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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung / Summary

1.1 Der Einfluss bioaktiver Substanzen auf die molekularen Mechanismen der

Alzheimererkrankung

Bei Morbus Alzheimer handelt es sich um die am hiufigsten diagnostizierte Form der Demenz, die auf
neuropathologischer Ebene unter anderem durch extrazellulire Plaques im Hirngewebe, die
hauptséchlich aus akkumulierten Amyloid-B-Peptiden bestehen, gekennzeichnet ist. Amyloid-3 (Ap) ist
das Produkt der sequenziellen amyloidogenen Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins (APP).
Eine starke Assoziation zwischen der Alzheimererkrankung und einer Hypovitaminose des Secosteroids
Vitamin D liegt in zahlreichen epidemiologischen Studien begriindet, die mild- bis moderat-reduzierte
Vitamin D-Spiegel in Alzheimerpatienten im Vergleich zu gesunden Individuen detektierten.
Vorausgegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe Experimentelle Neurologie konnten belegen, dass eine
Vitamin D-Hypovitaminose in Neuroblastomzellen iiber die Beeinflussung der 3-Sekretase und des AB-
Abbaus, vor allem der Neprilysin-mediierten Degradation, einen negativen Einfluss auf Prozesse hat,
die bei der Alzheimererkrankung eine wichtige Rolle spielen.

Eine Vielzahl an Vitamin D-Analoga, die sich in ihrer Affinitit zum Vitamin D-Rezeptor, ihrer
Serumhalbwertszeit sowie ihrem Effekt auf den Kalziumspiegel unterscheiden, findet therapeutischen
Einsatz. Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob diese Vitamin D-Analoga einen vergleichbaren Effekt
auf die molekularen Mechanismen der Alzheimerpathologie besitzen, wie er fiir Vitamin D beobachtet
wurde. Diese Frage wurde in Analogie zu vorausgegangenen Arbeiten in Neuroblastomzellen
untersucht. Es resultierte beziiglich des Gesamteffektes von Vitamin D auf AP kein signifikanter
Unterschied zwischen Vitamin D und den Analoga. Jedoch konnten fiir die einzelnen Vitamin D-
Analoga unterschiedliche Effektstirken hinsichtlich des Anabolismus und Katabolismus von Af
detektiert werden.

Fiir Vitamin D und seine Analoga ist ein durch den Vitamin D-Rezeptor mediierter Effekt auf die
Genexpression bekannt. Es stellte sich daher die Frage, ob Alzheimer-relevante Gene ebenfalls durch
diesen Rezeptor-vermittelten Mechanismus beeinflusst werden. Hierzu wurden insgesamt 117 Gene in
murinen Hirnproben analysiert, von denen acht Gene signifikant von einer Hypovitaminose beeinflusst
wurden. Von diesen acht Genen waren bereits zwei aus der Literatur bekannt und wurden bewusst als
interne Positivkontrollen in die Studie aufgenommen.

Interessanterweise waren bei den untersuchten Genen auch Gene des Lipidmetabolismus verdndert,
woraus sich die Fragestellung ergab, ob eine Vitamin D-Hypovitaminose einen Effekt auf das Lipidom
von Neuroblastomzelllinien ausiiben kann. Die detektierten Einfliisse verdnderten vorzugsweise die
Séttigung und Kettenlédnge der analysierten Lipide.

In vorausgegangenen Studien vermittelte Vitamin D seine Wirkung hauptséchlich iiber die B-Sekretase
und den Ap-Katabolismus. Daher sollte in folgenden Experimenten untersucht werden, ob die
detektierten Einfliisse einer Hypovitaminose auf die Lipidhomd&ostase einen Effekt auf die AP-
Degradation mediieren kdnnen. Hierbei zeigte sich, dass insbesondere kurzkettige Fettsduren die AB-
Degradation iiber eine Erhohung der Expression des AB-abbauenden Enzyms Insulin-degradierendes
Enzym (IDE) fordern. Gleichzeitig wurde detektiert, dass kurzkettige Fettsduren die Aktivitdt von IDE

erhohen.



