzelne Spezies aus 7 Lipidklassen quantifizietted deren Konzentration stellvertretend
fur die Konzentration der entsprechenden Lipidldasserwendeten [42]. Pang et al.
untersuchten verschiedene Stadien der diabetisblegiropathie und beobachteten, dass
PC-, PE- und Phosphatidylglycerol (PG)-Konzentragio bei Diabetespatienten generell
geringer waren, wahrend die LPC-Konzentration highdren Stadien hoher und bei spateren
Stadien niedriger war als bei gesunden Testpersqdgh Fur SM zeigte sich kein
erkennbarer Trend zu veranderten KonzentrationerDisbetespatienten [42]. Shui et al.
dagegen konnten eine Assoziation von Diabetes m#regeringeren SM-Konzentration
feststellen[43]. Sie fuhrten eine Studie an disobien Affen durch, die sie mit gesunden
Kontrollen verglichen.
Der Einfluss des LPC, den Pang et al. [42] beoledeht wurde auch von Pietilainen et al.
verzeichnet [44]. Nach Pietilainen et al. hat LRI€rdings eine spezifischere Bedeutung. Bei
einer Studie zum Einfluss von Fettleibigkeit au$ d#pidprofil bei Zwillingen demonstrierten
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sie, dass erhthte Konzentrationen von LPC und igedr Konzentrationen von Ether-PL mit
erhohter Insulinresistenz assoziiert waren [44].

Einzelne PL-Spezies wurden von Wang et al., untétsuie PE 38:6, PE 38:4, LPC 16:0,
und LPC 18:0 als potentielle Marker zur Unterscheg von Diabetespatienten und
Probanden ohne Diabetes identifizierten [45].

Die Veranderungen der LPC-Konzentration haben sicherschiedenen Studien bestatigt
[42-44]. Eine Zunahme der Aktivitdt der PhosphdipaA2 (PLA2; EC Nummer 3.1.1.4),
welche durch die Proteinkinase C (PKC; EC Nummetl1d.13) aktiviert wird, wurde in
diesem Zusammenhang diskutiert [42], denn die Adtisng dieser Kinase wurde bereits bei
Diabetes beschrieben [46]. Interessant ist in dieBasammenhang weiterhin, dass LPC bei
Adipocyten eine starkere Expression des Glukosgpamers GLUT4 und eine erhdhte
Glukoseaufnahme in einem Mausmodell fir Diabetegrkee [47]. Weiterhin verringerte die
Gabe von LPC die Glukosekonzentration im Plasmaé [47C induziert nach Yea et al. nicht
die Phosphorylierung der Insulin-Rezeptorsubstar{ifRE) oder der Proteinkinase B2 (EC
Nummer 2.7.11.1), die zur insulininduzierten Gluk@sfnahme bendtigt werden. Durch
Hemmung der PKC dagegen konnte die LPC-induzielt&dSeaufnahme verhindert werden
[47]. Der Effekt des LPC wird also Uber einen aedeMechanismus vermittelt als der des
Insulin. LPC scheint allgemein eine Bedeutung lezi Regulation des Blutzuckerspiegels zu
haben und damit méglicherweise eine wichtige, bistenig untersuchte Rolle bei Diabetes
mellitus zu spielen.

Diabetes kann zu verschiedenen Folgeerkrankundaerii{wie Nephropathie, Retinopathie
und Krebs). Bei einigen dieser Folgeerkrankungende/uder Einfluss von Lipiden im
Speziellen untersucht. Zu erwéahnen ist hier bessnde Arbeit von Pang et al. [42], die
Veranderungen der PL-Konzentration mit bestimmtei®n der diabetischen Nephropathie
in Verbindung brachten. Weiterhin ist hervorzuhelmiss bei diabetischer Nephropathie eine
geringere glomerulare Filtrationsrate und héheegdenz an kardiovaskuléaren Vorfallen nach
einer B-Vitamin-Supplementation beobachtet wurdt8].[Um die Generalisierbarkeit dieses
Ergebnisses zu Uberprifen sowie mdogliche Mechamsraafzuklaren, sind weitere
Untersuchungen notwendig. Hier kann die Untersughumanderer, (ber den
Methylierungsstoffwechsel mit den B-Vitaminen infdedung stehender Metabolite wie der
PL sinnvoll sein.

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und Patientendiabetischer Nephropathie zeigten
eine signifikante Abnahme der Konzentration voniziweischenprodukten der Synthese von
Ceramiden und SM [49]. Es scheint ein Zusammenlzavigchen Glycosylceramiden, mit

SM verwandten Metaboliten und dem Glukosestoffwechsowie mit diabetischer
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Nephropathie zu bestehen. Dieser konnte bei Rapgzeigt werden [50]. Weiterhin wird
sogar eine Sphingolipidsupplementation zur Behamgllund Pravention von Diabetes
mellitus Typ 2 diskutiert [51].

Eine weitere Folgeerkrankung, bei der der Einfluses Lipiden untersucht wird, ist die
diabetische Retinopathie. So beschreiben z.B. Tikehko et al., dass bei Diabetes Fettsaure-
Elongasen (EC Nummer 2.3.1.119) in der Retina Herteguliert werden und die
Konzentration von Docosahexaensaure in der Reenangert wird. Aul3erdem berichten sie
von einem geringeren Einbau mehrfach ungesattigiein das PC der Retina. Dies ging mit

einer Entzindung der Netzhaut einher [52].

Einfluss von Medikamenten auf den Phospholipidstaei Diabetikern

Metformin ist ein weitverbreitetes antidiabetischdsdikament, welches die Glukoneogenese
verringert. Es konnte gezeigt werden, dass es alledien PL-Stoffwechsel beeinflusst. Eine
Metforminbehandlung fuhrte in einer Studie an 2Gugelen Patienten [53] sowie in
Zellkulturen [54] zu einer LPC-Reduktion. Weiterlkiannte gezeigt werden, dass Metformin
den Hcy-Spiegel erhéhen kann [55,56]. Diese Erhghtonnte durch Folatsupplementation
vermieden werden [55].

Statine hemmen die Cholesterinsynthese und werdenPevention von Arteriosklerose
verwendet. Da bei vielen Diabetespatienten ein sigkiéerioskleroserisiko vorliegt, werden
sie haufig mit einer praventiven Statintherapiearatelt. Neben Cholesterin werden auch die
Plasma-Konzentrationen der PL durch Statine begssfl Eine Behandlung mit Simvastatin
fuhrte in einer Studie an 26 Diabetikern nach 3 Bten zu einer signifikanten Abnahme des
LPC 16:0-Gehalts in den LDL [57]. Weiterhin wurdhediner Metaanalyse aus 13 Studien mit
insgesamt Uber 90000 Patienten eine Zunahme déetesisikos durch Statine festgestellt
[58]. Diese Zunahme schien dosisabhéngig zu se#. [Pes Weiteren konnte durch

Atorvastatin die Insulinresistenz in einem Mausntioide Diabetes erhdht werden [60].

3.3.3 Schlaganfall

In Deutschland starben im Jahr 2009 ca. 25000 Memsan den Folgen eines Schlaganfalls

(ICD-10 Nr.:164) [61]. Verschiedene Untersuchungan Tiermodellen sowie Kklinische

Studien am Menschen geben Hinweise auf eine mdaglRravention von Schlaganfallen

durch ungesattigte FS, wie z.B. durch eine fisadimeiErndhrung. Bei mib-3-FS aus Fisch

supplementierten, ischdmischen Ratten wurde eirgnifikant geringere Zahl von
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apoptotischen Neuronen im Hipocampus [62] und aumh prefrontalen Kortex [63]
beobachtet als bei Ratten mit einer normalen Difgurtreaux et al. konnten in einem
Mausmodell die Folgen eines Schlaganfalls moHLinolensaure, nicht jedoch durch
Palmitinsaure abmildern [64]. Koizumi et al. [654nflen Hinweise auf eine Funktion
bestimmter, einzelner PL-Spezies bei Schlaganfélleneiner Arbeit, die sich mit den
Gehirnen ischamischer Ratten befasst, vermerkerdass im Herd der Ischamie, verglichen
mit normalen Gehirnbereichen, PC (16:0/18:1) regiizind LPC (16:0) erhéht waren [65].
Tanaka et al. zeigten bei einer Studie an einep@won an Hypercholesterolamie leidenden
und in geringen Dosen mit Statin behandelten Japaméen positiven Effekt einer
Eicosapentaensauresupplementation. Diese konntAufreten von Schlaganféllen in einer
Teilpopulation, die bereits einen Schlaganfall texh hatte, signifikant verringern [66].
Mozaffarian et al. berichten weiterhin, dass b&r&h Probanden ein regelmafiger Verzehr
von gekochtem Fisch ein geringeres Risiko von istbéhen Schlaganfallen zur Folge hat
[67]. Wennberg et al. konnten dagegen keine skpmfie Verringerung des
Schlaganfallrisikos durch Fischkonsum feststel@81.[

3.3.4 Lipide und neurodegenerative Krankheiten

Yaguchi et al. berichten, dass PE 18:2/18:2 diersdbhangige Abnahme des raumlichen
Erinnerungsvermogens positiv beeinflusste [69]. Aklarung hierfur fihren sie das
Verhindern von neuronalem Zelltod an, da das PLVarsuchen mit Zellkulturen die
Uberlebensrate der Zellen steigern konnte.

Alzheimer

Die Alzheimersche Krankheit ist die haufigste nelegenerative Erkrankung. Histologisch
wird sie durch intrazellulare ,tangles* aus Tautenoen und extrazellulare Plaques aus
Amyloid-3-Peptiden (AR) charakterisiert. Genereéinweise auf einen Zusammenhang
zwischen Lipiden und der Alzheimerschen Krankheédtds z.B. die von Fassbender et al.
gemachte Beobachtung, dass Simvastatin die AR-Kdrazen senken kann [70]. Da die bei
der Bildung von AR beteiligten Proteine integralerivbranproteine sind und Reaktionen wie
der durch das Enzyny-Sekretase (wichtigstes Protein des Komplexes: eRias, EC
Nummer 3.4.23) katalysierte, letzte Schritt zurdBitlg von AR sogar innerhalb der Membran
stattfinden, ist ein Einfluss der membrankonstiemelen Lipide wahrscheinlich [71]. Von

besonderer Bedeutung ist die Konzentration von €dteiin und SM, da dig-Sekretase
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besonders in Lipid Rafts, cholesterin- und sphiipgiddeichen Membranbereichen vorkommt
[72]. Grimm et al. demonstrierten an Maus-Zellktgty dass SM die A3-Produktion erhdht
und AR-42 die SM-Konzentration durch Aktivierungrd8M zu Ceramid abbauenden
Sphingomyelinase (EC Nummer 3.1.4.12) senkt [78s® Ergebnisse decken sich mit denen
aus zwei post mortem Untersuchungen an den Gehiuoen Alzheimerpatienten. So
verzeichneten He et al. eine signifikant verringeBM-Konzentration im Vergleich mit
Kontrollen [74]. Cutler et al. konstatierten ebdisfaeine geringere SM-Konzentration bei
Alzheimer, dieser Unterschied war allerdings ngifghifikant [75].

Andere Studien melden dagegen eine signifikantebtitrhg der SM-Konzentration bei
Alzheimer. Dies war bei post mortem Untersuchung Mirngewebe bei Pettegrew et al. und
Bandaru et al. der Fall [76,77]. Weiterhin stellteosicek et al. einen signifikanten Anstieg
der relativen SM-Konzentration um 24,3% + 2,4% imguor von Alzheimerpatienten im
Vergleich mit Kontrollen fest [78]. Das Auftreterov Studien, welche sowohl eine erhéhte
als auch eine verringerte SM-Konzentration bei Alater zeigen, kann auf Unterschiede
zwischen den einzelnen Untersuchungen zurtckgetem in den verschiedenen Studien
wurden unterschiedliche Bereiche des Gehirns wntbtsund auch die Alzheimer Diagnose
wurde mit unterschiedlichen Methoden erstellt. Auf@M wurde auch fir andere
Sphingolipide ein Zusammenhang mit der Alzheimezadkrankheit beschrieben.

Mielke et al. beobachteten, dass erhohte Serumktnagi®nen von Gesamt-SM, bestimmten
Ceramidspezies (16:0, 18:0, 22:0, 24:1, 24.0) s@wuikatiden mit einem erhéhten Risiko fur
Gedachtnisstérungen assoziiert sind [79]. Da Gddédtorungen in frihen Stadien der
Alzheimerschen Krankheit beobachtet werden, schldgelke et al. die Prifung der von
ihnen mit Gedachtnisstérungen in Verbindung gelimctSphingolipide als praklinische
Pradiktoren von Alzheimer vor.

Neben SM werden auch andere PL mit Alzheimer irbWelung gebracht. So demonstrierten
Sheikh et al., dass LPC die Bildung von Fibrillers 8Amyloid-3-Peptiden moduliert und im
Besonderen die Fibrillenbildung bei Amyloid 3 (1)}42eigert [80]. Prasad et al. beschreiben
einen Ruckgang der Konzentration bestimmter FS em ®L-Klassen PE und Pl im
Hippocampus und im PE des inferioren parietalentééorvon Alzheimerpatienten [81].
Nitsch et al. verzeichneten einen signifikanten ligang der PC- und PE-Konzentration in
der grauen Substanz des Kortex und eine Erhéhumg Gdgcerophosphocholin- und
Glycerophosphoethanolaminkonzentration jeweils igrhaltnis zu PC bzw. PE [82]. Diese
Veranderung wurde von Nitsch et al. mit einem Abbau Zellmembran in Zusammenhang
gebracht. Nitsch et al. beobachteten sie nur begiAder, nicht jedoch bei Parkinson, Down-

Syndrom oder bei Chorea Huntington [82].
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Chorea Huntington

Chorea Huntington ist eine weitere weitverbreitetairodegenerative Erkrankung. Hierbei
handelt es sich um eine Erbkrankheit, die zu Bewggstorungen fuhrt. Clifford et al.
konnten in einem Mausmodell die Symptome der Kraitkdurch Supplementation mit
Linolsaure und anderen essentiellen FS verringg&8h Vaddadi et al. sowie Das Undurti et
al. meldeten einen positiven Einfluss einer Supplaiation mit ungesattigten FS beim
Menschen [84,85].

Parkinson

Parkinson ist die zweithaufigste neurodegenerakvankheit nach der Alzheimerschen
Krankheit. Die wichtigsten Symptome sind Rigor, d@kinese, Tremor und
Haltungsinstabilitat. Die Krankheit zeichnet sichrch ein Absterben von dopaminergen
Neuronen in der Substantia nigra Pars compactadismdildung von Lewy-Kdrpern aus,
welche grol3tenteils aus Akkumulationen des ProiSynuclein bestehen.

Verschiedene Untersuchungen konnten einen direktZtssammenhang zwischen Lipiden
und der Parkinsonschen Krankheit zeigen [86]. Mandtudien stellten fest, dass
Cholesterinsenker einen positiven Einfluss bei iadn haben kdnnen [87]. So fanden z.B.
Koob et al., dass Lovastatin der Akkumulation v$ynuclein in einem Mausmodell fur
Parkinson entgegenwirkte [88]. Bodner et al. [8Hlaeten, dass Mutanten des ProtainRs
Synuclein, welche bei erblichen Formen von Parkingorkommen, eine starkere Tendenz
haben, eine bestimmte Form der Bindung zu PL eielzeg, welche anfélliger flia-
Synuclein Aggregationen ist. Auf3erdem zeigte Supplgation mit Fischol, und damit-3-
FS, bei da Silva et al. eine Verbesserung der Symgteiner die Parkinsonsche Krankheit
begleitenden Depression [90]. Tanriover et al. destreerten, dass Docosahexaensaure
dopaminerge Neuronen im Rattenmodell fir ParkingorZelltod schitzen kann [91].
Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen Parkinsid anderen neurodegenerativen
Erkrankungen und Markern des Methylierungsstatu8,92]. Ein Hinweis auf diese
Zusammenhange ist, dass Crowell et al. durch eijektlon von SAM in das Gehirn von

Ratten parkinsonahnliche Symptome auslésen korjagin
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3.3.5 Einfluss der Phospholipide auf den Lipoprotei nstoffwechsel und

damit auf Herz-Kreislauferkrankungen und Arterioskl erose

LPC wird generell als proinflammatorische und Adsklerose verstarkende Substanz
angesehen [94]. Des Weiteren beobachteten Oltheaif &ei Supplementierung mit PC oder
Betain eine Zunahme der Plasma-Cholesterinkonzenmtradie sie mit einer Zunahme der
VLDL-Konzentration begriinden [95]. PC wird fur dildung von VLDL bendtigt und
Betain kann die PC-Konzentration durch Remethyligrivon Hcy und dadurch erhohte
SAM-Konzentration und starkere Methylierung von &Bkohen. Die Supplementierung sollte
bei Olthoff et al. zur Hcy-Senkung und zur moglichePravention von Herz-
Kreislauferkrankungen und Schlaganfallen verweneertden. Leberverfettung durch starken
Mangel an VLDL spielt in diesem Zusammenhang kdRale. Daher wird die erhdhte
Plasma-Cholesterinkonzentration als negativ angesella sie das Risiko fur Herz-
Kreislauferkrankungen und Schlaganféalle erh6htadnlichen Ergebnissen kamen auch Zhao
et al., die ein geringeres Auftreten von Arterieskbe bei PEMT-knockout Mé&ausen
beobachteten [96]. Sie begriinden das verringertitréden von Arteriosklerose durch eine
geringere Anzahl Apolipoprotein-B-haltiger Lipopeotkomplexe, die vor allem durch eine
schnellere Entfernung aus dem Blut und zu einenméden Anteil durch eine geringere
Synthese von VLDL bedingt wird. Weiterhin fihrenathet al. eine Erhdhung der PE-
Konzentration im Verhéaltnis zu PC in den Lipoprogz an, welche die VLDL instabiler
machen und damit deren Absorption beglnstigen Zbko et al. berichten ebenfalls von
einer Hcy-Senkung bei den untersuchten PEMT-/- Mauaelche auch zur Verringerung der

Arteriosklerose beitragen kann.
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3.4 Fragestellung

Einfluss von Diabetes oder Medikamenten auf die PL-Klassen und Speziesim Plasma

Verschiedene Arbeiten berichten von Anderungen Fldtsaurezusammensetzung oder der
Konzentration der PL-Klassen (besonders LPC) bdieman mit Diabetes [39-42,44].
Mehrere PL-Spezies sind als potentielle Marker @aterscheidung von Diabetespatienten
und Kontrollen identifiziert worden [45]. Es gibueh Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen SM und Diabetes [43]. Hierzu liegen almrtiicth weniger Studien vor. Weiterhin
ist der Einfluss der haufig bei Diabetes verabiteiciMedikamente Statin und Metformin auf
die PL-Konzentration naher zu untersuchen, da imreren Studien Hinweise auf einen
solchen Einfluss und speziell auf eine Reduktionld®C-Konzentration festgestellt wurden
[53,57].

Wir fuhrten daher eine Fall-Kontroll-Studie durdyei der wir mit der von uns entwickelten
Methode zur Quantifizierung von PL-Spezies die Risa&inmensetzung bei einer Gruppe von
Diabetikern mit gesunden Kontrollen verglichen umeth die PL-Konzentrationen in den
Gruppen der mit Statin oder Metformin behandeltatieaten untersuchten. Die Hypothese
dieser Studie ist: Die Konzentration von PL-Klassend -Spezies unterscheidet sich
zwischen Diabetes Typ 2 Patienten und NichtdiaketikWeiterhin zeigen mit Metformin
behandelte Patienten sowie Patienten mit Statimuttnag ein deutlich unterschiedliches PL-
Profil.

Einfluss von B-Vitaminen auf die Plasma-Konzentrationen von PL -Klassen und -Spezies

Der Vitaminstatus wirkt sich sehr wahrscheinlich die Spezieszusammensetzung der PL
aus, da der von den B-Vitaminen abhangige Methytigsstoffwechsel fur die PC-Synthese
Uber den PEMT-Stoffwechselweg bendtigt wird [19].erD PEMT-Stoffwechselweg
synthetisiert generell andere PC-Spezies als dsht rduf den Methylierungsstoffwechsel
angewiesene CDP-Stoffwechselweg [19]. Bei Rattennte eine Veranderung der PL bei
Vitamin-B6-Mangel bereits gezeigt werden [18]. Kiersind uns allerdings noch keine
Studien am Menschen bekannt.

Vor diesem Hintergrund fuhrten wir eine Supplemgatesstudie mit B-Vitaminen Uber 1
Jahr durch und priften die Veranderungen der Plainsensetzung im Blut. Die Hypothese
dieser Studie ist: Supplementation mit B-Vitamirkamn die Synthese von methylierten PL-
Klassen und von Uber den PEMT-Stoffwechselweg syrsilerten PL-Spezies erh6hen.
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4 Material und Methoden

4.1 Methoden der Phospholipidquantifizierung

Bevor die PL analysiert werden kdnnen, mussen &@iedie meisten Methoden zunéchst
weitgehend von anderen Substanzen in der Probengétwerden. Die wichtigste Methode
hierzu ist die 2-Phasen-Extraktion nach Bligh ungiD97]. Eine 2-Phasen-Extraktion kann,
statt mit Chloroform wie bei Bligh und Dyer, aucht ivlethyl-tert-butylether durchgefiihrt
werden [98].

Die meisten Methoden beruhen auf einer Trennung Rlerund einer anschliel3enden
Quantifizierung. Einen anderen Ansatz bietet z.Bn @achweis Uber spezifische
enzymatische Reaktionen [99]. Die erste Methode =ir Trennung der PL-Klassen
verwendet wurde, ist die Dinnschichtchromatogragh@O], die in der Regel mit einer
anschlieBenden Quantifizierung der PL nach Bartg¢tial. [101] kombiniert wird. Eine
andere, weit verbreitete Trennmethode ist die kjésgschromatographie (LC). Bei
modernen LC-Geraten, die mit héherem Druck arbeiggmicht man von Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (HPLC) und auch von raJHochleistungsflissigkeits-
chromatographie (UPLC) [102]. Zur Trennung von Pér@en hauptsachlich Normal Phase
Chromatographie (NP) und Reversed Phase ChromatugrdRP) verwendet. Mittels NP
kénnen die PL nach ihren Klassen aufgetrennt werdeh mittels RP vor allem nach der
Kettenlange ihrer FS. Bei der LC kdnnen die PL ndeh Trennung direkt und in einem
Arbeitsschritt (online) detektiert werden. Ublictizetektionsverfahren sind die UV/Vis-
Spektroskopie, z.B. Uber die Absorption bei 206 193], die Lichtstreudetektion (engl.
Evaporative Light Scattering Detection, ELSD) [10zer auch die Massenspektrometrie
(MS).

Die Gaschromatographie (GC) gekoppelt mit Masseiispeetrie (GCMS) wird zur
Identifikation und Quantifizierung von FS verwend&04]. Wenn man mit dieser Technik
Informationen Uber die FS-Zusammensetzung der Riss€n erhalten mochte, ist allerdings
eine Abspaltung der FS von den PL nétig. Dies madiet Methode vergleichsweise
arbeitsaufwendig.

Da sich einzelne Spezies derselben PL-Klasse enibhemischen Eigenschaften nur wenig
voneinander unterscheiden, ist die MS, die das ®&4asd adung-Verhaltnis der Stoffe
analysiert und Unterschiede im Dalton-Bereich medsen, eine der besten Methoden, um
zwischen ahnlichen PL-Spezies zu unterscheiden.Rlnbei der fir die MS notwendige
lonisierung intakt zu halten, sind sogenannte satdhisationsmethoden notig. Die zwei
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wichtigsten, bei PL zur Anwendung kommenden, sanftenisationsmethoden sind die
Matrix-unterstttzte Laser-Desorption (MALDI) [106hd die Elektrospray lonisation (ESI)
[106]. Der Vorteil der ESI ist, dass sie direkt raiher vorherigen LC-Trennung gekoppelt
werden kann. Unter Verwendung von Tandem-MS istuei moglich, die Position der FS im
PL zu bestimmen [107]. Hierzu gibt es allerdingsimk&eine validierte Methode.

PL-Spezies rufen je nach ihrer Klasse und auch ndeh Kettenldnge bei gleicher
Konzentration unterschiedliche Signalintensitatervbr [108,109]. Dies bedeutet, dass eine
Kalibration Uber Lipidstandards mit bekannter Kamzation bendtigt wird, wenn man die
gemessenen Werte mit den Ergebnissen anderer Methagleichen méchte. Ohne solche
Standards kann man nur mit der gleichen Methodalterie Ergebnisse vergleichen [43,102].
Validierte Methoden zur Quantifizierung von PL-Sigszwurden von Pang et al. [42], Hu et
al. [110] und Liebisch et al. [111,112] verotffeatit. Hinzu kommt die in der vorliegenden
Arbeit verwendete Methode [113].

4.2 Gerate und Arbeitsmaterialien

Gerat

Kolbenhubpipetten
Konzentrator — Zentrifuge
- Kuhlfalle

- Vakuumpumpe
Glasvakuumkammer
LCMS-Vials zur Messung

- Verschlusskappen

GlasgefalRe 5ml fir Phasentrenng.

Vials fur Alliquots von Stocklsg.
- Verschlusskappen

- Inserts

UPLC-Saule

UPLC-Vorsaule

UPLC-Filter

Hersteller

Gilson Microman

Labconco 7810007
Labconco 7811030

ILMVAC 109023

von Lida Manufacturing Corp.

Waters 186000984

Waters 186000304

Chromacol, DeilRisher Scientific

5-SV — EPA Screw Top Vials

Supelco 29371-U
Supelco 29441-U
Supelco 29319-U

Waters Acquity UPLC BEH Shield RP18, 100x2.1
mm (i.d.); 1.7umol/L particle size; 186002854

Waters Acquity UPLC BEH Shield RP18 VanGuard,
5x2.1 mm (i.d.) 1.7umol/L particle size; 186003977
Waters 0,2umol/L in-line filter
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Chemikalie

BHT

Methanol, ULC grade
Wasser (deionisiert)

mit Stickstoff begast
Isopropanol, ULC grade
Acetonitril, ULC grade
Ameisensaure
Ammoniaklésung 25%
MTBE

Chloroform

PL-Standards
Phopsphatidylcholin 28:0
Phopsphatidylcholin 30:0
Phopsphatidylcholin 36:2
Sphingomyelin 6:0
Sphingomyelin 16:0
Sphingomyelin 24:1
Phosphatidylethanolamin 30:0
Phosphatidylethanolamin 32:0
Phosphatidylethanolamin 36:2
Lysophasphatidylcholin 16:0
Lysophasphatidylcholin 17:0
Lysophasphatidylcholin 18:0

Hersteller
Fluka 34750
Biosolve 13684102
Millipore: MilliQ Academic ZMQS50001

Biosolve 16264102
Biosolve 01204102
Biosolve 06914131
VWR 1133.2500
Sigma Aldrich 34875
Merck 102444.2500

Sigma Aldrich P2663
Avanti 850350P
Avanti 850375P
Avanti 860582P
Avanti 860584P
Avanti 860593P
Avanti 850704P
Sigma Aldrich P1348
Avanti 850725P
Sigma Aldrich L5254
Avanti 855676P
Avanti 855775P
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4.3 Studienprobanden

4.3.1 Kollektiv Diabetespatienten

Es wurden 92 Diabetes mellitus Typ 2 PatientenM&@ner) mit 69 gesunden Kontrollen (20
Manner) verglichen. Als Ausschlusskriterien galteme Behandlung mit Dialyse, ein

Schlaganfall oder Herzinfarkt innerhalb der let3eNlonate, eine aktuelle Krebserkrankung,
eine Behandlung mit Antifolaten (z.B. Methotrexag)ne lleumresektion, eine vorhandene
Vitamin-B-Supplementierung, Alkoholismus, die Eihnge von Immunsuppressiva,

Kortikosteroiden oder Erythropoetin sowie eine @i Nierenerkrankung (FSGS,
hypertensive Nephrosklerose, Lupus Nephritis). Weit Ausschlusskriterien fur die

Kontrollgruppe waren Adipositas, Demenz, Depressmter Parkinson. Die bei den
Kontrollen gemessenen Werte wurden zum Vergleiah RleQuantifizierung mit anderen

Methoden herangezogen (siehe Abschnizt3).

4.3.2 Probanden zur Intervention mit B-Vitaminen

In die Studie wurden Manner und Frauen mit einenncBschnittsalter von tber 65 Jahren
aufgenommen. Insgesamt 39 Manner und 57 Frauenltien ¥on 50 bis 91 Jahren wurden
vor und nach der Intervention untersucht. Als Ablssskriterien galten Niereninsuffizienz
(GFR < 30 ml/Min nach Cockcroft-Gault), eine kirads 1 Jahr zurlckliegende periphere
Fraktur, die Notwendigkeit einer spezifischen okigischen Therapie, Kontraindikation
gegen eine Therapie mit Calcium oder Vitamin D gdbauertherapie mit Glucocorticoiden,
megaloblastische Anamie infolge eines isolierter2-Blangels, isolierter Folsauremangel,
eine aktuelle Krebserkrankung, eine Antifolatbehang, eine lleumresektion, eine bereits
bestehende Vitamin-B-Supplementierung, Demenz adahelere Erkrankung mit fehlender
Einwilligungsfahigkeit.

Wenn eine spezifische osteologische Therapie oher zusatzliche Therapie mit Vitamin
B12, Folsaure, Vitamin B6, Vitamin D oder Calciurdhvend der Studie begonnen wurde, so
wurde die Studie fur den entsprechenden Teilnehabgrebrochen. Weiterhin galten das
Einsetzen einer Behandlung mit Corticosteroiderr ddetotrexat als Abbruchkriterien. Das
Auftreten von Herzinfarkt, Krebserkrankung, Apop&XSchlaganfall) oder ein operativer

Eingriff waren ebenfalls als Kriterien fur eineru8ienabbruch vorgesehen.
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Alle untersuchten Patienten erhielten taglich 1#®itamin D und 456 mg Calcium. Die
Intervention erfolgte mit 50 mg Vitamin B6, 500 plsaure (Vitamin B9) und 500 pg
Vitamin B12 taglich (oral).

Von allen Probanden wurde in niichternem Zustand &@lgenommen und zur Untersuchung
der PL in EDTA enthaltenden Monovetten gesammedintbwurde das Blut fir 10 min bei
5000 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommeinbei -70°C gelagert.

Die Studienteilnehmer wurden tUber mdgliche Risikefgeklart und gaben eine schriftliche
Einverstandniserklarung ab. Die Studie wurde vonr dEthikkommission der

Universitatsklinik des Saarlandes genehmigt.

4.4 Lipidextraktion

Die Lipidextraktion aus EDTA-Plasma wurde entspeszhder Methode nach Matyash et al.
[98] mit leichten Veranderungen durchgefihrt. Zdrsicwurden 50 pl einer die internen
Standards enthaltenden Lésung (3 mM PC 15:0/150M1SM 6:0, 200 uM PE 15:0/15:0
und 2 mM LPC 17:0) in einem Glasgefal3 unter Begasuit N, getrocknet. Nun wurden je
25 ul einer Plasmaprobe oder eines Kalibrators eso200 ul Methanol zugegeben und
grundlich gemischt. Es wurden 650 ul MTBE zugegebed die Probe wurde 15 min auf
einem Horizontalschuttler gemischt. Danach wurdg@ |6l HO zugegeben und die Probe
wurde nach kurzem Mischen fir 10 min im Dunkelnubiert. Als nachstes wurde die Probe
fur 10 min mit 5000 g bei 20°C zentrifugiert une: dibere, organische Phase wurde mit einer
Pasteurpipette abgenommen und in ein 1,5 ml MSdngdfa’ Gberfihrt. Schliel3lich wurde
der MTBE-Extraktionsschritt mit der restlichen wégsn Phase wiederholt. Die organische
Phase wurde bei 45°C in der Vakuumzentrifuge (LabopKansas City, USA) getrocknet.
Die getrockneten Lipide wurden dann in 500 pl Mathiaelost.

4.5 Bedingungen der Ultra-Performance Flussigkeits -
chromatographie Tandem- Massenspektrometrie zur
Phospholipidanalyse

Ultra-Performance Flussigkeitschromatographie Temt#assenspektrometrie (UPLC-
MS/MS) Analysen wurden mit einem Acquity Ultra-Rerhance LC System gekoppelt mit

einem MicroMass Quattro Premier XE Tandem Quadeipdbssenspektrometer (Waters
32



Corporation, Milford, MA, USA) durchgefihrt, wie ter [113] beschrieben. Die Trennung
erfolgte mit Hilfe einer Acquity UPLC BEH Shield BB Saule (100 mm x 2,1 mm (i.D.);
1,7 pum PartikelgréRe) mit einer Acquity UPLC BEH &% RP18 VanGuard Vorsaule (5 mm
x 2,1 mm (i.D.); 1,7 um Partikelgrof3e) und eine@ ®m in-line Filter (Waters Corporation).
Die Saulentemperatur war auf 55°C, die Flussratddi?2 ml/min eingestellt. Mobile Phase
A war Isopropanol/kO 50/50 mit 0,1% Ameisensaure und 0,028%,8H und mobile
Phase B war 100% Isopropanol mit 0,1% Ameisensaurd 0,028% NHKHOH. Die
chromatographische Trennung erfolgte mit einem kb@radienten: Ausgangsbedingungen
(60% A); 0,0-7,0 min (50% A); 7,1-9,0 min (5% A);1910,0 min (5% A) und 10,1-15,0 min
(60% A). Alle Gradientenschritte waren linear. D@gktionsvolumen betrug 1 pl.

Die PL wurden im Massenspektrometer im positivet-®8dus identifiziert. Zur Detektion
von PC, LPC und SM wurde ein ,parent scan“ mit rh@& verwendet und PE wurde mit
Hilfe eines ,neutral loss scan“ mit m/z 141 nachgesen. Die Temperatur der lonenquelle
war 120°C, ,capilary voltage” war 3,9 kV und dassDlatisierungsgas gNwurde bei einer
Temperatur von 320°C mit einer Flussrate von 9&ilgefuhrt. Der Fluss des ,cone gas*
betrug 100 I/h und der Fluss des Kollisionsgase$ hatrug 0,17 I/h. “Inter-scan delay” und
“inter-channel delay” wurden auf 0,05 s eingestatitl es wurde eine ,dwell time* von 0,5 s
verwendet. Die ,cone voltage” betrug 40 V bei P@C.und SM und 36 V bei PE, wéhrend
die "collision energy voltage” auf 26 eV fur PC, CPund SM und auf 22 eV fur PE

eingestellt war.

4.5.1 Datenanalyse

Daten wurden mit MassLynx V4.1, QuanLynx und Miaf<€xcel ermittelt und bearbeitet.
Die PL wurden mit Hilfe von je einem internen Stardl und ein oder zwei externen
Kalibratoren fir jede PL-Klasse quantifiziert. Asgnalstarke fir die Quantifizierung wurde
die mit QuanLynx in den Chromatogrammen der eireel®pezies ermittelte Peakflache
verwendet. FUr jede PL-Spezies wurde ein Quotierst der fur die Spezies ermittelten
Signalstarke und der Signalstarke des internen datde ermittelt (Response). Die
Konzentrationen der einzelnen Spezies wurden danchdvergleichen ihrer Response mit
der Standardkurve des externen Kalibrators bestinDig Standardkurven wurden durch

Auftragen der bekannten Konzentration des exterKatibrators gegen die ermittelte
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Response erstellt. Die quantifizierten PL-Spezied die ihnen zugeordneten internen und
externen Standards sindTiabelle 4-1 aufgefiihrt.

Die Wiederfindungsrate (%) wurde mit Hilfe folgemd®rmel berechnet:

[ermittelte Konzentration / (endogene Konzentrattarugegebene Konzentratio)[LOO

Zur Bestimmung des instrumentellen Detektionslimitsirde die mittlere quadratische
Abweichung (engl. root mean square error (RMSE)edenet. Hierzu wurde die folgende
Formel mit der Anzahl der gemessenen Proben n andkehler der einzelnen Messungen E

verwendet:

Das instrumentelle Detektionslimit (IDL) wurde daats 3x RMSE/m berechnet und das
instrumentelle Quantifikationslimit wurde als *(RMSE/m berechnet. Hierbei ist m die
Steigung der Standardkurve, die zur BestimmungdBDkeserwendet wurde.

Das Detektionslimit der Methode (engl. method d#eclimit (MDL)) wurde Uber die
“togsLLmv -Methode” nach der folgenden Gleichung berechibMDL = tggn-1)% SA]. Hierbei

it tog(n-1y der t-Wert flr eine einseitige t-Verteilung mit %89Wahrscheinlichkeit bei n
Beobachtungen dd,-1)= 2.821 bei 10 Proben). SA ist die Standardabweighawischen den

n = 10 Messungen. Das Quantifikationslimit der Mekh (engl. method quantification limit
(MQL)) wurde als MQL = 3 MDL berechnet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe vBRSS Version 18.0 (Statistical Package for

the Social Sciences).
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Tabelle 4-1: Ubersicht der zur Quantifizierung verwendeten extarKalibratoren

Quanti- Quanti- Quanti- Quanti- Externer
fizierte PL- Ex.terner fizierte PL- Ex.terner fizierte PL- Ex.terner fizierte PL- Kalibra-
Spezies Kalibrator Spezies Kalibrator Spezies Kalibrator Spezies or
IS PC 30:0 - IS SM 6:0 - IS PE 30:0 - ISLPC 17:0 -
PC 28:0 Standard SM 14:0 SM 16:0 PE 32:0 Standard LPC 16:0 LPC 16:0
PC 32:1 PC 36:2 SM 16:0 SM 16:0 PE 34:1 PE 36:2 LPC 18:0 LPC 18:0
PC 34:1 PC 36:2 SM 16:1 SM 24:1 PE 34:2 PE 36:2 LPC 18:1 LPC 18:0
PC 34:2 PC 36:2 SM 18:0 SM 16:0 PE 36:2 PE 36:2 LPC 18:2 LPC 18:0
PC 34:3 PC 36:2 SM 18:1 SM 24:1 PE 36:3 PE 36:2 LPC 20:4 LPC 18:0
PC 36:2 PC 36:2 SM 20:0 SM 24:1 PE 36:4 PE 36:2
PC 36:3 PC 36:2 SM 22:0 SM 24:1 PE 38:4 PE 36:2
PC 36:4 PC 36:2 SM 22:1 SM 24:1 PE 38:5 PE 36:2
PC 36:5 PC 36:2 SM 23:0 SM 24:1 PE 38:6 PE 36:2
PC 38:3 PC 36:2 SM 23:1 SM 24:1 PE 40:5 PE 36:2
PC 38:4 PC 36:2 SM 23:2 SM 24:1
PC 38:5 PC 36:2 SM 24:0 SM 24:1
PC 38:6 PC 36:2 SM 24:1 SM 24:1
SM 24:2 SM 24:1

IS: interner Standard

4.5.2 Qualitatskontrolle

Zur Qualitatskontrolle wurde bei jeder Messung dinebe eines hauseigenen Plasma Pools

mituntersucht.
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5 Ergebnisse

5.1 Identifikation der Phospholipidpeaks

Die fur die einzelnen PL-Spezies ermittelten Chrmgemme zeigten bei manchen PC- und
SM-Spezies mehr als einen Peak. Der korrekte Peakdew durch Vergleichen der
Chromatogramme verschiedener Spezies oder im Ball SM 24:1 durch Vergleich mit
Messungen der Reinsubstanz ermittelt. Um die Ucibeidung von SM- und PC-Spezies zu
erleichtern, untersuchten wir au3erdem ein aus dRimich extrahiertes Gemisch aus SM-
Spezies und ein aus Soja extrahiertes PL-Gemisshydrschiedene PC-Spezies, aber kein
SM enthéalt. Bei Messungen der SM-freien Soja-Pgtesi sich keine Peaks, die falschlich als
SM identifiziert wurden und bei Messungen des SM-Murden keine Peaks falschlich als
PC identifiziert. Die Retentionszeiten variiertencht zwischen verschiedenen Experimenten.
Die Position der Peaks in Relation zueinander wierdangs immer charakteristisch.