Zusammenfassung

Weiterhin ist in der Literatur beschrieben, dass die beobachteten Verdnderungen in der Lipidhomdostase
die Aktivitdt der an der Prozessierung beteiligten Sekretasen beeinflussen konnen, was durch die
Experimentelle Neurologie experimentell bestétigt werden konnte. Auf Grund dessen, dass durch eine
Verdnderung der Sekretase-Aktivitét nicht nur die Produktion von AP, sondern auch die der APP-
intrazelluldren Domine (AICD) beeinflusst wird, sollte experimentell adressiert werden, ob die
Produktion und Aktivitdt von IDE durch einen verdnderten Gehalt an AICD beeinflusst wird. Hieraus
wiirde sich ein Regelkreis ergeben, bei dem die Lipidkomposition sowohl den AB- als auch den AICD-
Metabolismus beeinflusst und gleichzeitig der AICD-Metabolismus sowohl den Lipidmetabolismus als
auch den AB-Abbau reguliert (Abbildung 1). Eine dhnliche Regulation wurde bereits fiir die AICD und
Neprilysin beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde ein dhnlicher Mechanismus fiir die Regulation
von IDE detektiert. Dieser duBerte sich dadurch, dass in Abwesenheit der AICD die Aktivitét, der
Proteingehalt sowie die Transkription von IDE reduziert waren. Somit konnte auf molekularer Ebene
der Mechanismus der IDE-Regulation durch die Prozessierung von APP weiter aufgeklirt werden.

In einer abschlieBenden Fragestellung sollten neben Vitamin D auch andere fettlosliche Vitamine
hinsichtlich ihres Einflusses auf Alzheimer-relevante Stoffwechselwege untersucht werden. In diesem
Zusammenhang wurde in vorausgegangenen Arbeiten auf die Substanzklasse der E-Vitamine fokussiert.
Zudem wurde in der Literatur bereits ein modulierender Effekt von Vitamin A auf die nicht-
amyloidogene Prozessierung beschrieben. In Analogie zu Vitamin D sollte in der vorliegenden Arbeit
das Vitamin A-Derivat Acitretin, welches unter anderem bei Psoriasis vulgaris therapeutisch eingesetzt
wird, untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass Acitretin in vivo in der Lage ist die
Lipidkomposition im Gehirn und in der Leber zu beeinflussen. Die Verdanderungen der Lipidhomdostase
in der Leber reflektierten dabei den in der Literatur bekannten negativen Einfluss dieses Vitamin A-
Derivates auf die Triglyzeride. Interessanterweise wurden deutliche Unterschiede zwischen den
Verdnderungen der Lipidhomdostase in Leber- und Hirngewebe detektiert. Hier miissen weitere
Arbeiten ankniipfen, um weiterfilhrend zu {berpriifen, ob die durch Acitretin veridnderte
Lipidhomdostase im Gehirn beziiglich der Alzheimererkrankung einen negativen oder positiven

Einfluss vermitteln konnte.

|Vitamin D|
Abbildung 1: Zusammenfassung. In der

v vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von
| Lipidmetabolismus I Vitamin D auf die molekularen Mechanismen der
Alzheimererkrankung  weiter — aufgeklért. Es

wurden Effekte auf den Lipidmetabolismus
detektiert, welche die IDE-vermittelte Af-
Prozessierung des Amyloid- Degradation beeinflussten. Gleichzeitig konnte
Vorlauferproteins (APP) festgestellt werden, dass die AICD in der Lage ist
den Abbau von A zu regulieren. Die gestrichelten
Linien stellen Beziehungen dar, die in der Literatur
_ i beschrieben wurden. Die durchgezogenen Linien
AmyImd:VorIéufg_rprote|n- reprasentieren diejenigen Wechselwirkungen, die

Intrazellulare Domane (AICD)| in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt wurden.

Degradation durch das
Insulin-degradierende
Enzym (IDE)




Zusammenfassung

1.2 Influence of bioactive compounds on molecular mechanisms of Alzheimer’s disease

Morbus Alzheimer is the most frequent diagnosed form of dementia, characterized at neuropathological
level by, among other things, extracellular plaques in brain tissue consisting mainly of accumulated
amyloid-peptides. Amyloid-p (AB) is the product of sequential amyloidogenic processing of the amyloid
precursor protein (APP).