Typische Retentionszeiten sindTiabelle 5-1 aufgefihrt.
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Tabelle 5-1: Typische Retentionszeiten der quantifizierten Pd 8tandards

Quanti- ) Quanti- ) Quanti- ) Quanti- )
Retentions- Retentions- Retentions- Retentions-
fizierte PL- o fizierte PL- o fizierte PL- o fizierte PL- o
) zeit [min] ) zeit [min] ) zeit [min] ) zeit [min]
Spezies Spezies Spezies Spezies
IS LPC
IS PC 30:0
5,29 IS SM 6:0 2,97 IS PE 30:0 5,53 17:0 2,88
PC 28:0 4,60 SM 14:0 4,60 PE 32:0 5,87 LPC 16:0 2,75
PC 32:1 551 SM 16:0 5,31 PE 34:1 6,64 LPC 18:0 3,03
PC 34:1 6,35 SM 16:1 4,78 PE 34:2 6,06 LPC 18:1 2,80
PC 34:2 5,81 SM 18:0 6,19 PE 36:2 7,00 LPC 18:2 2,66
PC 34:3 5,38 SM 18:1 5,55 PE 36:3 6,41 LPC 20:4 2,66
PC 36:2 6,73 SM 20:0 7,18 PE 36:4 6,09
PC 36:3 6,14 SM 22:0 8,28 PE 38:4 7,10
PC 36:4 5,86 SM 22:1 7,43 PE 38:5 6,48
PC 36:5 5,42 SM 23:0 8,85 PE 38:6 6,10
PC 38:3 7,15 SM 23:1 7,98 PE 40:5 7,06
PC 38:4 6,80 SM 23:2 7,46
PC 38:5 6,06 SM 24:0 9,46
PC 38:6 5,85 SM 24:1 8,35
SM 24:2 7,56

Mehrere Faktoren bestatigten die korrekte Iderdtfdn der PL-Peaks. Zunéchst waren
unsere Ergebnisse zur Konzentration der PL in Pdagnd Soja vergleichbar mit denen aus
anderen Arbeiten. Weiterhin konnten wir beobachtelass die Retentionszeit in
gleichmafiigen Schritten mit zunehmender Kettenld®gd=S zunimmt und mit zunehmender
Desaturierung abnimmt. Es ist unwahrscheinlichs disser Trend erhalten bliebe, wenn PC-
und SM-Spezies verwechselt wirden. Beispiele sinébbildung 5-1 und Abbildung 5-2
dargestellt.
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Abbildung 5-1: Abhéngigkeit der Retentionszeit vom Desaturierurgggvon Phosphatidylcholin (PC)-
Spezies [113])
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Abbildung 5-2: Abhangigkeit der Retentionszeit von der Kettenrgei Sphingomyelin (SM)-Spezies-
[123])

5.2 Methodenvalidierung zur Phospholipidquantifizie rung

5.2.1 Linearitat und Sensitivitat

Die Methode war Uber die imabelle 5-2 angegebenen Konzentrationsbereiche linear. Der
lineare Bereich erfasst den gesamten physiologs®&ereich fur alle PL-Spezies bis auf
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PC 34:2. Proben mit einer PC 34:2-Konzentration5® wurden daher verdinnt. Die
Konzentrationen der Standardldsungen korreliertark amit den gemessenen ,Peak Areas”
und die linearen Regressionskoeffizienten waren €98 flr alle Kalibrationskurven in 3
unabhangigen Experimenten mit allen 4 Kalibratorere Kalibrationsgeraden sowie die

Geradengleichungen sind Abbildung 5-3 dargestellt.

Tabelle 5-2: Linearitat der Phospholipidquantifizierung

PC (14:0/14:0) SM (24:1) LPC (C16:0) PE (16:0/1®)

Konzentration
500; 300; 100; 300; 100; 40; 10; 500; 300; 100; 40; 300; 100; 40; 10;

der Kalibratoren,

M 40; 10; 2; 0,33; 0 2;0,33;0 10; 2;0,33; 0 2;0,33;0
M
Gleichungen der
Geraden mit y =0,002 x + y = 0,0059x + y =0,0021x + y =0,035x +
X = ¢ [uM] und 0,0026 0,0008 0,0058 0,078

y = response *

* Mittelwerte fur Steigung und Nullpunkt aus 3 uhdingigen Messungen

39



1.2 12

10 4 BPC(CIED 10 4 & PE(CT6:0M6:0)
5
%‘ 0.6 | 6
[
04 4 4
0z 4 2 A __._'_,___4——‘—'_"4
0 : r r : . 1] - ; - - - -
1] 100 200 300 400 500 EO0 a a0 100 150 200 250 300 350
Kalibrator [prmaliL] Falibrator [prmoliL]

Abbildung 5-3: Kalibrationsgeraden, welche die Linearitat der Photipid (PL)-Detektion zeigen (Mittelwerte
aus 3 Messungen; naftil3])

Um das Detektionslimit und das Quantifikationslifghgl. Limit of Detection/Quantification
LOD/LOQ) zu bestimmen, verwendeten wir ein von de6. Environmental Protection
Agency vorgeschlagenes Verfahren in zwei Schrifidd]. Der erste Schritt besteht in der
Bestimmung des instrumentellen DetektionslimitsL)iDder kleinsten Menge Analyt, die
zuverlassig durch das verwendete Instrument detektierden kann, und des instrumentellen
Quantifikationslimit (IQL), der kleinsten Menge Agg die zuverlassig durch das verwendete
Instrument quantifiziert werden kann. Mit Hilfe d&L-Werte werden dann MDL und MQL
(definiert als die kleinste Menge Analyt, die vedich in einer bestimmten Matrix

detektiert/quantifiziert werden kann) bestimmt.

Das IDL und IQL wurden durch Berechnung des RMSEn veieben 5-Punkt
Kalibrationskurven abgeschatzt (6-Punkt fur PTalelle 5-3). Zur Bestimmung des MDL
wurde zunéchst eine mit PL abgereicherte EDTA Pégmsobe hergestellt, die Konzentration
der Kalibratorspezies darin in den Bereich desfaehen des abgeschatzten IDL gebracht
und die Proben gemessen. Die mittlere gemesseneektration in 10 Blankproben mit
internem Standard wurde von der in den anderen éArofpemessenen Konzentration
abgezogen und die MDLs wurden berechnet wie obsohbbieben. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 5-3 aufgefihrt.
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Tabelle 5-3: Detektionslimits der 4 PL-Klassen in EDTA Plasmeisozur Ermittlung des

Detektionslimits verwendete Kalibratorkonzentratiorund Zwischenergebnisse

PC (14:0/14:0) SM (24:1) LPC (C16:0) PE (16:0/16:0)

[UM] [uM] [UM] [UM]
Konzentration
. 5,00; 2,50; 1,25;
der Kalibratoren 3,00; 1,50; 0,75; 3,00; 1,50; 0,75; 3,00; 1,50; 0,75;
_ 0,63; 0,31; 0,16;
zur Bestimmung 0 0,38;0,19; 0 0,38;0,19; 0 0,38; 0,19; 0
des IDL
IDL (SA) 0,64 (0,05) 0,32 (0,10) 1,26 (0,27) 1,05 (0,37)
Mittelwert (SA)
Plasmakonz. zur 2 67 (0,13) 1,72 (0,31) 5,95 (1,46) 3,95 (1,36)
Bestimmung des
LOD
LOD 0,37 0,86 4,02 3,75

IDL instrumentelle Detektionslimits; SA Standardaiethung; LOD (engl. Limit of

Detection) Detektionslimit

5.2.2 Wiederfindungsrate, Prazision und Stabilitat

Wiederfindungsexperimente wurden durch Spiken viasrRa-Pool-Proben mit Kalibratoren
durchgefihrt. Es wurden jeweils 40 uM und 100 uM(R&0), 5 uM und 10 uM PE (32:0),
50uM und 150 uM SM (24:1) und 50 uM LPC (16:0) eggben. Die mittlere
Wiederfindungsrate war 92% fur PC, 123% fur PE, 8864&M und 95% fir LPC.

Die Prazision der Methode wurde mit Hilfe von zw@ntrollmaterialien bestimmt, die in

jedem Run mitgemessen wurden, ein ,in House" EDT#sia Pool sowie ein kommerziell
erhaltliches Gemisch aus Soja-PL. Die intra unérirgssay Variationskoeffizienten (engl.
coefficients of variation CV) fur die einzelnen Mpezies sowie fur die Summen der
quantifizierten Spezies fir jede der PL-Klassens@ba&-PC, -PE, -LPC, -SM) sind Trabelle
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5-4 aufgefuhrt. Fur die Summen der PL in den einzelKkssen lagen die intra assay CVs
zwischen 3,1% und 8,5% und die inter assay CVscheis 7,9% und 14,2%. Intra und inter
assay CVs fur die einzelnen PL-Spezies lagen famatht PE-Spezies bis auf SM 23:2 unter
16% und unter 20% fur SM 23:2. Die inter assay @s PE-Spezies lagen nur fur die
Spezies PE 36:2, PE 38:4 und PE 38:6 unter 20%wuUtden allerdings alle ifabelle 5-4
aufgefuhrten PE-Spezies zur Bildung des Werts @esamt-PE“ summiert.

PL in bei -70°C gelagerten Plasmaproben waren rsiede fir einen Zeitraum von 4
Monaten stabil. Weiterhin zeigten sie keine nennenten Veranderungen tber 4 Zyklen des
Auftauens und Wiedereinfrierens.
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Tabelle 5-4: Quantifizierte PL-Spezies; inter und intra ass&yiPlasma Pool und Soja
PL Mix (inter assay CV, n = 11)

Intra Inter ,Lnst;zy ;r;t;rly Intra Inter ;nst;gy ;r;t;rly
assay  assay cV cV assay  assay cV cV
cv cv Soja Soja cv cv Soja Soja
EDTA EDTA PL PL EDTA EDTA PL PL
Plas- Plas- 1.5mg/ 3 mg/ Plas- Plas- 1.5mg/ 3 mg/
ma ma mi ml ma ma mi ml
R R N ) I
PC 32:1 6,0 13,0 SM 14:0 8,5 8,4
PC 34:1 3,7 9,3 4,9 11,9 SM 16:0 7,2 9,1
PC 34:2 4,0 7,5 3,6 8,7 SM 16:1 8,5 9,8
PC 34:3 6,7 16,3 6,5 9,3 SM 18:0 6,8 10,3
PC 36:2 4,0 9,4 3,4 SM 18:1 10,8 12,3
PC 36:3 3,7 6,0 4,9 6,4 SM 20:0 4,9 10,8
PC 36:4 3,3 7,2 2,3 9,1 SM 22:0 6,6 8,3
PC 36:5 7,3 11,0 3,2 7,5 SM 22:1 7,9 6,6
PC 38:3 4,3 12,8 9,4 SM 23:0 54 10,1
PC 38:4 4,0 7,1 SM 23:1 22,8 7,4
PC 38:5 6,1 6,9 SM 23:2 11,2 19,6
PC 38:6 49 7,8 SM 24:0 7,3 9,8
Ges. PC 3,5 13,0 3,1 7.9 SM 24:1 6,1 10,8
SM 24:2 4,6 9,8
Ges. SM 6,3 7.9
PE 34:1 20,1 37,7 10,3 17,2
PE 34:2 27,7 32,2 6,6 16,5
PE 36:2 17,0 11,2 11,3 21,5 LPC 16:0 50 10,4 51 15,9
PE 36:3 15,7 43,2 12,3 12,2 LPC 18:0 6,0 7.9 51 11,4
PE 36:4 15,9 26,1 9,5 19,0 LPC18:1 7,5 10,5 5,7 10,3
PE 38:4 16,1 15,2 LPC 18:2 13,8 9,2 6,1 12,1
PE 38:5 13,8 32,2 LPC 20:4 9,8 15,0
PE 38:6 10,5 19,8 Ges. LPC 6,1 8,8 4,9 12,5
PE 40:5 20,7 34,6
Ges. PE 6,1 13,9 8,5 14,2

Nur Soja-PL-Spezies mit Konzentrationen >4,5 uMl sinfgefihrt
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5.2.3 Vergleich mit anderen Methoden zur PL-Quantif izierung

Die zur Phospholipidquantifizierung verwendete UPMG-Methode zeigte bei der Analyse
des Blutplasmas 65 gesunder Testpersonen (21 MaAlier 50-86 Jahre) Ergebnisse, die
mit denen aus vorherigen Arbeiten vergleichbar wasewohl fur die relative Konzentration
der Lipidspezies innerhalb der PL-KlasseAbljildung 5-4 A) als auch fiur die
Gesamtkonzentration der PL-Klassen relativ zueiean@bbildung 5-4 C). Auch die
relativen Konzentrationen der PC-Spezies in Sajansten weitgehend mit den von Le
Grandois et al. [115] ermittelten tGberein.

Die Ergebnisse waren unter anderem mit denen velpidch et al. [111] vergleichbar, welche
mehr Lipidstandards verwendeten. Dies ist besonuemgorzuheben, weil bereits Brigger et
al. [108] und Koivusalo et al. [109] zeigten, dass der Quantifizierung von PL mit ESI-MS
die gemessene Signalstarke nicht nur von der Kdreteon der PL, sondern auch von der
Kettenlange und dem Sattigungsgrad der untersucl8pezies abhéngen und daher
empfahlen, mdglichst viele Standards zu verwenden.

Die Parameter der Validierung waren ebenfalls reit flir andere validierte Methoden zur
Quantifizierung einzelner PL-Spezies in Blutpladmeaichteten vergleichbar. Zu nennen sind
hier Pang et al. [42], die ,ion trap” und ,time fifht* MS (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) benutzten, Liebisch et al. [111], die g@uattro Ultima“ ,quadrupole MS*
(Micromass, Manchester, UK) verwendeten und Hu let[10], die ein ,trap-Fourier-
transform ion cyclotron resonance MS* (Thermo FisBan Jose, CA) benutzten.
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Spendern und in Soja. Vergleich der Ergebnissevddregenden Arbeit [113] mit Ergebnissen von
Pacetti et al. [116], Schwarz et al. [117], Le Gais et al. [115] und Liebisch et al. [111,112]

arelative Menge der einzelnen PL-Spezies innertatiPL-Klassen

b Gesamt-PC, -PE, -SM, -LPC , bestimmt Uber Phosphsay durch Schwarz et al. oder berechnet al
Summe der Konzentrationen der einzelnen SpezieeimPL-Klassen bei der vorgestellten Methode
und bei Liebisch et al. [4,5]
c relative Konzentration der PL-Klassen bezogenPduges.

d relative Konzentration der PC-Spezies in Soja
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5.3 Plasma-Phospholipide bei Diabetespatienten und scheinbar
gesunden Nichtdiabetikern

Bei 92 Diabetikern und 69 Kontrollen wurden die dP@-PL sowie andere Blutwerte
ermittelt und zwischen den Gruppen verglich@rabelle 5-5, Tabelle 5-6). Das Alter
unterschied sich nicht signifikant zwischen dendbei Gruppen und auch der Anteil der
Geschlechter war sehr ahnlich. Von denTabelle 5-5 aufgefihrten Glykierungsmarkern
wurden Ethylcarboxylysin und fur Lysin korrigiertBshylcarboxylysin bei Diabetespatienten
in signifikant h6herer Konzentration detektiert.

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe waren bei Digdgpatienten die Konzentrationen von
LPC und SM signifikant geringer. Bei SM war der Nsdder Konzentration aller Spezies
und der Median des Gesamt-SM signifikant reduziget.LPC waren die Konzentration aller
Spezies bis auf LPC 20:4 sowie die Konzentratioa @esamt-SM signifikant niedriger.
Weiterhin war die Konzentration der Spezies PC 34eB Diabetespatienten signifikant
kleiner. Diese Anderungen sindAbbildung 5-5und

Abbildung 5-6 noch einmal verdeutlicht.
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Tabelle 5-5: Plasma-Phospholipide und andere Blutwerte bei Diabetes mellitus Typ 2 Patienten und

Kontrollen

Scheinbar gesunde Diabetespatienten P-Wert *

Nichtdiabetiker

N = 69 (49 Frauen) 92 (52 Frauen)
Alter [Jahre] 65 (53-75) 66 (54-81) 0,263
Body mass index 26,5 (21,9-30,6) 28,7 (23,5-35,8) < 0,001
[kg/m2]
Kreatinin [mg/dl] 0,80 (0,70-1,00) 0,89 (0,63-1,30) 0,169
Glukose [mg/dl] 101 (87,7-115) 139 (107-188) < 0,001
HbA 1. % 5,4 (4,9-6,2) 6,7 (5,7-8,6) < 0,001
Cholesterin [mg/dl] 219 (177-270) 186 (146-253) < 0,001
Triglyceride [mg/dI] 106 (70-188) 146 (77-289) 0,001
LDL-Cholesterin 144 (100-185) 109 (65-76) < 0,001
[mg/di]
HDL-Cholesterin 64,0 (41,3-89,0) 51,5 (36,9-76,4) 0,002
[mg/dl]
Phospholipide [uM]
Gesamt-PL 2626 (2165-3204) 2493 (2040-3061) 0,117
Gesamt-PC 1949 (1587-2496) 1939 (1534-2489) 0,937
Gesamt-LPC 162 (106-228) 139 (97-190) 0,003
Gesamt-PE 28,3 (13,6-57,3) 32,2 (14,5-54,5) 0,201
Gesamt-SM 449 (372-545) 386 (284-491) < 0,001
Folat [ng/ml] 12,1 (7,2-22,1) 13,0 (6,4-23,6) 0,518
Vitamin B12 [pg/ml] 375 (215-599) 386 (206-584) 0,835
MMA [nM] 206 (126-346) 250 (150-522) 0,018
HoloTC [pmol/L] 53,0 (32,0-97,0) 62,3 (33,0-120,8) 0,080
25-Hydroxy-Vitamin D 17,0 (8,4-36,1) 15,2 (8,0-32,0) 0,630
[ng/mL]
Carboxymethyllysin [nM] 3230 (2652-3923) 3206 (2505-4392) 0,968
Ethylcarboxylysin [nM] 1303 (874-2150) 1734 (980-2715) < 0,001
Homocysteine [uM] 14,3 (9,1-19,8) 13,2 (8,8-22,4) 0,954
Cystathionin [nM] 245 (132-670) 287 (157-653) 0,255
Cholin [pM] 10,0 (6,7-15,1) 10,9 (7,5-15,7) 0,076
Betain [uM] 34,4 (21,4-47,2) 33,8 (21,5-49,3) 0,851
SAH [nM] 11,8 (8,4-26,5) 15,2 (10,0-30,6) < 0,001
SAM [nM] 111 (92-149) 130 (95-184) < 0,001
Verhaltnis SAM/SAH 9,1 (6,2-12,2) 8,2 (5,2-11,4) 0,006

Ohne Betrachtung des Einflusses von Statinen oder Metformin
Daten sind:Median (10 — 90 Percentile)

% nach Mann-Whitney-Test
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Tabelle 5-6: Phospholipidspezies bei Diabetes mellitus Typ tieR&en und Kontrollen

Scheinbar gesunde Diabetespatienten P-Werf
Nichtdiabetiker
N = 69 92
Phospholipide [uM]

PC 32:1 20,9 (12,1-44,2) 20,3 (11,4-35,6) 0,486
PC 34:1 302 (234-398) 301 (217-457) 0,806
PC 34:2 564 (403-744) 560 (438-696) 0,592
PC 34:3 22,2 (14,0-33,3) 19,6 (12,7-28,4) 0,027
PC 36:2 276 (178-367) 263 (202-350) 0,463
PC 36:3 170 (140-232) 167 (127-219) 0,348
PC 36:4 205 (162-305) 209 (149-314) 0,946
PC 36:5 33,6 (17,9-52,0) 26,7 (18,5-47,6) 0,076
PC 38:3 45,9 (33,9-72,5) 49,4 (30,9-78,3) 0,867
PC 38:4 123 (97-170) 132 (88-203) 0,216
PC 38:5 78,8 (57,9-107,4) 75,9 (56,2-105,7) 0,568
PC 38:6 84,2 (55,5-129,4) 82,7 (57,5-117,2) 0,657
LPC 16:0 92,3 (58,5-131,2) 76,5 (56,4-110,8) 0,003
LPC 18:0 24,6 (16,7-36,9) 20,2 (13,4-31,2) 0,002
LPC 18:1 18,1 (11,8-24,2) 14,9 (10,3-22,4) 0,008
LPC 18:2 21,8 (11,8-32,7) 19,3 (11,5-27,3) 0,045
LPC 20:4 5,10 (3,28-7,65) 4,74 (2,69-7,34) 0,136
PE 34:1 2,38 (0,76-5,03) 2,93 (1,07-5,45) 0,086
PE 34:2 1,97 (0,47-5,91) 2,30 (0,81-4,23) 0,257
PE 36:2 6,23 (2,76-16,64) 7,35 (2,62-13,32) 0,219
PE 36:3 2,12 (0,68-4,80) 2,48 (0,83-5,18) 0,167
PE 36:4 2,73 (1,01-4,89) 2,92 (1,05-5,33) 0,150
PE 38:4 2,81 (1,21-6,31) 4,05 (1,54-6,42) 0,148
PE 38:5 3,01 (1,31-7,21) 3,33 (1,50-5,86) 0,299
PE 38:6 4,04 (1,93-8,70) 3,89 (1,84-9,91) 0,764
PE 40:5 1,39 (0,38-3,03) 1,29 (0,34-3,60) 0,715
SM 14:0 13,4 (9,7-18,6) 11,2 (7,6-15,1) < 0,001
SM 16:0 131 (112-170) 116 (84-148) < 0,001
SM 16:1 16,1 (11,5-21,6) 14,3 (10,4-18,8) < 0,001
SM 18:0 36,5 (25,1-46,8) 30,5 (21,3-39,4) < 0,001
SM 18:1 13,9 (10,2-18,4) 12,0 (7,9-17,1) 0,001
SM 20:0 18,7 (13,2-25,4) 16,0 (10,7-20,6) < 0,001
SM 22:0 31,3 (24,2-43,1) 27,7 (18,7-36,5) 0,001
SM 22:1 26,0 (19,6-34,3) 22,4 (16,0-28,7) < 0,001
SM 23:0 15,6 (11,8-22,8) 13,3 (9,5-18,8) < 0,001
SM 23:1 16,1 (11,7-22,1) 13,2 (9,1-18,9) < 0,001
SM 23:2 10,6 (7,8-14,5) 9,95 (6,35-12,28) 0,017
SM 24:0 19,3 (15,1-28,5) 16,9 (11,7-22,7) < 0,001
SM 24:1 71,3 (56,3-90,1) 57,9 (44,3-80,9) < 0,001
SM 24:2 22,2 (15,4-31,2) 17,2 (11,3-26,8) < 0,001

Ohne Betrachtung des Einflusses von Statinen oafokinin
Daten sind:Median (10 — 90 Percentile)
% nach Mann-Whitney-Test
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Abbildung 5-5: Mittelwerte der Differenz der Konzentrationen \afriedener SM- und LPC-
Spezies [LM] bei 92 Diabetikern im Vergleich mit &&heinbar gesunden Kontrollen
* Mittelwerte signifikant verschieden (p<0,05)
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Abbildung 5-6: Sphingomyelinkonzentration bei scheinbar gesundemtidllen und
Diabetikern;?nach Mann-Whitney-Test
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Einfluss von Metformin und Statinen auf die Pladdmmzentration der Phospholipide bei
Diabetikern

Das Kollektiv der untersuchten Diabetespatientend&einmal in mit Metformin behandelte
und in nicht mit Metformin behandelte Probanden amnal in mit Statin behandelte und in
nicht mit Statin behandelte Probanden aufgeteditwirde jeweils die Gruppe der Probanden,
die das Medikament einnahmen, mit den restlichebddrden verglichen. Um den Effekt der
Medikamente einzeln beobachten zu kdnnen, wurdediéliAnalyse der Werte von Patienten
mit bzw. ohne Metformin-Behandlung alle Probandesgeklammert, die Statine erhalten
hatten. Umgekehrt wurden beim Vergleich der mittiBéa behandelten Patienten mit den
nicht mit Statinen behandelten Patienten die Werte Probanden, die Metformin
einnahmen, nicht bertcksichtigt.

In Bezug auf ihren BMI, die Dauer ihrer Erkrankumgd ihre Blutwerte flr GlukoseibA,.,
Kreatinin, Triglyceride, Gesamtcholesterin, LDL-Gésterin oder HDL-Cholesterin
unterschieden sich die mit Metformin behandelteabtespatienten nicht signifikant von den
anderen Diabetikern. Allerdings waren die mit Mati;n behandelten signifikant jinger
(Tabelle 5-7).

Eine Behandlung mit Metformin war mit einer Erhégutes Verhaltnisses von SAM zu SAH
assoziiert und die Konzentration der GlykierungsteaiCarboxymethyllysin sowie des fir
Lysin korrigierten Carboxymethyllysinrvar bei mit Metformin behandelten Patienten
signifikant geringer. Auch die Konzentration vortafin B12 und MMA war bei Probanden
mit Metformin-Behandlung signifikant geringer. Imirfdlick auf die PL war die
Konzentration von Gesamt-LPC und von Gesamt-PEfiignt geringer Tabelle 5-7). Bei
den einzelnen PL-Spezies war diese Verringerung dllen LPC- und PE-Spezies zu
beobachten. Sie war allerdings nur fir LPC 16:0 LiR@ 18:0 sowie fur 5 PE-Spezies (34:2,
26:2, 36:4, 38:4, 38:5) signifikaniT¢belle 5-8)
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Tabelle 5-7: Phospholipidkonzentrationen und andere Studienpateanm Plasma von mit
Metformin behandelten Diabetes mellitus Typ 2 Raé&ie und nicht mit Metformin

behandelten Diabetikern

Metformin-Behandlung

Nein Ja P-Wert @

N = 21 25

Alter (Jahre) 76 (84-46) 64 (75-56) 0,031
Body-Mass-Index [kg/m?] 27,3 (23,1-33,6) 30,8 (22,9-37,3) 0,062
Kreatinin [mg/dI] 0,90 (0,62-1,48) 0,80 (0,51-1,09) 0,077
Glukose [mg/dI] 130 (112-147)° 141 (106-212) 0,485
HbA;. % 7,30 (5,47-9,76) 6,60 (5,90-8,60) 0,260
Cholesterin [mg/dl] 217 (140-282) 199 (157-257) 0,533
Triglyceride [mg/dl] 146 (54-194) 133 (52-228) 0,796
LDL-Cholesterin [mg/dl] 149 (76-192) 122 (71-176) 0,576
HDL-Cholesterin [mg/dl] 60,0 (37,4-90,4) 51,0 (39,0-92,0) 0,343
Phospholipide [uM]

Gesamt-PL 2591 (2061-3305) 2510 (1936-3054) 0,221
Gesamt-PC 1991 (1519-2618) 1951 (1432-2365) 0,205
Gesamt-LPC 157 (101-209) 123 (99-184) 0,012
Gesamt-PE 35,4 (20,7-66,3) 24,9 (8,1-40,3) 0,004
Gesamt-SM 415 (325-497) 415 (320-512) 0,869
Folat [ng/ml] 11,3 (6,7-15,9) ° 10,3 (5,9-23,5) 0,680
B12 [pg/ml] 446 (346-759) 346 (243-470) 0,003
MMA [nM] 246 (181-607) 201 (148-296) 0,047
HoloTC [pmol/L] 19 (8-41) 56 (30-101) 0,069
25-Hydroxy-Vitamin D [ng/mL] 18,5 (9,6-46,3) 15,6 (6,5-29,2) 0,380
Carboxymethyllysin [nM] 3602 (2884-4829) 3199 (2534-4072) 0,011
Ethylcarboxylysin [nM] 1676 (846-2315) 1582 (1005-2525) 0,766
Homocystein [uM] 12,2 (8,9-24,0) 12,2 (7,4-20,2) 0,733
Cystathionin [mg/dI] 296 (126-1079) 285 (152-633) 0,530
Cholin [uM] 11,1 (7,5-16,5) 9,8 (7,4-14,8) 0,378
Betain [uM] 36,3 (21,5-71,2) 33,3 (24,7-51,0) 0,574
SAH [nM] 18,9 (9,6-46,3) 14,2 (9,7-24,6) 0,062
SAM [nM] 126 (92-194) 120 (94-172) 0,447
Verhaltnis SAM/SAH 7,03 (3,82-10,18) 9,06 (6,45-11,95) 0,022

Daten sind: Median (10 — 90 Percentile)

Mit Statinen behandelte Patienten sind aus der Betrachtung ausgeschlossen.
Methylierte PL (Summe aus Gesamt-PC, -LPC, -SM)

2 hach Mann-Whitney-Test; ®nach T-Test; © 10-75 Percentile
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Tabelle 5-8: Phospholipidspezies im Plasma von mit Metformin dvetelten Diabetes
mellitus Typ 2 Patienten und nicht mit Metformirhb@delten Diabetikern

Metformin-Behandlung P-Wert 2
Nein Ja
N = 21 25
Phospholipide [uM]

PC 32:1 22,5 (11,4-53,5) 18,8 (10,0-32,9) 0,749
PC 34:1 292 (247-546) 293 (199-392) 0,349
PC 34:2 603 (408-836) 564 (461-677) 0,080
PC 34:3 20,4 (13,6-40,8) 19,4 (12,0-26,2) 0,131
PC 36:2 289 (174-470) 267 (215-344) 0,197
PC 36:3 173 (131-252) 171 (123-215) 0,213
PC 36:4 200 (151-273) 209 (135-295) 0,956
PC 36:5 24,9 (16,0-66,7) 28,3 (16,9-49,6) 0,635
PC 38:3 52,7 (29,2-112,0) 46,1 (30,8-72,3) 0,349
PC 38:4 125 (84-189) 123 (84-191) 0,651
PC 38:5 76 (59-106) 78 (49-97) 0,447
PC 38:6 90 (50-126) 82 (64-131) 0,974
LPC 16:0 92 (59-122) 71 (58-110) 0,012
LPC 18:0 24,3 (15,3-40,3) 18,3 (12,6-29,6) 0,024
LPC 18:1 16,9 (10,5-22,5) 13,1 (10,2-22,7) 0,069
LPC 18:2 22,0 (11,0-32,2) 19,1 (12,3-27,0) 0,087
LPC 20:4 4,32 (1,45-6,59) 4,03 (2,65-6,31) 0,974
PE 34:1 2,92 (1,20-7,61) 2,78 (0,65-3,96) 0,295
PE 34:2 2,59 (1,56-5,94) 1,64 (0,56-4,13) 0,005
PE 36:2 7,6 (2,9-23,3) 5,8 (2,8-12,4) 0,028
PE 36:3 2,98 (0,98-5,59) 2,08 (0,51-3,65) 0,067
PE 36:4 3,87 (1,54-5,01) 2,41 (0,61-4,42) 0,002
PE 38:4 4,22 (1,76-6,25) 2,71 (0,90-4,67) 0,010
PE 385 3,54 (1,77-6,26) 2,50 (0,78-4,58) 0,005
PE 38:6 3,84 (1,61-9,98) 3,06 (1,38-7,13) 0,143
PE 40:5 1,35 (0,50-3,96) 1,02 (0,07-2,58) 0,305
SM 14:0 13,4 (7,5-17,0) 11,3 (8,2-15,8) 0,120
SM 16:0 128 (99-161) 126 (92-163) 0,589
SM 16:1 15,4 (12,0-18,4) 14,7 (10,8-19,5) 0,749
SM 18:0 31,7 (24,4-41,3) 33,0 (23,3-39,3) 0,886
SM 18:1 13,2 (9,6-17,3) 13,1 (8,8-17,6) 0,716
SM 20:0 17,3 (12,3-22,1) 17,2 (12,4-20,8) 0,667
SM 22:0 29,9 (19,7-36,0) 31,6 (22,2-41,2) 0,161
SM 22:1 23,8 (16,7-30,8) 23,8 (19,4-29,3) 0,667
SM 23:0 13,7 (10,2-20,1) 15,2 (10,8-20,1) 0,604
SM 23:1 15,5 (11,5-20,1) 13,8 (10,7-20,6) 0,295
SM 23:2 10,0 (7,0-14,8) 10,9 (7,6-13,0) 0,396
SM 24:0 17,5 (11,3-23,3) 18,3 (13,0-27,6) 0,372
SM 24:1 66,6 (53,3-80,4) 62,1(45,1-88,4) 0,956
SM 24:2 20,4 (16,2-28,2) 17,8 (10,4-28,9) 0,072

Daten sind: Median (10 — 90 Percentile)

Mit Statinen behandelte Patienten sind aus deaBletning ausgeschlossen.

% nach Mann-Whitney-Test
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Die mit Statin behandelten Patienten unterschiedgh in Alter, BMI, Plasma-
Glukosekonzentration und in ihren Lipoprotein-Paggam nicht signifikant von den nicht
mit Statinen behandelten Patientdraljelle 5-9). Wie in Tabelle 5-9 weiterhin aufgefihrt,
war bei Behandlung mit Statinen die Konzentrati@s 6Gesamt-LPC und des Gesamt-SM
signifikant erhodht. Die Verringerung war ebenfallei allen einzeln untersuchten LPC-
Spezies bis auf LPC 20:4 zu beobachten und aucall&iuntersuchten LPC-Spezies bis auf
LPC 20:4 signifikant. Bei allen untersuchten SM-8ps war der Median der Plasma-
Konzentration in der Gruppe der mit Statinen belkfed Diabetiker geringer. Das
Signifikanzniveau von p<0,05 wurde allerdings niwr$M 14:0, SM 16:0, SM 18:1, SM 20:0
sowie SM 23:1 erreichif@belle 5-10).
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Tabelle 5-9: Phospholipidkonzentrationen und andere Studienpatiexr bei mit Statin
behandelten Diabetes mellitus Typ 2 Patienten uctdt mit Statin behandelten

Diabetespatienten

Statin-Behandlund’

Nein Ja P-Wert ?

N = 21 22

Alter (Jahre) 72,0 (46,0-82,0) 65,5 (57,3-75,4) 0,050
Body-Mass-Index [kg/m?] 27,3 (23,1-33,6) 28,6 (21,0-35,8) 0,319
Kreatinin [mg/dI] 0,9 (0,6-1,5) 1,0 (0,7-2,0) 0,804
Glukose [mg/dl] 130 (112-147 °) 125 (93-227) 0,928
HbA; % 7,30 (5,47-9,76) 6,45 (5,55-8,65) 0,395
Cholesterin [mg/dl] 217 (140-282) 181 (125-231) 0,052
Triglyceride [mg/dI] 146 (54-194) 154 (64-384) 0,273
LDL-Cholesterin [mg/dl] 149 (76-192) 103 (41-164) 0,124
HDL-Cholesterin [mg/dl] 60,0 (37,4-90,4) 49,0 (36,3-87,0) 0,254
Phospholipide [uM]

Gesamt-PL 2543 (2081-3298) 2493 (1948-3354) 0,333
Gesamt-PC 1978 (1533-2608) 1990 (1478-2694) 0,495
Gesamt-LPC 155 (103-208) 129 (95-185) 0,003
Gesamt-PE 34,6 (21,0-65,1) 37,3 (8,2-67,1) 0,792
Gesamt-SM 414 (324-493) 351 (273-488) 0,029
Folate [pg/ml] 11,3 (6,7-15,9) ° 12,2 (4,4-24,9) 0,583
B12 [pg/ml] 446 (346-759) 400 (219-609) 0,136
MMA [nM] 246 (181-607) 297 (138-549) 0,716
Holo TC [pmol/L] 75 (46-259) 79 (33-169) 0,980
25-Hydroxy-Vitamin D [pg/ml] 18,5 (8,4-14,6) 17,4 (7,7-40,6) 1,000
Carboxymethyllysin [nM] 3602 (2884-4829) 3424 (2451-4462) 0,134
Ethylcarboxylysin [nM] 1676 (846-2315) 1822 (818-3168) 0,606
Homocystein [uM] 12,2 (8,9-24,0) 14,1 (9,3-26,8) 0,206
Cystathionin [mg/dl] 296 (126-1079) 252 (127-947) 0,741
Cholin [uM] 11,1 (7,5-16,5) 12,0 (8,2-17,0) 0,688
Betain [uM] 36,3 (21,5-71,2) 33,8 (19,4-47,0) 0,627
SAM [nM] 126 (92-194) 141 (90-236) 0,468
SAH [nM] 18,9 (9,6-46,3) 17,3 (9,5-44,6) 0,947
Verhéltnis SAM/SAH 7,0 (3,8-10,2) 8,1 (4,7-10,4) 0,395

Daten sind: Median (10 — 90 Percentile)

Mit Metformin behandelte Patienten sind aus der Betrachtung ausgeschlossen.
Methylierte PL (Summe aus Gesamt-PC,-LPC, -SM)
#nach Mann-Whitney-Test; ® 10-75 Percentile
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Tabelle 5-1C: Phospholipidspezies im Plasma von mit Statin beéblsen Diabetespatienten
und nicht mit Statin behandelten Diabetespatienten

Statin-Behandlung P-Wert @
Nein Ja
Phospholipide [uM]

PC 32:1 22,5 (11,7-50,1) 17,8 (9,8-54,9) 0,538
PC 34:1 299 (247-528) 301 (206-555) 0,809
PC 34:2 599 (422-827) 535 (358-702) 0,020
PC 34:3 20,4 (13,6-39,7) 17,6 (10,4-29,7) 0,041
PC 36:2 286 (178-462) 239 (175-363) 0,059
PC 36:3 172 (132-250) 168 (122-235) 0,344
PC 36:4 199 (152-272) 216 (156-362) 0,153
PC 36:5 25,2 (16,0-63,8) 28,4 (14,1-58,2) 0,344
PC 38:3 53 (30-110) 50 (27-74) 0,281
PC 38:4 127 (84-189) 143 (97-233) 0,262
PC 38:5 79 (59-106) 74 (51-111) 0,982
PC 38:6 90 (50-126) 86 (50-124) 0,930
LPC 16:0 92 (59-122) 73 (50-103) 0,011
LPC 18:0 24,3 (15,6-39,9) 19,9 (12,8-30,4) 0,006
LPC 18:1 17,1 (10,7-22,4) 13,5 (10,9-21,5) 0,029
LPC 18:2 21,8 (11,4-31,5) 16,1 (10,7-26,6) 0,016
LPC 20:4 4,33 (1,48-6,52) 5,00 (2,42-8,11) 0,113
PE 34:1 2,93 (1,23-7,26) 3,18 (0,64-6,44) 0,538
PE 34:2 2,57 (1,59-5,89) 3,33 (0,44-6,08) 0,775
PE 36:2 7,7 (3,2-22,9) 7,6 (1,5-15,9) 0,692
PE 36:3 2,94 (1,05-5,58) 2,54 (0,31-6,23) 0,441
PE 36:4 3,78 (1,64-4,98) 3,78 (0,61-6,90) 0,895
PE 38:4 4,05 (1,82-6,19) 4,55 (1,24-6,93) 0,344
PE 385 3,35 (1,85-6,17) 3,94 (1,62-6,93) 0,644
PE 38:6 3,70 (1,64-9,91) 6,34 (1,46-11,69) 0,429
PE 40:5 1,39 (0,50-3,87) 1,86 (0,26-4,43) 0,613
SM 14:0 13,4 (7,9-16,9) 10,0 (6,8-14,3) 0,005
SM 16:0 128 (99-160) 105 (74-146) 0,031
SM 16:1 15,1 (12,0-18,3) 12,7 (8,9-18,7) 0,090
SM 18:0 31,6 (24,5-41,3) 26,5 (18,1-40,6) 0,086
SM 18:1 13,4 (9,8-17,4) 10,8 (7,5-16,3) 0,022
SM 20:0 17,4 (12,5-22,1) 14,5 (11,0-18,2) 0,009
SM 22:0 28,6 (19,7-35,8) 26,7 (13,9-33,7) 0,660
SM 22:1 23,8 (16,8-30,5) 20,9 (12,6-30,2) 0,050
SM 23:0 13,3 (10,3-20,0) 12,6 (7,4-16,7) 0,253
SM 23:1 15,1 (11,5-20,1) 11,2 (7,7-19,2) 0,016
SM 23:2 10,0 (7,0-14,5) 9,2 (6,2-13,3) 0,391
SM 24:0 17,2 (10,4-23,2) 15,9 (10,2-21,1) 0,322
SM 24:1 65,8 (51,0-79,8) 57,2 (43,7-83,6) 0,218
SM 24:2 20,2 (15,4-28,0) 16,9 (11,4-30,2) 0,035

Daten sind: Median (10 — 90 Percentile)

Mit Metformin behandelte Patienten sind aus derd&#ttung ausgeschlossen.