A strong association between Alzheimer’s disease (AD) and hypovitaminosis of the secosteroid
vitamin D is based on numerous epidemiological studies that detected mild-to-moderate reduced
vitamin D levels in AD patients compared to healthy individuals. Previous work by the Experimental
Neurology group has demonstrated, that vitamin D hypovitaminosis in neuroblastoma cells has a
negative impact on processes involved in AD via interference with -secretase and AP degradation,
particularly neprilysin-mediated degradation.

A variety of vitamin D analogues, which differ in their affinity for the vitamin D receptor, their serum
half-life and their effect on calcium levels, are used therapeutically. This raised the question whether
these vitamin D analogues have a comparable effect on the molecular mechanisms of AD pathology as
observed for vitamin D. This question was investigated in analogy to previous work in neuroblastoma
cells. No significant difference between vitamin D and the analogs resulted with respect to the overall
effect of vitamin D on AP. However, different effect sizes could be detected for the individual vitamin D
analogues with respect to the anabolism and catabolism of Af.

For vitamin D and its analogues, an effect on gene expression mediated by the vitamin D receptor is
known. Therefore, the question arose whether AD-related genes are also influenced by this receptor-
mediated mechanism. For this purpose, a total of 117 genes were analyzed using murine brain samples,
of which eight genes were significantly affected by hypovitaminosis. Of these eight genes, two were
already known from the literature and were deliberately included in the study as internal positive
controls.

Interestingly, genes involved in lipid metabolism were also altered in the genes examined, raising the
question of whether vitamin D hypovitaminosis can exert an effect on the lipidome of neuroblastoma
cell lines. The detected influences preferentially altered the saturation and chain length of the analyzed
lipids.

In previous studies, vitamin D mediated its effect mainly through B-secretase and AP catabolism.
Therefore, the following experiments were designed to investigate whether the detected influences of
hypovitaminosis on lipid homeostasis could mediate an effect on A degradation. Here, short-chain fatty
acids were found to promote AP degradation via an increase in the expression of the AP degrading
enzyme insulin-degrading enzyme (IDE). At the same time, short-chain fatty acids were detected to
increase the activity of IDE.

Furthermore, it is described that the observed changes in lipid homeostasis can influence the activity of
secretases involved in processing, which could be confirmed experimentally by the Experimental
Neurology. Since not only the production of A3 but also the production of the APP-intracellular domain
(AICD) is affected by a change in secretase activity, it should be addressed experimentally whether the
production and activity of IDE is influenced by a changed content of AICD.
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This would result in a regulatory loop in which lipid composition influences both Ap and AICD
metabolism and, at the same time, AICD metabolism regulates both lipid metabolism and Af

degradation (figure 2). Similar regulation has been described previously for AICD and neprilysin.

In the present work, a similar mechanism was detected for the regulation of IDE. This was manifested
by the fact that in the absence of AICD, the activity, protein level and the transcription of IDE were
reduced. Thus, at the molecular level, the mechanism of IDE regulation by processing APP could be
further elucidated.

In a final question, in addition to vitamin D, other fat-soluble vitamins were to be investigated regarding
their influence on metabolic pathways relevant to AD. In this context, previous work has focused on the
substance class of E vitamins. Moreover, a modulating effect of vitamin A on non-amyloidogenic
processing has already been described in the literature. In analogy to vitamin D, the vitamin A derivative
acitretin, which is used therapeutically for psoriasis vulgaris, among other things, was to be investigated
in the present work. It turned out that acitretin can influence the lipid composition in the brain and liver
in vivo. In this regard, the changes in lipid homeostasis in the liver reflected the negative influence of
this vitamin A derivative on triglycerides known in the literature. Interestingly, significant differences
were detected between the changes in lipid homeostasis in liver and brain tissue. Further work is needed
to investigate whether the altered lipid homeostasis in the brain due to acitretin could mediate a negative
or positive influence on AD.

|vitamin D|

A4
[ lipid metabolism |

processing of amyloid
precursor protein (APP)

- amyloid precursor protein
amyloid B intracellular domain (AICD)

degradation via
insulin-degrading
enzyme (IDE)

Abbildung 2: Summary. In the present work, the influence of vitamin D on the molecular mechanism of Alzheimer’s disease
was further elucidated. Effects on lipid metabolism were detected, which influenced IDE-mediated AP degradation. At the
same time, AICD was found to be able to regulate AP degradation. The dashed lines represent relationships that have been
described in the literature. The solid lines represent those interactions that were revealed in the present work.
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2 Einleitung

2.1 Die Alzheimer-Krankheit

2.1.1 Epidemiologische und klinische Aspekte

Bei der Alzheimererkrankung handelt es sich um eine neurodegenerative, progressive und irreversible
Form der Demenz, die 1906 erstmalig vom deutschen Nervenarzt Alois Alzheimer beschrieben und
nach ihm benannt wurde (GOEDERT, SPILLANTINI, 2006; LANE et al., 2018). Als neurodegenerative
Erkrankungen werden diejenigen Krankheiten zusammengefasst, die durch Funktionsstérungen von
Neuronen und deren Absterben charakterisiert sind und zu denen neben Morbus Alzheimer
beispielsweise auch Morbus Parkinson oder Multiple Sklerose ziahlen (CHAUDHURI, 2013; DUGGER,
DICKSON, 2017). Weltweit waren im Jahr 2021 55 Millionen Menschen von einer Demenz betroffen
und Prognosen zufolge werden im Jahr 2030 78 Millionen Demenzpatienten zu erwarten sein
(GAUTHIER et al., 2021). In Deutschland leben derzeit mehr als 1,6 Millionen Patienten mit einer
Demenz (BUNDESGESUNDHEITSMINISTERIUM, 2020) und die Anzahl an neu diagnostizierten
neurodegenerativen Erkrankungen betridgt circa 300.000 pro Jahr. Hinzu kommt, dass die mittlere
Lebenserwartung steigt und Hochrechnungen zufolge im Jahr 2050 in Deutschland geschlechtsabhéngig
zwischen 81 und 87 Jahren liegen wird (EISENMENGER et al., 2006). Einhergehend mit diesem
Anstieg in der élteren Bevdlkerung ist mit einer Zunahme der Zahl an Patienten, die an
neurodegenerativen Erkrankungen leiden, zu rechnen. Dass das Auftreten der Alzheimererkrankung mit
zunehmendem Alter héufiger wird, berichtete beispielsweise eine Studie aus den Vereinigten Staaten
von Amerika. Diese beschrieb, dass 3 % der Bevolkerung zwischen 65 und 74 Jahren die Diagnose
Morbus Alzheimer erhalten, wiahrend es sich bei den iiber 85-Jdhrigen schon um 32 % handelt
(HEBERT et al., 2013). Da derzeit noch keine Therapicansitze mit Heilungsaussicht fiir
neurodegenerative Erkrankungen zur Verfiigung stehen, liegt ein Fokus der aktuellen Alzheimer-

Forschung auf der Pravention.

2.1.1.1  Klinische Symptomatik und Stadien

Morbus Alzheimer gilt bei Menschen, die dlter als 65 Jahre sind, als die hdufigste Ursache einer Demenz
(RABINOVICI, 2019), wobei auch Mischformen mit beispielsweise der vaskuldren Demenz auftreten
konnen. Die mittlere Uberlebensdauer von Alzheimerpatienten betriigt je nach Alter der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose zwischen vier und neun Jahren (BROOKMEYER et al., 2002; GANGULI et
al., 2005; HELZNER et al.,, 2008; LARSON et al., 2004). Weitere Formen der Demenz sind
beispielsweise die vaskuldre Demenz, die Lewy-Korper-Demenz oder die frontotemporale Demenz
(ALZHEIMER S-ASSOCIATION-REPORT, 2021). Wihrend bei der vaskuliren Demenz neben
initialen Symptomen, wie beispielsweise einem beeintrachtigten Urteilsvermdgen, haufig auch
Probleme mit motorischen Funktionen auftreten, wird die Lewy-Koérper Demenz unter anderem von
Symptomen wie visuellen Halluzinationen oder Schlafstérungen begleitet. Bei der Frontotemporalen
Demenz treten hdufig unter anderem Personlichkeits- und Verhaltensverdnderungen sowie
Sprachstérungen auf, wihrend die Gedachtnisfunktion in frilhen Stadien dieser Demenzform
unbeeintrachtigt ist (ALZHEIMER 'S-ASSOCIATION-REPORT, 2021).
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Morbus Alzheimer kann anhand der Symptomatik in die drei Stadien mild/friih, moderat und schwer
gegliedert werden (ZVEROVA, 2019). Diesen Stadien vorausgestellt wird die préklinische
Alzheimererkrankung sowie die Phase der milden kognitiven Beeintrédchtigungen auf Grund einer
Alzheimererkrankung (engl. mild cognitive impairments, MCI) (ALZHEIMER'S-ASSOCIATION-
REPORT, 2021).