& nach Mann-Whitney-Test, 10-75 Percentile
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Die Gruppen der ausschlie3lich mit Metformin odé¢ati®@ behandelten Patienten wurden
miteinander und mit der Gruppe der mit beiden Madiknten behandelten Patienten sowie
mit der Gruppe, die weder Statin noch Metforminabeeicht bekam, verglicheilfbildung

5-7, Abbildung 5-8). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppestdnden in der
Konzentration des LDL-Cholesterins sowie in der Kemtration der PL-Klassen LPC und
SM. Die Konzentration des LDL-Cholesterins sowie ddonzentration des Gesamt-SM
waren bei mit beiden Medikamenten behandelten Diedra signifikant geringer als bei nur
mit Metformin oder mit keinem der beiden Medikaneebehandelten Patienten. Die LPC-
Konzentration war bei Patienten, die Statine genemimatten, signifikant geringer als bei

Patienten, die kein Statin und auch kein Metforbekamen.
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Abbildung 5-7: Einfluss einer Behandlung mitMetformin und Statin auf die
Lipidkonzentrationen im EDTA-Plasma von Diabetikern

Werte sind Mittelwert (Standardabweichung); sidaifite Unterschiede zwischen den
Gruppen sind mit P-Wert angegeben; N zwischen Hl19nProbanden.

58



000 1 Gesamt-PC [uM]

2000 A
1000 A

Gesamt-LPC [uM]

p = 0,036

[ 1
200 A
100 4 | |
0

Gesamt-SM [uM]

p = 0,009

[ 1
p=0,016
[

1
400 A1
200 4
0

Gesamt-PE [uM]

600 1

60 o

40 A

20 A

0

Behandlung mit:

Statin + + - -

Metformin 4 - + -
Abbildung 5-8: Einfluss einer Behandlung mitMetformin und Statin auf die
Phospholipidkonzentration im EDTA-Plasma von Diétsnh

Werte sind Mittelwert (Standardabweichung); sidgaifte Unterschiede zwischen den
Gruppen sind mit P-Wert angegeben; N zwischen 2125nProbanden.
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Variablen, welche die Variation der Gesamt-Phosgdiigholin-Konzentration bei
Diabetikern erklaren kbnnen

Mit ,multiple backward regression analysis* wurdesmusgehend von verschiedenen
Blutwerten die Parameter bestimmt, welche die iamader Konzentration der PL-Klassen
und der Gesamt-PL bei Diabetikern beschreiben lemnfur Erklarung der Variation der
PC-Konzentration waren dies die Konzentrationen @wlin, Gesamt-PE, HDL-C, SAH,
Cholesterin und Triglyceriden. Eine Erh6hung denkentration eines jeden dieser Faktoren,
bis auf SAH, war mit einer Erh6hung der PC-Konzatin assoziiert. Nur bei SAH ging eine
Konzentrationserhdhung mit einer Verringerung deé2-Kdnzentration einher. Die zur
Berechnung verwendeten Variablen sowie die Ergsebnssnd inTabelle 5-11 aufgefiuhrt.
Die Variation der PE-Konzentration war hauptsad¢hldurch Cholin, Hcy, das Alter der
Probanden und durch die Konzentration von SAM, @¢44C, Cholesterin und Gesamt-PC
zu erklaren. Cholin, das Alter der Diabetespatiensewie die Cholesterinkonzentration
hatten in dem zur Beschreibung der Variation derkKBRzentration berechneten Modell
einen negativen EinflussTébelle 5-12). Cholin, Gesamt-PE, HDL-C, Betain, Cholesterin,
Gesamt-SM und Triglyceride waren die starksten Datganten der Konzentration des LPC.
Betain, Gesamt-SM und die Triglyceridkonzentratvearen mit einer Verringerung der PE-
Konzentration assoziierT&belle 5-13). Als Parameter mit einem signifikanten Einflusg a
die Variation der SM-Konzentration wurden nur HDLuGd Cholesterin mit einem positiven
Einfluss und Gesamt-LPC mit einem negativen Eisfliesmittelt Tabelle 5-14). Die
Variation der Gesamt-PL-Konzentration konnte mitfedvon HDL-C, Cholesterin, Betain
und Triglyceriden beschrieben werden. Von diesesbbangigen Variablen war nur Betain

mit einer Reduktion der abhangigen Variabel ased#ilabelle 5-15).

Tabelle 5-11: Variablen, welche die Variation d&esamt-PhosphatidylcholinKonzentration
bei Diabetikern (n=91) erklaren kbnnen

Unabhé&ngige Variabeln Unabhangige Variabeln Regressionskoeffizient P-Wert

ohne signifikanten mit signifikantem (Konfidenzintervall 95%)
Einfluss Einfluss

Hcy, Gesamt-LPC, Cholin 14,2 (-1,7 - 30,1) 0,080
Alter, Statin, Betain, Gesamt-PE 9,28 (5,60 — 12,95) < 0,001
SAM, Gesamt-SM HDL-C 6,70 (3,35 - 10,05) < 0,001

SAH -6,38 (-12,38 — -0,39) 0,037
Cholesterin 3,60 (2,59 — 4,61) < 0,001
Triglyceride 2,03 (1,12 — 2,95) < 0,001

Modell erstellt mit ,multiple backward regressiomadysis“; abhangige Variabel: Gesamt-
Phosphatidylcholin; R?2 = 0,813
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Tabelle 5-12: Variablen, welche die Variation deGesamt-Phosphatidylethanolamin
Konzentration bei Diabetikern (n=91) erklaren kémne

Unabhangige Variabeln Unabhangige Variabeln Regressionskoeffizient P-Wert

ohne signifikanten mit signifikantem (Konfidenzintervall 95%)
Einfluss Einfluss
Statin, Betain, Gesamt- Cholin -0,95 (-1,74 — -0,15) 0,020
SM, HDL-C, SAH, Hcy 0,421 (-0,053 - 0,896) 0,081
Triglyceride Alter -0,219 (-0,455 - 0,018) 0,069
SAM 0,144 (0,071 - 0,218) < 0,001
Gesamt-LPC 0,103 (0,041 - 0,165) 0,002
Cholesterin -0,095 (-0,164 — -0,026) 0,008
Gesamt-PC 0,029 (0,020 — 0,039) < 0,001

Modell erstellt mit ,multiple backward regressiomadysis“; abhangige Variabel: Gesamt-
Phosphatidylethanolamin; R2 = 0,746

Tabelle 5-13: Variablen, welche die Variation deGesamt-Lysophosphatidylcholin
Konzentration bei Diabetikern (n=91) erklaren kémne

Unabhé&ngige Variabeln Unabhangige Variabeln Regressionskoeffizient P-Wert

ohne signifikanten mit signifikantem (Konfidenzintervall 95%)
Einfluss Einfluss
Alter, Statin, Hcy, SAH, Cholin 5,02 (1,82 - 8,34) 0,003
SAM, Gesamt-PC Gesamt-PE 1,60 (0,82 — 2,37) < 0,001
HDL-C 0,858 (0,122 — 1,594) 0,023
Betain -0,836 (-1,808 — 0,137) 0,090
Cholesterin 0,398 (0,081 — 0,715) 0,015
Gesamt-SM -0,220 (-0,405 - -0,036) 0,020
Triglyceride -0,212 (-0,397 — -0,026) 0,026

Modell erstellt mit ,multiple backward regressiomadysis“; abhangige Variabel: Gesamt-
Lysophosphatidylcholin; R2 = 0,536

Tabelle 5-14: Variablen, welche die Variation d&esamt-SphingomyelinRKonzentration bei
Diabetikern (n=91) erklaren kbénnen

Unabhangige Variabeln Unabhangige Variabeln Regressionskoeffizient P-Wert

ohne signifikanten mit signifikantem (Konfidenzintervall 95%)
Einfluss Einfluss
Gesamt-PE, Cholin, HDL-C 1,91 (1,11 - 2,70) < 0,001
Alter, Statin, Betain, Cholesterin 1,37 (1,07 - 1,67) < 0,001
Hcy, SAH, Triglyceride, Gesamt-LPC -0,506 (-0,814 — -0,198) 0,002

SAM, Gesamt-PC

Modell erstellt mit ,multiple backward regressiomadysis“; abhangige Variabel: Gesamt-
Sphingomyelin; R2 = 0,851
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Tabelle 5-15: Variablen, welche die Variation d€&esamt-PhospholipidKonzentration bei
Diabetikern (n=91) erklaren kbénnen

Unabhangige Variabeln Unabhangige Variabeln Regressionskoeffizient P-Wert

ohne signifikanten mit signifikantem (Konfidenzintervall 95%)
Einfluss Einfluss
Folate, SAM, Alter, HDL-C 8,93 (4,33 — 13,52) < 0,001
Diabetes seit y Jahren, Cholesterin 6,35 (4,63 — 8,07) < 0,001
Statin, Vitamin B12, Betain -6,05 (-13,24 — 1,14) 0,097
Cholin, Hcy, SAH Triglyceride 2,88 (1,68 — 4,08) < 0,001

Modell erstellt mit ,multiple backward regressiomadysis“; abhangige Variabel: Gesamt-
Phospholipide; Rz = 0,742

Mehrere untersuchte PL-Spezies korrelierten mitsaldedenen Routinemarkern des
Lipoproteinstatus. Auch hier gab es Unterschiedés@wen den mit Statin und den mit
Metformin behandelten Diabetikern Tdbelle 5-16 Tabelle 5-17). In beiden
Behandlungsgruppen korrelierte ein groRer Teil datersuchten PC- und SM-Spezies
signifikant positiv mit der Gesamtcholesterinkorization sowie mit der Cholinkonzentration
in HDL und LDL. Dabei fallt auf, dass das HDL-Chsterin signifikant mit PC-Spezies
korrelierte, die kurzerkettige und weniger starlgesattigte FS enthalten (PC 32:1-PC36:2
bzw. PC 32:1-PC36:3 bei Metforminbehandlung).

Die gro3ten Unterschiede zwischen den Behandluogpgn konnten bei LPC und PE sowie
bei Triglyceriden beobachtet werden. So korrelretiei Probanden mit Statinbehandlung alle
untersuchten PE-Spezies signifikant positiv mit Deglyceridkonzentration, wahrend bei mit
Metformin behandelten Probanden diese Korrelationfir die Spezies PE 34:1 und PE 38:4
signifikant war. Eine signifikante positive Korrétan zwischen LPC 20:4 und Cholesterin
sowie eine signifikante positive Korrelation zwisch LPC 18:0 und 18:1 und HDL-
Cholesterin konnte nur bei Diabetikern mit Metfonimeéhandlung gezeigt werden. Eine
signifikante negative Korrelation zwischen den Spe&es SM 22:1, SM 23:1 und SM 24:1
und Triglyceriden lag ebenfalls nur in der Grupee ohit Metformin behandelten Diabetiker
vor.

Bei einem nicht mit Metformin oder Statin behanelelKollektiv 76 alterer Nicht-Diabetiker
waren die Ergebnisse ahnlich (Daten nicht gezéigt)ag ebenfalls eine signifikante positive
Korrelation zwischen einem Grol3teil der SM- und B&&zies mit Gesamtcholesterin sowie
HDL- und LDL-Cholesterin vor. Alle untersuchten Bpezies korrelierten signifikant positiv
mit Triglyceriden und wie in der Gruppe der Staiehandelten Diabetiker. Mehrere LPC-

Spezies (16:0, 18:0, 18:1, 18:2) korrelierten gilgant positiv mit HDL-Cholesterin, ahnlich
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wie in der Gruppe der Diabetiker mit Metformin-Bekdéung. Eine signifikante negative
Korrelation zwischen Triglyceriden und SM, wie $ei den mit Metformin behandelten
Diabetespatienten beobachtet werden konnte, latepinGruppe der Nichtdiabetiker nur fur
SM 23:1 vor.

Tabelle 5-16: Korrelationen zwischen PL-Spezies und anderengtien bei mit Metformin
behandelten Diabetikern

Cholesterin Triglyceride LDL-Cholesterin HDL-Cholesterin
PC 32:1 0,509 0,450 0,365
PC 34:1 0,558 0,441 0,390
PC 34:2 0,480 0,469
PC 34:3 0,404
PC 36:2 0,479
PC 36:3 0,544 0,381 0,406
PC 36:4 0,541 0,526 0,395
PC 36:5 0,683 0,639
PC 38:3 0,520 0,485
PC 38:4 0,592 0,423 0,465
PC 38:5 0,631 0,401 0,481
PC 38:6 0,480 0,392
LPC 18:0 0,357
LPC 18:1 0,446
LPC 20:4 0,371
PE 34:1 0,400
PE 38:4 0,496
PE 38:5 0,392
SM 14:0 0,619 0,461 0,449
SM 16:0 0,583 0,497 0,473
SM 16:1 0,630 0,474 0,567
SM 18:0 0,415 0,356
SM 18:1 0,500
SM 20:0 0,602 0,530
SM 22:0 0,643 0,637
SM 22:1 0,547 -0,355 0,435
SM 23:0 0,606 0,585
SM 23:1 -0,645 0,705
SM 23:2 -0,366
SM 24:0 0,568 0,551 0,408
SM 24:1 0,518 0,477 0,476
SM 24:2 -0,438 0,376 0,514

Angegeben sind nur nach Spearman-Rho-Test signiBk@<0,05) Korrelationen. Die Werte
sind die Korrelationskoeffizienten.
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Tabelle 5-17: Korrelationen zwischen PL-Spezies und anderena®ien bei mit Statinen
behandelten Diabetikern

Cholesterin Triglyceride LDL-Cholesterin HDL-Cholesterin
PC 32:1 0,441
PC 34:1 0,405
PC 34:2 0,448 0,631
PC 34:3 0,546
PC 36:2 0,429 0,591
PC 36:3
PC 36:4 0,559 0,421
PC 36:5 0,468 0,431
PC 38:3 0,637 0,565
PC 38:4 0,534 0,442 0,603
PC 38:5 0,425
PC 38:6 0,410 0,451
PE 34:1 0,720
PE 34:2 0,509
PE 36:2 0,543
PE 36:3 0,398
PE 36:4 0,396
PE 38:4 0,657
PE 38:5 0,489
PE 38:6 0,515
PE 40:5 0,514
SM 14:0 0,663 0,489 0,489
SM 16:0 0,674 0,587
SM 16:1 0,621 0,736
SM 18:0 0,583 0,502
SM 18:1 0,720 0,601
SM 20:0 0,685 0,590
SM 22:0 0,687 0,615
SM 22:1 0,665 0,498 0,469
SM 23:0 0,726 0,660
SM 23:1 0,579 0,698
SM 24:0 0,617 0,516 0,479
SM 24:1 0,504 0,614
SM 24:2 0,655

Angegeben sind nur nach Spearman-Rho-Test signiBk@<0,05) Korrelationen. Die Werte
sind die Korrelationskoeffizienten.
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Neben den Lipoproteinmarkern konnte auch fiur anduewerte eine Korrelation mit den
untersuchten PL innerhalb der Behandlungsgruppembabetiker festgestellt werden. Wie
in

Abbildung 5-9 dargestellt, korrelierte die Plasma-SM-Konzenbratinegativ mit der
Konzentration des Serum-Kreatinin, eines Markerg d&erenfunktion. (Diabetiker)
Weiterhin korrelierte die Konzentration mehrer LB@ezies sowie des Gesamt-LPC bei
Diabetikern negativ mit der Konzentration des Enthingsmarkers CRRAbbildung 5-10).
Die LPC-Spezies 18:0 war mit einer Verringerung Blesma-Glukose-Konzentration sowie
des Langzeit-Glykierungsmarkers Hipfassoziiert. Dies ist in

Abbildung 5-11 und Abbildung 5-12 dargestellt. Diese Korrelation war allerdings e
scheinbar gesunden Nicht-Diabetikern signifikant.ieWin Abbildung 5-13 gezeigt,
korrelierte SM in einer Population alterer Nichtabetiker negativ mit dem atherogenen

Index.
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Abbildung 5-9: Zusammenhang zwischen Plasma-SM und Nierenfunkéiosgedriickt als
Konzentration des Serum-Kreatinin bei Diabetiketorrelationskoeffizient (r) nach
Spearman-Rho; Korrelation fir die gezeigten Speaege fur Gesamt-SM nach Spearman-
Rho-Test signifikant (p<0,05) (ohne Berucksichtigudes Einflusses von Statinen oder
Metformin).
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Abbildung 5-10: Zusammenhang zwischen der Plasma-Konzentratiortisdsamt-LPC und
der Konzentration de€-reaktiven Proteins bei Diabetikern. KorrelatiomsKizient (r) nach
Spearman-Rho.
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Abbildung 5-11: Beziehung zwischen der Plasma-Konzentration de€ 1B:0 und der
Glukosekonzentration im Blut scheinbar gesundehtNiiabetiker. Korrelationskoeffizient
nach Spearman-Rho: r = -0,288
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Abbildung 5-12: Zusammenhang zwischen der Plasma-Konzentratiohiegs18:0 mit dem
Langzeit-Blutzucker-MarkenbA,. bei 19 scheinbar gesunden Nicht-Diabetikern.
(Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho: r 460).
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Abbildung 5-13: Beziehung zwischen Plasma-SM-Konzentration uhdragenem Index
bei  alteren Nichtdiabetikern. Korrelationskoe##at (r) nach Spearman-Rho (ohne
Berucksichtigung des Einflusses von Statinen odetfddmin).
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5.4 Phospholipide und andere Parameter nach Interve  ntion mit B-
Vitaminen

Zwei Gruppen von Probanden wurden Uber 12 Monate \itamin D und Calcium
supplementiert. Eine der beiden Gruppen erhieléizlish B-Vitamine. Fir beide Gruppen
wurden vor und nach der Supplementation die PlaBhwspholipid-Konzentrationen und
andere Blutwerte ermittelt. Zum einen wurden digdbnisse zwischen den beiden Gruppen
verglichen und zum anderen wurden die am AnfangSiedie gemessenen Werte mit den
nach der Supplementation gemessenen verglichen.