In der praklinischen Phase lassen sich Verdnderungen in Alzheimerbiomarkern, wie beispielsweise
erhohte Spiegel an Amyloid-f oder ein reduzierter Glukosemetabolismus im Gehirn durch Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) messen (MOSCONTI, 2013; SPERLING et al., 2020). Jedoch entwickeln
die Betroffenen noch keine Alzheimer-typischen Symptome, wie zum Beispiel Gedachtnisverlust, auf
die an spiterer Stelle detaillierter eingegangen wird. Dieses Diagnoseverfahren sollte nicht exklusiv
angewandt werden und Bedarf einer Weiterentwicklung, da es Personen gibt, die zwar die Alzheimer-
typischen Verdnderungen im Gehirn aufweisen, jedoch im Verlauf ihres Lebens keine MCI- oder
Alzheimersymptome entwickeln (BENNETT et al., 20006).

Wihrend der MCI-Phase sind die Alzheimer-spezifischen Biomarker ebenfalls verdndert und zusitzlich
treten leichte kognitive Beeintrachtigungen auf, die dem Betroffenen selbst und nahestehenden
Angehorigen auffallen konnen, jedoch noch nicht mit dem selbststéndigen Leben und alltéiglichen
Aktivitdten interferieren (ALZHEIMER'S-ASSOCIATION-REPORT, 2021). Unter den MCI-Patienten
entwickeln circa 15 % nach zwei Jahren (PETERSEN et al., 2018) und circa 32 % innerhalb von fiinf
Jahren (WARD et al., 2013) eine Demenz beziehungsweise Alzheimererkrankung. Jedoch gibt es auch
Betroffene, die keinen fortschreitenden kognitiven Riickgang aufweisen oder zu einer normalen
kognitiven Funktion zuriickkehren (MORADI et al., 2021). Aus diesem Grund ist die Moglichkeit der
Identifizierung derjenigen MCI-Patienten mit einem erhohten Risiko einer Demenzentwicklung
Gegenstand aktueller Forschung.

Morbus Alzheimer wird durch Symptome wie Gedachtnisverlust, welcher sich anfénglich hauptséchlich
auf kiirzlich generierte Erinnerungen oder Konversationen konzentriert, Beeintrdchtigungen des
abstrakten Denkens oder des Urteilsvermdgens, aber auch Verhaltens- und Stimmungsveridnderungen,
wie Apathie und Depressionen, einhergehend mit starken Emotionen, charakterisiert (ALZHEIMER'S-
ASSOCIATION-REPORT, 2021; ATRI, 2019; ZVEROVA, 2019). Begleitet werden diese Symptome
von Verdnderungen der Biomarker in den betroffenen Hirnregionen. Im Verlauf der
Alzheimererkrankung variieren die Symptome, welche von den betroffenen noch Personen selbst
wahrgenommen werden konnen, und reflektieren die neuronalen Schidigungen in speziellen
Hirnarealen (ALZHEIMER 'S-ASSOCIATION-REPORT, 2021). In der milden Phase beeintridchtigen
die Symptome wenige alltdgliche Situationen, wodurch die Betroffenen noch selbststindig leben konnen
und nur minimale Unterstiitzung bendtigen. Die moderate Phase, welche héufig am ldngsten anhilt, ist
dadurch gekennzeichnet, dass die Patienten eine Vielzahl alltdglicher Aufgaben, wie beispielsweise die
Aufrechterhaltung der Korperhygiene, nicht mehr ausfithren konnen sowie Schwierigkeiten in der
Kommunikation und Personlichkeits- und Verhaltensdnderungen auftreten. Im schweren Stadium der
Erkrankung sind die Patienten nicht mehr in der Lage, die Kontrolle iiber ihren Korper auszuiiben,
sodass sie grofite Schwierigkeiten mit dem Schlucken, Gehen und Sprechen haben und eine stindige,
pflegende Betreuung benétigen. In dieser Phase treten auf Grund der Bettldgerigkeit unter anderem
Infektionen, wie beispielsweise Aspirationspneumonien, oder Blutgerinnsel auf, die héufig den Grund
fiir das Versterben der Patienten darstellen (ALZHEIMER'S-ASSOCIATION-REPORT, 2021).
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2.1.1.2  Differenzierung zwischen der sporadischen und familidren Form

Anhand des Erkrankungsalters kann zwischen zwei Formen der Alzheimererkrankung unterschieden
werden: der familidren Form (< 65 Jahren; engl. early onset Alzheimer’s disease, EOAD) und der
sporadischen senilen Form (> 65 Jahren; engl. late onset Alzheimer’s disease, LOAD).

Die sporadische Variante macht mehr als 95 % der Alzheimerfille aus (REITZ, MAYEUX, 2014) und
das fortschreitende Alter stellt einen hauptséchlichen Risikofaktor dar (BREIJYEH, KARAMAN,
2020). Die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung dieser Form der Demenz verdoppelt sich ab einem Alter
von 65 Jahren alle fiinf Lebensjahre (MCDOWELL, 2001; QIU et al., 2009). Ein im Zusammenhang
mit dem Risiko fiir die sporadische Form von Morbus Alzheimer identifiziertes Gen ist APOE
(Apolipoprotein E), dessen Variante €4 in heterozygoter Ausprigung mit einem dreifach und in
homozygoter Form mit einem 12-fach erhohten Alzheimerrisiko assoziiert wird (GIRI et al., 2016;
MAHLEY, 2016; SILVA et al., 2019). Die Involvierung von APOE in den Fettsduretransport liefert
einen Hinweis dafiir, dass der Lipidmetabolismus auf die Entstechung und Progression der
Alzheimererkrankung Einfluss haben konnte. Bestirkt wird diese Vermutung dadurch, dass
Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, wie erhohte Cholesterinspiegel, Fettleibigkeit,
Bluthochdruck und Diabetes mellitus mit einem gesteigerten Risiko fiir die Entwicklung von Morbus
Alzheimer assoziiert sind (SILVA et al., 2019). Dariiber hinaus gelten unter anderem MCI,
mittelschwere bis schwere Schéddel-Hirn-Trauma und geringe schulische Bildung als Risikofaktoren fiir
die Entwicklung der Alzheimererkrankung oder anderer Demenzformen.

Der sporadischen Variante der Alzheimer-Krankheit steht die familidre Form, welche circa 1-5 % der
Patienten betrifft (REITZ, MAYEUX, 2014), gegeniiber. Diese unter anderem in Mutationen der fiir die
Proteine Amyloides Vorlauferprotein (engl. amyloid precursor protein, APP), Presenilin 1 (PSENT) und
Presenilin 2 (PSEN2) kodierenden Gene APP, PSENI und PSEN2 begriindete Form der
Alzheimererkrankung tritt vor dem 65. Lebensjahr auf (MENDEZ, 2017) und es ist von einer hohen
Penetranz (circa 85 %) der pathogenen Mutationen auszugehen (REITZ, MAYEUX, 2014).

In diesem Kontext ist zu erwdhnen, dass die Charakterisierung des genetischen Hintergrunds der
Alzheimer-Krankheit, die Gegenstand aktueller Forschung ist, wie beispiclsweise die aktuelle
Veroffentlichung von Bellenguez et al. verdeutlicht (BELLENGUEZ et al., 2022), eine Gelegenheit
bietet, die mit dieser Krankheit in Verbindung stehenden pathophysiologischen Prozesse aufzuklaren.
Dies spielt fiir die Pravention der Erkrankung eine entscheidende Rolle, da pathophysiologische

Veranderungen bereits einige Jahre vor einer klinischen Manifestation beginnen.