Vor Beginn der Supplementation lag fur keinen defabelle 5-18 aufgefiihrten Parameter
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Nach der Supplementation war die
Konzentration von 5-Methyl-THF sowie von Vitamin Blin der mit B-Vitaminen
supplementierten Gruppe signifikant héher. In di€seippe war weiterhin die Konzentration
von Hcy, Cys und DMG signifikant geringefgbelle 5-19). Verglichen mit den zu Beginn
der Studie gemessenen Werten war die Konzentrabarb-Methyl-THF, Vitamin B12, 25-
Hydroxy-Vitamin D, Betain und Cholin nach Supplersion mit Vitamin B, D und Calcium
signifikant erhoht. Die Konzentration von Hcy waagégen signifikant reduzierTdbelle
5-20). Nach Supplementation mit Vitamin D und Calciuag leine signifikant hohere
Konzentration von 25-Hydroxy-Vitamin D, CystathioniCholin, DMG und Kreatinin vor,
wahrend die Konzentration von Cholesterin im Vddjlezum Beginn der Therapie
signifikant reduziert warTabelle 5-21).

Bei mit B-Vitaminen, Vitamin D und Calcium supplentierten Probanden war die
Konzentration des Gesamt-PE sowie mehrerer SM-8peaajnifikant erhohtTabelle 5-22).
Bei nur mit Vitamin D und Calcium supplementiertBnobanden war dieser Unterschied
allerdings nur fur PE und fur eine einzelne SM-$gesignifikant Tabelle 5-23 Abbildung
5-14). Wenn man allerdings die KonzentrationséanderusigRE- und SM-Spezies zwischen
vor und nach der Therapie betrachtet und diese ndezwischen den beiden Gruppen
vergleicht, stellt man fest, dass sich die Gruppieht signifikant unterscheide@ibildung
5-16).

Wie in Abbildung 5-17 dargestellt, korrelierte die Konzentration metéstier PL bei
scheinbar gesunden Nicht-Diabetikern negativ mitkitenzentration des SAH.
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Tabelle 5-18: Metabolite und Vitamine in beiden Behandlungsgempyor
Supplementationmit Vitamin D, Calcium und B-Vitaminen

Supplementation mit

Vitamin D, Calcium

Vitamin D und

a

und B-Vitaminen Calcium N P-Wert
Alter (Jahre) 68,0 (54,2-82,8) 50 70,5 (58,0-85,6) 46 0,089
Frauen [n] 35 50 22 46
Body-Mass-Index [kg/m?] 26,3 (22,9-31,1) 35 23,5 (21,7-32,5) 35 0,414
Kreatinin [mg/dl] 0,80 (0,60-1,28) 41 0,90 (0,60-1,29) 40 0,867
Glukose [mg/dl] 104 (94-125) 41 106 (88-137) 40 0,590
Cholesterin [mg/dl] 208 (149-254) 41 200 (142-261) 40 0,688
Triglyceride [mg/dI] 101 (60-165) 41 116 (64-281) 40 0,279
LDL-Cholesterin [mg/dl] 131 (94-168) 27 126 (69-173) 31 0,668
HDL-Cholesterin [mg/dl] 56 (37-84) 41 55 (33-94) 40 0,561
Phospholipide [uM]
Gesamt-PL 2531 (2021-3319) 33 2426 (1878-3481) 32 0,117
Gesamt-PC 1960 (1459-2647) 33 1867 (1446-2741) 32 0,174
Gesamt-LPC 165 (110-260) 33 156 (115-233) 32 0,932
Gesamt-PE 18,9 (7,7-40,2) 33 23,7 (9,4-49,4) 32 0,270
Gesamt-SM 417 (292-486) 33 364 (284-531) 32 0,168
5-Methyl-THF [nM] 14,0 (5,0-36,9) 48 15,4 (3,4-47,8) 45 0,721
B12 [pg/mL] 379 (238-671) 41 390 (257-576) 36 0,752
MMA [nM] 212 (142-402) 47 212 (126-388) 45 0,916
HoloTC [pM] 53 (35-79) 41 47 (26-85) 36 0,288
25-Hydroxy-D3 [ng/mL] 16 (5-26) 25 12 (5-27) 19 0,813
Homocystein [uUM] 12,9 (8,7-20,4) 46 13,0 (8,6-21,3) 45 0,968
Cystathionin [mg/dl] 232 (120-651) 46 225 (109-513) 45 0,470
Cholin [uM] 8,9 (6,3-12,8) 46 8,9 (6,0-12,6) 45 0,592
Betain [uM] 33,2 (22,5-42,7) 46 32,0 (22,0-48,9) 45 0,994
DMG [puM] 2,84 (1,80-4,76) 46 2,96 (2,08-5,21) 45 0,298
SAH [nM] 17,6 (11,9-29,2) 46 18,3 (10,8-33,1) 44 0,508
SAM [nM] 121 (88-167) 46 116 (95-178) 44 0,821
Verhaltnis SAM/SAH 6,99 (4,81-9,31) 46 6,31 (3,94-8,93) 44 0,245

Daten sind:Median (10 — 90 Percentile); Alter > 65 Jahre

Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und 456 mg Calcium, 50 mg Vitamin B6, 500 ug Folsaure

(Vitamin B9), 500 pg Vitamin B12 tber 12 Monate
% nach Mann-Whitney-Test
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Tabelle 5-19: Metaboliten und Vitamine in beiden Behandlungsgammach

Supplementationmit Vitamin D, Calcium und B-Vitaminen

Supplementation mit

Vitamin D, Calcium Vitamin D und a

und B-Vitaminen N Calcium N P-Wert
Kreatinin [mg/dI] 0,82 (0,66-1,15) 34 1,00 (0,62-1,44) 31 0,060
Glukose [mg/dl] 101 (90-117) 34 104 (92-172) 31 0,082
Cholesterin [mg/dl] 210 (152-262) 196 (157-278) 31 0,748
Triglyceride [mg/dl] 106 (52-214) 34 110 (75-232) 31 0,568
LDL-Cholesterin [mg/dl] 132 (76-174) 34 120 (83-174) 31 0,404
HDL-Cholesterin [mg/dl] 58 (36-85) 34 55 (35-103) 31 0,849
Phospholipide [uM]
Gesamt-PL 2622 (1989-3165) 33 2461 (1967-3077) 32 0,074
Gesamt-PC 2021 (1448-2442) 33 1906 (1456-2316) 32 0,100
Gesamt-LPC 145 (108-237) 33 135 (113-210) 32 0,290
Gesamt-PE 27,1 (6,2-50,0) 33 27,5 (16,4-54,4) 32 0,604
Gesamt-SM 412 (260-516) 33 412 (303-503) 32 0,468
5-Methyl-THF [nM] 46,1 (18,9-69,7) 34 13,9 (5,5-35,5) 31 <0,001
B12 [pg/mL] 622 (428-1169) 34 354 (229-488) 31 <0,001
MMA [nM] 212 (146-303) 34 237 (143-478) 31 0,203
25-Hydroxy-D3 [ng/mL] 30 (19-42) 34 28 (19-43) 31 0,844
Homocystein [uM] 9,1(6,0-14,1) 33 14,9 (8,7-28,5) 31 <0,001
Cystathionin [mg/dI] 152 (92-352) 33 283 (106-1236) 31 0,005
Cholin [pM] 12,0 (7, 8-16,3) 34 11,1 (8,3-18,0) 31 0,490
Betain [uM] 36,9 (25,4-46,6) 34 32,8 (20,4-49,6) 31 0,351
DMG [puM] 3,00 (2,15-4,52) 34 3,76 (2,42-5,81) 31 0,033
SAH [nM] 18,4 (11,4-41,9) 34 18,9 (11,3-41,2) 31 0,646
SAM [nM] 120 (92-196) 34 120 (79-159) 31 0,250
Verhaltnis SAM/SAH 6,93 (2,80-9,54) 34 5,81 (3,31-8,90) 31 0,039

Daten sind:Median (10 — 90 Percentile); Alter > 65 Jahre

Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und 456 mg Calcium, 50 mg Vitamin B6, 500 pg Folsaure

(Vitamin B9), 500 pg Vitamin B12 tiber 12 Monate
% nach Mann-Whitney-Test
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Tabelle 5-20: Metaboliten und Vitamine vor und nach Suppleméoaimit Vitamin D,
Calcium und B-Vitaminen

Vor N Nach N P-Wert?
Kreatinin [mg/dl] 0,80 (0,60-1,28) 41 0,82 (0,66-1,15) 34 0,473
Glukose [mg/dl] 104 (94-125) 41 101 (90-117) 34 0,465
Cholesterin [mg/dl] 208 (149-254) 41 210 (152-262) 34 0,386
Triglyceride [mg/dl] 101 (60-165) 41 106 (52-214) 34 0,175
LDL-Cholesterin [mg/dl] 131 (94-168) 27 132 (79-174) 34 0,556
HDL-Cholesterin [mg/dl] 56 (37-84) 41 58 (36-85) 34 0,899
Phospholipide [uM]
Gesamt-PL 2531 (2021-3319) 33 2622 (1989-3165) 33 0,883
Gesamt-PC 1960 (1459-2647) 33 2021 (1448-2442) 33 0,676
Gesamt-LPC 165 (110-260) 33 145 (108-237) 33 0,176
Gesamt-PE 18,9 (7,7-40,2) 33 27,1 (6,2-50,0) 33 < 0,001
Gesamt-SM 417 (292-486) 33 412 (260-516) 33 0,234
5-Methyl-THF [nM] 14,0 (5,0-36,9) 48 46,1 (18,9-69,7) 34 < 0,001
B12 [pg/ml] 379 (238-671) 41 622 (428-1169) 34 < 0,001
MMA [nM] 212 (142-402) 47 212 (146-303) 34 0,089
25-Hydroxy-Vitamin D 16,0 (5,3-26,2) 25 30,0 (19,1-42,1) 34 < 0,001
[ng/mL]
Homocystein [uM] 12,9 (8,7-20,4) 46 9,1 (6,0-14,1) 33 < 0,001
Cystathionin [nM] 232 (120-651) 46 152 (92-352) 33 0,059
Cholin [uM] 8,9 (6,3-12,8) 46 12,0 (7, 8-16,3) 34 0,002
Betain [uM] 33,2 (22,5-42,7) 46 36,9 (25,4-46,6) 34 0,009
DMG [uM] 2,84 (1,80-4,76) 46 3,00 (2,15-4,52) 34 0,176
SAH [nM] 17,6 (11,9-29,2) 46 18,4 (11,4-41,9) 34 0,086
SAM [nM] 121 (88-167) 46 120 (92-196) 34 0,533
Verhaltnis SAM/SAH 6,99 (4,81-9,31) 46 6,93 (2,80-9,54) 34 0,562

Daten sind:Median (10 — 90 Percentile); Alter > 65 Jahre

Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und 456 mg Calcium, 50 mg Vitamin B6, 500 pg Folsaure
(Vitamin B9), 500 pg Vitamin B12 tber 12 Monate

% nach Mann-Whitney-Test
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Tabelle 5-21: Metaboliten und Vitamine vor und nach Supplemeoamit Vitamin D

und Calcium

Vor N Nach N P-Wert?
Kreatinin [mg/dl] 0,90 (0,60-1,29) 40 1,00 (0,62-1,44) 31 0,021
Glukose [mg/dl] 106 (88-137) 40 104 (92-172) 31 0,393
Cholesterin [mg/dl] 200 (142-261) 40 196 (157-278) 31 0,006
Triglyceride [mg/dl] 116 (64-281) 40 110 (75-232) 31 0,191
LDL-Cholesterin [mg/dl] 126 (69-173) 31 120 (83-174) 31 0,119
HDL-Cholesterin [mg/dl] 55 (33-94) 40 55 (35-103) 31 0,271
Phospholipide [uM]
Gesamt-PL 2426 (1878-3481) 32 2461 (1967-3077) 32 0,277
Gesamt-PC 1867 (1446-2741) 32 1906 (1456-2316) 32 0,197
Gesamt-LPC 156 (115-233) 32 135 (113-210) 32 0,160
Gesamt-PE 23,7 (9,4-49,4) 32 27,5 (16,4-54,4) 32 0,046
Gesamt-SM 364 (284-531) 32 412 (303-503) 32 0,646
5-Methyl-THF [nM] 15,4 (3,4-47,8) 45 13,9 (5,5-35,5) 31 0,135
B12 [pg/ml] 390 (257-576) 36 354 (229-488) 31 0,068
MMA [nM] 212 (126-388) 45 237 (143-478) 31 0,006
25-Hydroxy-Vitamin D 12,3 (5,0-27,2) 19 28,0 (19,2-43,2) 31 < 0,001
[ng/mL]
Homocystein [uM] 13,0 (8,6-21,3) 45 14,9 (8,7-28,5) 31 0,093
Cystathionin [nM] 225 (109-513) 45 283 (106-1236) 31 0,007
Cholin [uM] 8,9 (6,0-12,6) 45 11,1 (8,3-18,0) 31 < 0,001
Betain [uM] 32,0 (22,0-48,9) 45 32,8 (20,4-49,6) 31 0,729
DMG [uM] 2,96 (2,08-5,21) 45 3,76 (2,42-5,81) 31 0,011
SAH [nM] 18,3 (10,8-33,1) 44 18,9 (11,3-41,2) 31 0,106
SAM [nM] 116 (95-178) 44 120 (79-159) 31 0,053
Verhéltnis SAM/SAH 6,31 (3,94-8,93) 44 5,81 (3,31-8,90) 31 0,056

Daten sind:Median (10 — 90 Percentile); Alter > 65 Jahre
Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und und 456 mg Calcium tber 12 Monate
% nach Mann-Whitney-Test



Tabelle 5-22: Plasma-Phospholipide vor und nach SupplementatioWitamin D, Calcium
und B-Vitaminen

Vor Nach P-Wert?
Phospholipide [LM]
PC 32:1 23,5 (12,2) 26,0 (12,5) 0,182
PC 34:1 320 (105) 288 (75) 0,053
PC 34:2 579 (141) 535 (130) 0,284
PC 34:3 20,8 (7,7) 22,8 (6,6) 0,044
PC 36:2 303 (89) 291 (75) 0,767
PC 36:3 181 (48) 184 (35) 0,200
PC 36:4 221 (60) 234 (45) 0,034
PC 36:5 37,0 (19,5) 38,5 (20,4) 0,756
PC 38:3 50,8 (15,4) 50,4 (16,2) 0,749
PC 38:4 132 (41) 127 (30) 0,766
PC 38:5 82,9 (21,8) 79,7 (18,3) 0,508
PC 38:6 91,3(25,7) 87,2 (29,2) 0,332
LPC 16:0 96,5 (35,3) 89,3 (29,5) 0,297
LPC 18:0 28,3 (9,6) 25,5 (11,9) 0,227
LPC 18:1 18,8 (5,9) 16,8 (4,8) 0,153
LPC 18:2 22,2 (6,9) 21,2 (7,4) 0,475
LPC 20:4 6,03 (1,83) 4,84 (2,59) 0,005
PE 34:1 1,80 (1,32) 2,02 (1,59) 0,530
PE 34:2 1,27 (1,29) 1,79 (1,55) 0,748
PE 36:2 4,96 (3,08) 6,00 (3,69) 0,020
PE 36:3 1,23 (1,08) 1,69 (1,50) 0,334
PE 36:4 1,66 (1,33) 2,70 (1,93) 0,074
PE 38:4 2,20 (1,60) 3,42 (2,73) 0,014
PE 38:5 2,56 (1,19) 3,68 (2,38) 0,009
PE 38:6 2,97 (1,95) 4,89 (4,22) 0,011
PE 40:5 0,84 (0,90) 1,51 (1,53) 0,757
SM 14:0 11,6 (3,6) 13,4 (5,0) 0,001
SM 16:0 118 (25) 123 (30) 0,050
SM 16:1 15,6 (4,0) 14,3 (4,0) 0,341
SM 18:0 30,5 (6,6) 31,9 (7,8) 0,034
SM 18:1 13,0 (3,4) 11,9 (3,2) 0,515
SM 20:0 17,1 (4,0) 15,9 (4,3) 0,538
SM 22:0 28,0 (6,7) 26,8 (8,5) 0,795
SM 22:1 24,0 (5,9) 22,1 (7,0) 0,328
SM 23:0 14,0 (3,6) 14,9 (4,6) 0,027
SM 23:1 14,3 (3,5) 14,6 (3,6) 0,200
SM 23:2 9,7 (3,8) 11,5 (3,6) 0,002
SM 24:0 19,0 (5,2) 19,2 (6,2) 0,449
SM 24:1 67,0 (15,5) 67,5 (15,3) 0,446
SM 24:2 22,1 (6,7) 19,5 (6,0) 0,030
Gesamt-PC 2042 (475) 1965 (371) 0,676
Gesamt-LPC 172 (52) 158 (49) 0,176
Gesamt-PE 19,6 (10,3) 27,9 (16,8) < 0,001
Gesamt-SM 404 (82) 407 (90) 0,234
Gesamt-PL 2638 (524) 2557 (456) 0,883

Daten sind: Mittelwert (Standardabweichung); n #P38banden; Alter > 65 Jahre
Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und 456 mg &@ai, 50 mg Vitamin B6, 500 g
Folsaure (Vitamin B9), 500 pg Vitamin B12

#nach Zweistichproben-t-Test fiir abhangige Stichpro
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Tabelle 5-23: Plasma-Phospholipide vor und nach SupplementatianVitamin D und

Calcium.
Vor Nach P-Wert?
Phospholipide [uM]
PC 32:1 23,6 (11,3) 22,8 (11,6) 0,730
PC 34:1 328 (114) 281 (71) 0,033
PC 34:2 566 (128) 532 (90) 0,210
PC 34:3 20,5 (7,0) 20,4 (6,7) 0,923
PC 36:2 286 (84) 280 (66) 0,679
PC 36:3 176 (42) 179 (38) 0,605
PC 36:4 229 (70) 236 (56) 0,425
PC 36:5 36,1 (19,9) 33,6 (15,6) 0,435
PC 38:3 48,3 (16,3) 44,4 (14,0) 0,107
PC 38:4 134 (45) 124 (37) 0,097
PC 38:5 84,7 (25,8) 76,5 (19,4) 0,064
PC 38:6 98,1 (32,2) 85,8 (29,3) 0,028
LPC 16:0 94,5 (32,3) 85,8 (27,6) 0,276
LPC 18:0 27,0 (9,9) 23,6 (10,3) 0,190
LPC 18:1 19,2 (6,7) 16,4 (5,6) 0,065
LPC 18:2 21,8 (7,7) 19,8 (5,6) 0,180
LPC 20:4 6,04 (2,81) 4,36 (2,20) 0,011
PE 34:1 2,52 (2,12) 2,82 (2,13) 0,353
PE 34:2 1,78 (1,19) 1,88 (1,19) 0,095
PE 36:2 5,24 (2,83) 7,12 (3,93) 0,083
PE 36:3 1,58 (1,37) 1,84 (1,11) 0,115
PE 36:4 2,20 (1,42) 2,84 (1,90) 0,009
PE 38:4 2,81 (1,54) 3,66 (1,80) 0,015
PE 38:5 3,36 (2,70) 3,86 (1,88) 0,362
PE 38:6 4,75 (3,19) 5,61 (2,88) 0,114
PE 40:5 1,42 (1,02) 1,49 (1,55) 0,023
SM 14:0 10,7 (3,3) 12,1 (3,5) 0,075
SM 16:0 118 (28) 122 (24) 0,468
SM 16:1 14,5 (4,5) 14,4 (3,9) 0,866
SM 18:0 30,5 (10,1) 32,8 (8,1) 0,135
SM 18:1 13,0 (5,1) 12,7 (3,6) 0,634
SM 20:0 15,8 (4,2) 15,5 (4,1) 0,709
SM 22:0 26,6 (6,6) 25,8 (5,5) 0,523
SM 22:1 21,8 (6,0) 21,3 (5,7) 0,710
SM 23:0 12,9 (3,3) 13,0 (3,1) 0,900
SM 23:1 13,6 (3,6) 13,7 (3,7) 0,884
SM 23:2 9,0 (3,5) 11,5 (2,7) < 0,001
SM 24:0 17,7 (4,7) 18,0 (3,7) 0,712
SM 24:1 67,7 (18,8) 68,1 (15,0) 0,911
SM 24:2 20,9 (6,3) 19,7 (6,9) 0,278
Gesamt-PC 2029 (501) 1916 (357) 0,197
Gesamt-LPC 168 (54) 150 (46) 0,160
Gesamt-PE 25,9 (14,1) 31,4 (13,7) 0,046
Gesamt-SM 393 (93) 401 (74) 0,646
Gesamt-PL 2617 (606) 2499 (391) 0,277

Daten sind: Mittelwert (Standardabweichung); n #P3@banden; Alter > 65 Jahre
Dosierung: taglich 1200 iE Vitamin D und 456 mg &an
#nach Zweistichproben-t-Test fir abhangige Stichpro
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Abbildung 5-14: Anderung des Medians der Plasma-Phospholipid-Kunaon nach
Supplementation.

Unterschiede zwischen vor und nach der Supplemange fur alle aufgefiihrten Spezies
siginifikant (p > 0,05) nach Zweistichproben-t-T&stabhangige Stichproben.

Alter Probanden > 65 Jahre; Dosierung: taglich liE0@itamin D und 456 mg Calcium, 50 mg
Vitamin B6, 500 pg Folsaure (Vitamin B9), 500 pdavinin B12.

& nach Zweistichproben-t-Test fir abhangige Stichpro
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Abbildung 5-15: Anderung der Plasma-Phosphatidylethanolamin-Kamagon nach
Supplementation mit B-Vitaminen Aufgetragen ist diederung des Mittelwerts der PE-
Konzentration in den beiden Behandlungsgruppenngkotration nach Supplementation —
Konzentration vor Supplementation; positive Werta Diagramm entsprechen einer
Zunahme der Konzentration nach der Supplementation)

Die Unterschiede zwischen den Gruppen mit/ohne fafvin-Supplementierung waren nicht
signifikant (p > 0,05) fur alle aufgefuihrten Spezie
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Abbildung  5-16: Anderung der Plasma-Sphingomyelin-Konzentration chna
Supplementation mit B-Vitaminen. Aufgetragen is¢ dinderung des Mittelwerts der SM-
Konzentration in den beiden Behandlungsgruppenngkntration nach Supplementation —
Konzentration vor Supplementation; positive Werta Diagramm entsprechen einer
Zunahme der Konzentration nach der Supplementation)

Die Unterschiede zwischen den Gruppen mit/ohne @#in-Supplementierung waren nicht
signifikant (p > 0,05) fiir alle aufgefiihrten Spezie
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Abbildung 5-17: Beziehung zwischen Plasma-SAH-Konzentration undnz€atration
methylierter Phospholipide im EDTA-Plasma 76 sohar gesunder Nicht-Diabetiker,
Korrelationskoeffizient (r) nach Spearman-Rho; oBezlcksichtigung des Einflusses von
Statinen oder Metformin
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6 Diskussion

Die Inzidenz von Diabetes mellitus Typ 2 nimmt wadit zu [118]. Diabetes mellitus ist mit
hoheren Risiken fur koronare Herzkrankheiten, Dem@uolyneuropathie und altersbedingte
Makuladegeneration assoziiert. Daher riickt dastiedsnis dieser Krankheit immer mehr in
den Fokus der medizinischen Forschung. Bei Diapatenten liegt oft ein gestorter
Cholesterin- und Lipoproteinstoffwechsel vor. Dieddselwirkungen zwischen Glucose und
PL-Metabolismus stellen einen noch nicht vollstgnderstandenen Aspekt dieser Krankheit
dar, der mehr Informationen Uber ablaufende Medmaan liefern und damit Méglichkeiten
zur Pravention eroffnen kann.

Um Veranderungen der PL wie z.B. Variationen deghyerungsstatus bei Diabetes und
anderen Krankheiten zu untersuchen, entwickelten eine UPLC/MSMS-Methode zur
Quantifizierung von PC, PE, LPC und SM im Plasmi Methode wurde validiert und die
Ergebnisse fur gesunde Probanden waren mit deerititeratur dargestellten vergleichbar
(Abbildung 5-4) [113].

Die Validierungsparameter Préazision, Linearitat @ahsitivitat waren ebenfalls vergleichbar
mit drei anderen Methoden zur Quanitifzierung vdn3pezies im menschlichen Plasma
(Tabelle 6-1). Im Vergleich mit den Methoden von Pang et aR][4Hu et al. [110] und
Liebisch et al. [111,112] hat die in dieser Arbairgestellte Methode den Vorteil, dass sie
interne und externe Standards verwendet, hierMendalgs weniger benétigt werden als bei
Liebisch et al. [111,112]. Zusatzlich ist die Chadographie schneller und es werden mehr
PL-Klassen und Spezies quantifiziert als bei manaer verglichenen Methoden [113].

Bei Verwendung von weniger Standards ist zu beacl@ss bei PL-Messungen mit ESI-MS
die gemessene Intensitat nicht nur von der Konagatr und der PL-Klasse abhangig ist,
sondern auch von der Kettenlange und dem Sattiguagsier in den PL vorkommenden FS
[100,101]. Daher wird von Briugger et al. [108] uKdivusalo et al. [109] empfohlen,
madglichst viele PL-Standards zu verwenden. Da d&esge von ihrer Konzentration ca. 80%
der PC-Spezies und ca. 70% der PE-Spezies sich umchmehr als zwei Kohlenstoffatome
von den externen Kalibratoren unterscheiden, istsagnifikanter Einfluss der Kettenlange
allerdings weniger wahrscheinlich. Daher entscmeda® uns dennoch weniger Standards zu
verwenden. Wie irAbbildung 5-4a dargestellt, war weiterhin die mit der hier vorgdsen
Methode ermittelte, relative Konzentration der Riedes innerhalb der PL-Klassen im
Plasma von gesunden Probanden den ErgebnissereaBdeadien sehr ahnlich, obwohl diese

teilweise mit Methoden durchgefiihrt wurden, diettlelu mehr Standards verwenden. Auch
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die relative Konzentration der PC-Spezies in Soga mit den Ergebnissen in der Literatur
vergleichbar Abbildung 5-4 d) [113].

Der Effekt von Kettenlange und Sattigungsgrad dr&af die Signalintensitat sinkt mit
abnehmender PL-Konzentration [100,101]. Da unseethbtle eine chromatographische
Trennung verwendet, wird die Probe zum Zeitpunktldgktion ins MS stark verdinnt. Dies
sollte den Effekt von Kettenlange und Sattigungdgraf die Signalintensitat minimieren.
Andere Studien [100,101,106,107] arbeiten dagegénMathoden, bei denen die Probe

direkt ins MS injiziert wird.
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Tabelle 6-1: Vergleichmehrerer validierter MS-Methoden zur Quantifizieg@inzelner PL-Spezies im menschlichen Plasma

o Anzahl . Linearer Detektions Wieder-
Quantifizierte e Gradient- I Anzahl Inter assay ) D .
Lipidklassen quant|f|2|erter lange Instrument  Kalibration Standards cV Regre's§|ons- -limit findungs
PL-Spezies koeffizient [umol/L] -rate
Vorliegende 4 41 Spezies (34 15 min Acquity IS, Kurven 10 < 16% far Rz > 0,98 PC 0,37; 83% -
Methode PC, PE, LPC, mit Inter assay UPLC, mit externen alle SM-, LPC 4,02; 123%
[113] SM CV <16%) Quattro Kalibratoren LPC-, PC- PE 3,75;
Premier XE, Spezies bis SM 0,86
Micromass auf eine
Pang et al. 7 21 (3 pro >50 min Agilent kein IS, 7 <10% in R2 >0,99 - 79% -
[42] PC, PE, LPC, Klasse) 1100 HPLC- Kurven mit Standard- 95%
SM, System externen I6sungen
Phosphatidyl- lon trap MS, Kalibratoren
serine TOF-MS
Phosphatidyl- (Agilent)
glycerol
Phosphatidyl-
inositol
Liebisch et 3 65 PC-Spezies Direkte Quattro 21SfurPC, 6 furPC <10% far R2 >0,99 0,3-0,6 -
al. PC, LPC, SM 38 SM-Spezies Injektion Ultima, externe Spezies mit
[111,112] 12 LPC- insMS  Micromass Kalibratoren, hoher
Spezies »isotope Konz.,
correction <15% fir
algorithm* Spezies mit
niedriger
Konz.
Hu et al. 8 Peakflachen 30 min Surveyor IS, 5 <16% fur 11 R2 >0,99 <z 69% -
[110] PC, PE, LPC, bestimmt flr LC system, keine zufallig 101%
LPE, SM, 92 Spezies ESI-LTQ- externen ausgewahlte
Diglyceride, FTMS, Kalibratoren Spezies
Triglyceride, Thermo
Cholesterol- Fisher
ester

IS: interner Standardberechnet aus 1,28 pg/ml, ESI-LTQ-FTMS: ESI hybrid linear iomp-Fourier-transform ion cyclotron resonance masstsometer.
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Plasma-Phospholipide bei Diabetes mellitus Typ 2

Die Plasma-Konzentrationen wie die Profile der Riraden bei Typ-2-Diabetespatienten und
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Bei désbBtikern wurde weiterhin der Einfluss
der haufig verwendeten Medikamente Statin und Metiio auf die PL-Konzentration wie
auch deren Zusammensetzung im Plasma untersuchiauifélligste Unterschied zwischen
Diabetespatienten und scheinbar gesunden Kontrolleter durchgefiihrten Studie war die
signifikant geringere Konzentration von LPC und M Diabetikern Tabelle 5-5, Tabelle
5-6). Die von uns beobachtete geringere SM-Konzeptmatiei Diabetikern stimmt mit
verschiedenen Ergebnissen aus der Literatur Ub¢4&id9,50]. Veranderungen der LPC-
Konzentration wurden ebenfalls haufig beschrieb&+44,57]. Bisherige Studien ergaben

allerdings unterschiedliche Ergebnisse bezuglictRiehtung dieser Veranderungen.

Lysophosphatidylcholin bei Diabetes mellitus Typ 2

In der vorliegenden Studie war die Konzentration Gesamt-LPC und aller LPC-Spezies bis
auf LPC 20:4 bei Diabetikern signifikant geringés bei scheinbar gesunden Kontrollen. In
einer Metabolom-Studie wurden mehrere LPC- und Pé&ztes als Marker fir Diabetes
vorgeschlagen [45]. Unsere Daten bestétigen ddreser Studie beobachteten Unterschied in
der Plasma-Konzentration von LPC 16:0 und LPC %8:3chen Diabetikern und Kontrollen
[45]. AuRerdem waren bei unserer Studie auch diezKotrationen anderer LPC-Spezies
(18:1, 18:2) bei Diabetikern signifikant geringds &n der Kontrollgruppe. Die berichteten
Anderungen bei verschiedenen PE-Spezies konntenjeslioch nicht bestatigen. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnen auf die uritedliche Methodik zurlickgehen
(Bestimmen von potentiellen Markern im MS gefolgtonv Identifikation der
Markermolekile). Eine andere Studie berichtete @wee signifikant hohere Konzentration
von LPC 16:0 in LDL-Fraktionen bei Diabetikern [5Tie hier vorgestellten Ergebnisse fir
LPC im EDTA-Plasma unterscheiden sich von Ergelenigdgr LDL-Fraktionen [57].

Bei scheinbar gesunden Nichtdiabetikern waren HEPC-18:0-Werte aulRerdem mit
niedrigeren Glukose-Konzentrationen (

Abbildung 5-11) sowie niedrigeren Konzentrationen des Langzait-Ricker-MarkersibA,.
(Abbildung 5-12) assoziiert. Dieser Zusammenhang konnte bei Diadyet nicht beobachtet
werden, was mdoglicherweise mit der nach der Diagndsr Krankheit beginnenden
antidiabetischen Behandlung erklarbar ist, die d&ncose-, HbA,. -, und PL-Spiegel

beeinflusst.
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LPC wurde Uber die Regulation des Glukosetransppo@UT4 mit Diabetes in Verbindung
gebracht, denn LPC steigerte bei Adipocyten die GAExpression und reduzierte die

Glukoseaufnahme und die Plasma-Glukose-Konzentraticcinem Mausmodell [47]. LPC
Ubt seinen Effekt auf GLUT4 Uber die Proteinkin@s@PKC) aus [47]Abbildung 6-1). Die

Starke der Wirkung ist dariber hinaus vom Typ delLPC gebundenen Fettsdure abhangig
[47]. Ob diese Wirkung durch eine direkte Bindung BKC, durch Beeinflussung der
Membranstruktur und damit von membrangebundenen -Fliéleékilen oder durch einen
anderen Mechanismus erfolgt, wurde nach unseremmtdestand allerdings noch nicht
behandelt. Da wir bei Diabetikern geringere Plagf&-Konzentrationen beobachteten als
bei scheinbar gesunden Kontrollen, kann man vermutass die GLUT4-Aktivitat hierdurch
weiter verringert und dartber der Glukosemetabalsmngulnstig beeinflusst wird.. LPC ist
aber auch als proinflammatorische und Arterioslderoverstarkende Substanz bekannt
[94,119]. Im Verlauf der arteriosklerotischen Vead@rung der Humanaorta ist eine starke PL-
Anreicherung der GefalBRwand beobachtet worden, LtlQ gegenluber der normalen Aorta
um 800% und SM um 516% [Herrmann, Arteriosclerodi874]. SM ist in der
arteriosklerotischen Aorta das dominierende PL (66Bte proinflammatorische Wirkung
des LPC konnte in unserer Studie nicht bestatigdere Die Gesamt-LPC-Konzentration
korrelierte im Gegenteil bei Diabetikern negativ tmider Konzentration des
Entziindungsmarkers CRRKbildung 5-10). Eine mdgliche Erklarung hierfir wére, dass der
proinflammatorische Effekt des LPC nur bei friheéadten der Diabetes deutlich ausgepragt
ist. Eine weitere mogliche Erklarung ware, dass Deibetikern ein hoher LPC-Spiegel,
aufgrund von Mechanismen wie der Regulation des GLUgenerell bei weniger stark
erkrankten Personen vorkommt und daher indirekt mdrigeren Konzentrationen des

Entziindungsmarkers assoziiert ist.

verringerte
GLukose- Plasma
LPC| — Einstom | =P  iose
: L (Zelle) Konzentration

Abbildung 6-1: Vermuteter Mechanismus zur Beeinflussung der PdaGinkosekonzentration
durch LPC nach [47]
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Sphingomyelin bei Diabetes mellitus Typ 2

SM ist die zweite PL-Klasse, deren Konzentratiordén von uns durchgefuhrten Studie bei
Diabetikern signifikant geringer war als bei scl@n gesunden Kontrollen. Dieser
Unterschied war fir alle SM-Spezies signifikante§# Beobachtung ist im Einklang mit
Ergebnissen in der Literatur [45,49,50]. So wurd8. zbei Diabetespatienten und bei
Patienten mit diabetischer Nephropathie eine sigmt geringere Serum-Konzentration von
zwei Zwischenprodukten der Synthese von Ceramidsh $M berichtet [49]. Weiterhin
beobachteten Shui et al. bei diabetischen Affemfaltis eine geringere SM-Konzentration als
bei entsprechenden Kontrollen [43]. Bei Ratten kenauch gezeigt werden, dass ein
Zusammenhang zwischen Glycosylceramiden, dem Gésttowechsel und diabetischer
Nephropathie zu bestehen scheint [50].
SM ist ein wichtiger Bestandteil von Lipid Rafts.aller ist es moglich, dass eine
Verringerung der SM-Konzentration zu einer Stordieg Membranstruktur und dadurch zur
Reduzierung der Aktivitat des Glukosetransportek$)T4 fuhrt. Dies wirde schliel3lich zu
einer Erhdhung der Serum-Glukose-Konzentrationdihund kénnte zur Assoziation von
Diabetes mit einer Verringerung der SM-Konzentratioeitragen. Ein ahnlicher Prozess
wurde von Han et al. vermutet, die bei Alzheimeerdblls eine Verringerung der SM-
Konzentration beobachteten [120]. Bei Han et &0]1ging die Konzentrationsabnahme bei
den verschiedenen SM-Spezies mit einer Zunahmeé<dezentration der Ceramid-Spezies
mit der gleichen FS einher [120]. Daher ist es waheinlich, dass der durch die
Sphingomyelinase katalysierte Abbau von SM zu Catalmei den von Han et al.
untersuchten Patienten ein entscheidender FaktodiéiReduktion der SM-Konzentration
war. Auch bei Diabetes ist es moglich, dass dieivgerte SM-Konzentration zumindest
teilweise durch einen Abbau des SM zu Ceramid geaht wird. Eine Erhéhung der
Ceramid-Konzentration kann die Aktivitdt des Glu&tmansporters GLUT4 hemmen [121]
und kénnte so ebenfalls zur Erklarung der Assamation Diabetes mit einer Verringerung
der SM-Konzentration beitragen.
Fir eine Parallele zwischen den bei Alzheimer uedDiabetes beobachteten Phdnomenen
spricht, dass Han et al. bei Alzheimer eine Konatiansverringerung bei den gleichen SM-
Spezies beobachteten wie wir bei den von uns wdktsn Diabetespatienten. Eine geringere
Insulinreaktion ist wiederum mit einem hoheren Demnisiko assoziiert, wie in der ,Uppsala
Longitudinal Study of Adult Men*, in einer Populati mit 2,1% Diabetikern, gezeigt wurde
[122]. Im Allgemeinen deuten die Ergebnisse dalanif dass eine geringe SM-Konzentration
bei Diabetikern mit einem erhohten Demenzrisikmagst sein konnte. Dies sollte allerdings
in weiteren Studien untersucht werden.
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Die in unserer Studie beobachtete Assoziation vaabé&es mit verringerten SM-
Konzentrationen spricht fur einen vorgeschlagenehaBdlungsansatz zur Behandlung von
Diabetes: die Supplementierung von SM oder and8mnngolipiden. Dieser wurde bereits
in mehreren Studien getestet. Supplementation nhiytd8phingosin, einem mit SM
verwandten Sphingolipid, fuhrte in einer placebdkaliierten Studie an Patienten mit dem
metabolischen Syndrom zu einer Abnahme der SeruwrkeSekonzentration und einer
Veranderung eines Parameters (K-Value), der awd enmohte Insulinsensitivitat hinweist
[123]. Supplementation mit SM (Gemisch mehrer Sgemoliert aus Hihnerhaut) und auch
mit Glucosylceramid fuhrte bei fettleibigen Rattéfucker-Genotyp) zu einer signifikant
geringeren Plasma-Insulinkonzentration als in dentkollgruppe [124]. Der Glukosespiegel
war allerdings nicht signifikant geringer.

Durch Supplementation mit Sphingolipiden wurden diasmakonzentrationen von
Cholesterin, LDL und VLDL im Blut gesenkt [123,12%ine pathophysiologische Erklarung
dieser Wirkung wird nach den Autoren [125] in dererNhgerung der intestinalen
Cholesterinaufnahme durch die Sphingolipide geseHea Hyperlipoproteinamie die
Insulinresistenz und Diabetes beeinflussen, karen diirch Sphingolipidsupplementation
bewirkte Veranderung des Lipoproteinprofils denidiabetischen Effekt mit bedingt haben.
AulR3erdem konnten die Sphingolipide die Glukoseauima im Darm durch Inhibition der
intestinalen Maltase (EC-Nummer 3.2.1.20) reduniefgine solche Wirkung wurde bei
Mausen beobachtet [126]. Dieser Effekt der Sphipgt# ahnelt stark der Wirkungsweise
des Diabetesmedikaments Acarbose, das ebenfalldaltase hemmt. Fir Acarbose wurden
teilweise &hnliche Wirkungen wie fir die Sphingasgupplementation Dberichtet,
beispielsweise eine signifikante Verbesserung dekd@seresistenz [127].

Es ist denkbar, dass die bei einer Supplementatibisphingolipiden beschriebene Wirkung
durch die von Sphingolipiden berichtete Inhibitider intestinalen Maltase verursacht wird.
Die Beeinflussung des GLUT4 durch SM ist allerdirdpenfalls ein wichtiger Ansatzpunkt
fur die Wirkung einer Sphingolipidsupplementatidym festzustellen, welcher der beiden
Mechanismen in welchem Umfang eine Rolle spielffesmman zunachst untersuchen, ob und
in welchem Mal3e eine Supplementation mit SM odeleean Sphingolipiden die Plasma-
SM-Konzentration beeinflusst. Weiterhin sollte malie Aktivitatt des GLUT4 bei
Sphingolipidsupplementation prufen. Hierzu gibtreech unserem Wissen allerdings noch

keine Studien.
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Einfluss von Medikamenten auf die Plasmakonzentratin der Phospholipide bei

Diabetes:

Statine

Die untersuchten Diabetiker zeigten signifikantiggere Konzentration von Gesamt-LPC
und Gesamt-SM sowie mehrerer LPC- und SM-Spediabd]le 5-9, Tabelle 5-10 bei mit
Statinen behandelten Patienten im Vergleich zutmaih diesem Medikament behandelten
Diabetikern. Dies kann moglicherweise durch diekwirg der Statine auf die Konzentration
der Lipoproteine im Blut erklart werden. Da Statuolie Konzentration von LDL senken, ist
mit einer Verringerung der Konzentration der PLrechnen, die in LDL stark vertreten sind,
z.B. von SM [6]. Dies erklart die signifikant gegere Konzentration von SM bei
statinbehandelten Diabetikern in unserer Studie.

Statine kdnnen die Konzentration von HDL nach Vaestenen Studien zumindest leicht
erhohen [123,124]. Daher wirde man auch mit einenz€ntrationserhéhung bei PE und
LPC rechnen, die besonders in HDL vorkommen. Eigeifskant h6here PE-Konzentration
konnte in unserer Studie allerdings nicht beobdchwerden, weil PE nicht nur in HDL,
sondern auch in VLDL starker vertreten ist und wdi#d PE-Konzentrationsunterschiede
zwischen den Lipoproteinklassen nur gering sind.Gegensatz zur starken Reduktion der
LDL-Konzentration bewirken Statine allerdings nwerigge Konzentrationsanderungen bei
HDL (i.d.R. <10% Anderung [123,124]). Dass die LRGazentration bei Statinbehandlung
in unserer Studie signifikant niedriger war, kanohh auf eine mdgliche HDL-Erhdhung
zurtckgefuhrt werden.

Nach Simvastatinbehandlung von 26 Diabetikern Ubdvionate wurde eine signifikante
Abnahme des LPC-16:0-Gehalts in den LDL beoba¢h#t Diese erklaren die Autoren Uber
eine ebenfalls signifikante Konzentrationsabnahmex dipoprotein-Phospholipase A2
(PLA2). Dieser Pathomechanismus ist eine mdglichklaEing dafir, dass die LPC-
Konzentration in unserer Studie bei Diabetikern &tdtinbehandlung geringer war. Dabel ist
allerdings zu beachten, dass Iwase et al. [57]islheie LPC-Konzentration in den LDL
untersuchten, wahrend wir die GesamtkonzentratioRlasma quantifizierten.

Eine Zunahme des Diabetesrisikos durch Statine evirceiner Metaanalyse aus 13 Studien
mit insgesamt tUber 90000 Patienten festgestelll. [Bé&ese Zunahme des Diabetesrisikos
scheint dosisabhangig zu sein [59]. In einem Mautdir Diabetes konnte weiterhin durch
Atorvastatin erhdhte Insulinresistenz festgesteditden [60]. Ein mdglicher Ansatzpunkt zur
Erklarung der Wirkung von Statinen auf Diabetes da&t in unserer Studie beobachtete
Beeinflussung von LPC und SM sowohl durch Diabetissauch durch Statine. In diesem

Zusammenhang wird ein plausibler, mdoglicher Wirkhsusmus diskutiert: Eine
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Verringerung des LPC- und SM-Gehalts kann Uber Bieinflussung der Aktivitat von

Membranproteinen und speziell GLUT4 die Insulirsemnz erhdhen. Bei Atorvastatin-
behandelten Zellkulturen wurde weiterhin eine ggene GLUT4-Expression beobachtet [60].
Weitere Studien sind notwendig, um die VerringerdegLPC- und SM-Konzentration durch
eine Statinbehandlung zu bestéatigen und die Auswgkvon Statinen auf das Diabetesrisiko

zu klaren.

Metformin

Fur Gesamt-LPC und mehrere LPC-Spezies wurderfiggni geringere Konzentrationen bei
Metformin-behandelten Diabetikern beobachtet als Patienten, die nicht mit diesem
Medikament behandelt wurden. Eine Reduktion von i€ Metforminbehandlung wurde
bereits in einer Studie an 20 gesunden Patien@nsvie in Zellkulturen [54] beschrieben.
Wir beobachteten weiterhin eine signifikant geriegeGesamt-PE-Konzentration bei
Metformin-behandelten Diabetespatienten. Dies &ilzd einer Erh6hung des Verhaltnisses
von methylierten zu nicht methylierten PL, da dié-Ronzentration bei Patienten mit und
ohne Metforminbehandlung sehr ahnlich war. In eBtaidie zum Einfluss von Metformin auf
Hepatocyten, bei der unter anderem PE quantifizremtde, wurde keine signifikante
Veranderung der PE-Konzentration festgestellt. \Wigkung von Metformin auf LPC und PE
sollte in weiteren Studien untersucht werden. [53]

Es wurde auch gezeigt, dass Metformin den Hcy-@bieghthen kann [55,56]. Diese
Erh6hung konnte durch Folatsupplementation vernmiegerden [55]. Wir beobachteten bei
Diabetespatienten mit Metforminbehandlung ein sigaint hoheres Verhéltnis von SAM zu
SAH. Dies weist auf einen besseren Methylierungigstain und steht im Gegensatz zu einer
in anderen Studien beobachteten Hcy-Erhdhung. mibgliche Erklarung hierfir wére, dass
bei den von uns untersuchten Diabetikern ein hb&at- und B-Vitamin-Spiegel vorlag, der

den Effekt des Metformins ausglich.

Zusammenhange zwischen Phospholipiden und Metabaih des Methylierungs-

stoffwechsels

PL sind eng mit dem Methylierungsstoffwechsel veden, da PE durch Methylierung zu PC
umgesetzt wird. LPC und SM kénnen wiederum aus &lldet werden. Die fur die Reaktion
von PE zu PC Dbenétigten Methylierungsaquivalente AMp werden im

Methylierungskreislauf aus Methionin hergestellbisdviederum durch Methylierung von
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Hcy (Methylgruppenibertragung von 5-MTHF) gebildetd. Diese Methylierungsreaktion
wird durch die Vitamin-B;abhangige Methionin-Synthase (MS) im FolatkreiSlau
katalysiert. Im Folatkreislauf wird unter anderenre dSerin-Hydroxymethyltransferase
(SHMT) eingebunden, die den Kofaktor Vitamig Bendtigt. Hcy kann weiterhin auch tber
die ebenfalls Vitamin-Babhangigen Cysthationin-3-Synthase (CBS) abgebarden. Eine
Veranderung der Konzentration der verschiedenemMbhangigkeit des B-Vitamin-Status
scheint daher wahrscheinlich.

In der von uns durchgeflihrten Supplementationsstudirden altere Menschen tber 1 Jahr
entweder mit Vitamin D und Calcium oder mit Vitamid, Calcium und B-Vitaminen
behandelt. Bei den mit B- und D-Vitaminen suppletiegten Probanden fand sich im
Behandlungsverlauf bei mehreren SM-Spezies (14@M@, 11.8:0, 23:0, 24:2) eine signifikante
Konzentrationserh6hung, die bei nur mit Vitamin miuCalcium supplementierten Probanden
weniger deutlich war Tabelle 5-22, Tabelle 5-23). Die supplementationsbedingten
Konzentrationsanderungen der betreffenden Speziegenw jedoch zwischen den
Behandlungsgruppen nicht signifikant verschied@bbfldung 5-16). Dies konnte damit
erklart werden, dass die Verfugbarkeit des Methylgendonators SAM und auch die
Konzentration von SAH als Inhibitor von Transmetegdngsreaktionen durch die
Supplementation nicht signifikant verandert wurd@rabelle 5-19 Tabelle 5-20). Die
Vitamin-Supplementation (B + D) erhohte allerdind®e Konzentration der B-Vitamine
signifikant und verbesserte dadurch die Bereitstgll von Methylgruppen Uber den
Folatkreislauf, so dass die Konzentration des Huoy des aus Hcy gebildeten Cystathionins
gegenuber der Gruppe mit nur Vitamin-D-Supplememtatignifikant niedriger lag.

Sowohl in der Gruppe der mit Vitamin D und Calcigopplementierten Probanden als auch
bei den zusatzlich mit B-Vitaminen behandelten wigilnehmern stellten wir eine
signifikant hohere Gesamt-PE-Konzentration nach Biehandlung fest. Ein Einfluss von
Vitamin D auf die PL-Zusammensetzung erscheint pkml, da Vitamin D die
physikalischen Eigenschaften der PL-Membran baes#in kann [128]. Ein Einfluss des
Calciums scheint unwahrscheinlicher, weil im Gegéngu Vitamin D keine VerknUpfung zu
PL bekannt ist und weil in einer placebokontrotker Supplementationsstudie mit Calcium
keine signifikante Konzentrationsveranderung der-Kidssen beobachtet wurde [129].
Weitere Studien, die PL bei Supplementation miakiin D und/oder Calcium untersuchten,

sind uns nicht bekannt.
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Viele der zur Erklarung der Variation der PL-Konization bei Diabetikern ermittelten
Variablen stehen in Zusammenhang mit dem MethytigsatoffwechselAbbildung 1-3-5).
Dass PC mit hotheren PE-Konzentrationéfabelle 5-11) und PE mit hoéheren PC-
Konzentrationen assoziiert istgbelle 5-12), erklart sich dadurch, dass PE Uber die PEMT zu
PC umgewandelt wird. Eine hohe PE-Konzentrationebtst, dass mehr PC produziert
werden kann, und eine hohe PC-Konzentration befjedéss PE nicht zur PC-Bildung
verstoffwechselt werden muss. Cholin wird zur Sgsth von PC Uber den CDP-Cholin-
Stoffwechselweg verwendet. Cholin wird auch haudigs PC gewonnen, welches in der
Regel die wichtigste Cholinquelle in der Nahrung[§. Daher ist ein hoher Cholinspiegel
mit einer hdheren PC-Konzentration assoziiégdbelle 5-11). Da LPC hauptsachlich durch
hydrolytische Spaltung von PC entsteht, scheintzesachst naheliegend, dass Cholin
ebenfalls mit hdheren LPC-Konzentrationen assdzigtr(Tabelle 5-13). Falls die Bildung
von LPC aus PC, welches bei h6herem Cholinspiggéloherer Konzentration vorkommt,
der einzige Grund fur eine Assoziation von Cholint idPC ist, wirde man allerdings
erwarten, dass PC ebenfalls ein wichtiger PrediKiodie LPC-Konzentration ist. Dies war
jedoch nicht der Fall. Eine mdgliche Erklarung fiielist, dass bei einem Uberschuss an PC
dieses schnell zu LPC, Cholin, Triglyceriden undexen Metaboliten umgesetzt wird, sodass
bei der Untersuchung der Probanden mit einem soldbieerschuss keine erhohte PC-
Konzentration, sondern nur eine Erhéhung von Chatid LPC beobachtet wird. Man wirde
vermuten, dass ein erhdhter Cholinspiegel auchemier erhéhten Konzentration von PE
assoziiert ist, da er mit einer hoheren PC-Konagioim einhergeht und PC mit einer PE-
Erh6hung assoziiert ist. Ganz im Gegenteil wurder@ings eine Assoziation eines erhdhten
Cholinspiegels mit kleineren PE-Konzentrationenlamhitet Tabelle 5-12). Dies ist durch
die Wirkung des Cholins als Inhibitor der PE-Biotase zu erklaren [130].

SAH ist mit einer niedrigeren PC-Konzentration aseat (Tabelle 5-11). Dies liegt daran,
dass SAH im Blut akkumuliert wird, wenn die Remdi#tryng von Hcy im
Methylierungskreislauf zu langsam ablauft und zwunigyeMethylgruppendonatoren (SAM)
gebildet werden. Diese werden aber bendétigt, umaBCPE herzustellen. Dies ist auch der
Grund dafir, dass SAH negativ mit methylierten Pkré&liert Abbildung 5-17). Genau wie
SAH akkumuliert Hcy, wenn der Methylierungsstatos Korper niedrig ist. SAM dagegen
zeigt einen hohen Methylierungsstatus an. SAH i#Beadem ein starker Inhibitor der
Transmethylierung und kann daher einen relativeiMStau bedingen [27]. Daher ist es
scheinbar widersprtchlich, dass sowohl Hcy als a$%M mit einer hoheren PE-

Konzentration assoziiert sinddbelle 5-12).
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Betain wird aus Cholin hergestellt und kann zur Rtaylierung von Hcy zu Methionin im
Methylierungskreislauf verwendet werden. Man widdder erwarten, dass Betain mit einer
hoheren Konzentration von PC assoziiert ist. Dies allerdings nicht der Fall. Stattdessen
war Betain mit niedrigeren Konzentrationen von LB@ Gesamt-PL assoziierTdbelle
5-13 Tabelle 5-15). Dies deutet auf einen uns unbekannten Regukatiechanismus hin.

Die PL-Klassen PE und LPC scheinen bei denselbebafden in héherer Konzentration
vorzukommen, da PE mit einer Erh6hung der LPC-Kotraion assoziiert ist und LPC mit
einer Erhéhung der PE-Konzentratiorabelle 5-12, Tabelle 5-13). Eine Erklarung hierfur
ist, dass LPC und PE beide in recht hoher Konzeotran HDL vorkommen und es sich bei
Probanden mit hohen LPC- und PE-Plasma-Werten dohesonit vergleichsweise hohen
Plasmakonzentrationen von HDL handeln kdnnte. téigeg spricht allerdings, dass HDL-
Cholesterin nicht bei der Bestimmung von Varialheit signifikantem Einfluss auf die PE-
Konzentration ermittelt wurde, sondern nur bei Bett mit signifikantem Einfluss auf LPC.
LPC war weiterhin mit niedrigeren SM-Konzentrationassoziiert und SM ebenfalls mit
niedrigeren LPC-Werten Tabelle 5-13 Tabelle 5-14). Dies kann auf die
Konzentrationsverhaltnisse in der Teilgruppe dertfdenin einnehmenden Diabetiker
zurtckgehen, bei denen im Vergleich mit den and&rippen héhere SM-Werte vorlagen.
Weiterhin entsprachen die LPC-Werte bei den Metiorbehandelten Probanden zwar in
etwa denen in der Statin-Gruppe, sie waren allgedimedriger als bei Patienten, die beide
Medikamente oder keins der beiden Medikamente amea Abbildung 5-8). Diese
Unterschiede zwischen den Gruppen waren allerdagysiuf den Unterschied zwischen den
Metformin einnehmenden Probanden und denjenigenheide Medikamente bekamen, nicht

signifikant.

Die Zusammenhange zwischen Lipoproteinen und Pselasich zum Teil tber den PL-
Gehalt der Lipoproteine erklaremgbelle 5-11 bis Tabelle 5-15. Da der PL-Anteil in HDL
von allen Lipoproteinen am grofRten ist [131], i® eicht verwunderlich, dass HDL-
Cholesterin mit einer erhdhten Konzentration desd@sa&-PL, des PC, LPC und des SM
assoziiert ist. Gesamt-Cholesterin ist ein gutelilkdator fir die Konzentration von LDL und
hohe Triglycerid-Werte sind ein Anzeichen fur dasrstarkte Vorkommen von VLDL.
Triglyceride kommen auch in hoher Konzentration @hylomikronen vor [132],
Chylomikronen sind allerdings im nlchternen Zustarabgesehen von bestimmten
Krankheiten, nur in aul3erst geringer KonzentratmrPlasma vorhanden [131]. Dies erklart,

dass erhdhte Konzentrationen von PC, SM und GeBanmit hdheren Konzentrationen
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von Triglyceriden und/oder Cholesterin assoziiart gTabelle 5-11, Tabelle 5-14, Tabelle
5-15), da diese PL sehr haufig in LDL und VLDL vorkomm¢g]. PE ist negativ mit
Gesamtcholesterin assoziiefitapelle 5-12), da es sehr wenig in LDL und stérker in HDL
vorkommt und ein durch hohe Werte von Gesamtchaiestangezeigter, hoher LDL-
Cholesterin-Spiegel oft mit verringerten HDL-Wertemhergeht. Die Ergebnisse fir LPC
(Tabelle 5-13) scheinen zunachst widersprichlich, da Gesamtsteslea mit héheren und
Triglyceride mit niedrigeren LPC-Konzentrationens@adiert sind. Die Assoziation mit
Triglyceriden kann jedoch durch die geringe Koneatian von LPC in VLDL erklart
werden, genau wie die entsprechende AssoziatiorPBeiDa Cholesterin allerdings unter
Bildung von LPC zu Cholesterylester umgesetzt wistl,es einleuchtend, dass eine hohe
Cholesterinkonzentration mit hoheren Konzentrationen LPC einhergeht.
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Die wichtigsten Befunde im Uberblick

Wir entwickelten eine UPLC/MSMS-Methode zur Quanmidrung von PC, PE, LPC
und SM im menschlichen Plasma. Die Methode istaeimfrobust, schnell und valide.
Die Ergebnisse fur gesunde Probanden sind mit deratur vergleichbar und die

Methode erganzt das Spektrum der vorhandenen jeméd Methoden.

In einer Studie an Patienten mit Diabetes melliiyp 2 und scheinbar gesunden
Kontrollen war die Plasma-Konzentration von LPC ufdl bei Diabetikern
signifikant geringer und das Profil der PL-Speziesindert.

Die Plasma-Konzentration von LPC und SM war in elieStudie bei Diabetikern mit
Statinbehandlung signifikant geringer als bei DitMaen ohne Statinbehandlung.
Eine Behandlung mit Metformin war bei Diabetikemunserer Studie weiterhin mit
einer niedrigeren Plasma-Konzentration von LPC REdassoziiert.

In einer Supplementationsstudie mit Vitamin D unéld@m wurde nach der
Behandlung im Plasma eine signifikant hohere GesdfnKonzentration beobachtet.
Dieser Effekt war unabhangig von einer gleichzeiigSupplementation mit B-
Vitaminen.

Bei Supplementation mit B-Vitaminen war die Konzatibon mehrerer SM-Spezies
signifikant erhdht, wahrend bei Supplementation Yiiamin D und Calcium nur die
Konzentration einer SM-Spezies signifikant erhoat.wiese Verdnderung wirkt den
bei Diabetikern beobachteten PL-Konzentrationsandgen entgegen.

Eine mogliche Erhéhung der SM-Konzentration dureNitamine sollte in weiteren
Studien untersucht werden.

In weiterfuhrenden Studien sollte auch die Plasmazéntration von Ceramid bei
Diabetikern untersucht werden, um festzustelleneiolke SM-Reduktion bei Diabetes
mit einem Abbau des SM zu Ceramid einhergeht.

Die Wechselwirkungen der Medikamente Statin und fdetin mit PL und die
dadurch induzierte Wirkung auf Diabetes mellitutsebenfalls in weiterfihrenden
Studien untersucht werden.

Die Wirksamkeit einer Sphingolipidsupplementatiam Pravention und Behandlung
von Diabetes bleibt ein wichtiges Thema. Zunacbé#itesin diesem Zusammenhang
geklart werden, ob eine Supplementation die Plasor@entration des SM
beeinflusst.
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