2.1.1.3  Die Neuropathologie

Hinsichtlich der Neuropathologie der Alzheimererkrankung sind auf makroskopischer Ebene zumindest
moderate kortikale Atrophien zu verzeichnen, die am meisten in den multimodalen Assoziationskortizes
sowie den Strukturen des limbischen Lappens ausgeprigt sind und mit einem reduzierten Gewicht des
Gehirns einhergehen. Sichtbar erweiterte Griaben (lat. Sulci) und ein Riickgang der Windungen (lat.
Gyri) im frontalen und temporalen Kortex sind ebenfalls charakteristisch. Die makroskopischen
Charakteristika sind jedoch nicht Alzheimer-spezifisch und daher als eher unterstiitzend fiir die
Diagnosestellung anzusehen (DETURE, DICKSON, 2019).
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Zu den hauptsichlichen neuropathologischen Merkmalen der Alzheimer-Krankheit auf mikroskopischer
Ebene zdhlen neben den extrazelluldren senilen Amyloid-B (AB) Plaques in Hirnregionen wie dem
Hippocampus und Kortex, welche fiir das Gedichtnis und die Kognition verantwortlich sind, auch
intrazelluldre neurofibrillire Biindel. Weiter gelten eine Atrophie des Hirngewebes, ein Verlust von
Synapsen sowie immunologische Verdnderungen durch Mikrogliazellen als Merkmale der
Alzheimererkrankung (DETURE, DICKSON, 2019). Der Synapsenverlust tritt hauptséchlich im
parieto-temporalen und frontalen Kortex, dem Ort der Generierung von Gedichtnisinhalten, auf,
weshalb der dortige Verlust neuronaler Verbindungen die Alzheimer-typischen Defizite bedingt
(MIRRA et al., 1991). Auf die AB-Plaques und deren Entstehung wird im folgenden Kapitel (Kapitel
2.1.2) detailliert eingegangen.

Bei den neurofibrillédren Biindeln handelt es sich um eine hyperphosphorylierte und fehlgefaltete Form
des strukturellen mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau innerhalb von Neuronen (GRUNDKE-IQBAL
et al., 1986). Neben den Dendriten, die der Signalaufnahme dienen, stellen Axone einen weiteren
neuronalen Fortsatz dar, welcher die Funktion besitzt, Neuronen mit ihren Zielzellen zu verbinden. Auf
Grund dessen, dass Axone von beispielsweise Motoneuronen eine Lénge von bis zu einem Meter haben
konnen, miissen diese in der Lage sein, die unter anderem zur Zellkommunikation notwendigen Stoffe
beziehungsweise Vesikel zu entfernten Synapsen transportieren zu konnen. Dieser Transport wird tiber
komplexe intrazellulidre Prozesse gewéhrleistet, die als schneller axonaler Transport (engl. fast axonal
transport, FAT) bezeichnet werden. Er ist fiir die Aufrechterhaltung der neuronalen Funktion und das
neuronale Uberleben essenziell, weshalb Beeintrichtigungen zur Neurodegeneration fiihren (COMBS
et al., 2019). Die physiologische Funktion von Tau liegt in der Modulierung der Signalweiterleitung,
die beispielsweise durch den Aufbau und die Stabilisierung der Mikrotubuli-Struktur oder Kinesin-
Mikrotubuli-Interaktionen vermittelt wird. In ihrer pathologischen Form, die beispielsweise im Rahmen
der Alzheimererkrankung oder anderer Tauopathien auftritt, verlieren die Tau-Proteine beispielsweise
auf Grund ihrer Hyperphosphorylierung die Fahigkeit, Mikrotubuli zu binden und zu stabilisieren, was
unter anderem in einer Destabilisierung des Zytoskeletts sowie in beeintrachtigten axonalen
Transportprozessen resultiert (ALONSO et al., 1994). Neurofibrilldre Biindel konnen in verschiedenen
Stadien auftreten, wobei Pri-Biindel bestehend aus ersten Fehlkonformationen von Tau im Zellkdrper
und Dendriten von Neuronen initial auftreten. Diese entwickeln sich zu aggregierten Filamenten im
Perikaryon und den proximalen Zellfortsitzen weiter, wobei die Morphologie der Biindel von der Art
der Neurone, in welchen sie entstehen, abhingig ist (PERL, 2010). Die reifen Biindel verdrdngen
schlieBlich den Zellkern sowie weitere essenzielle Zellbestandteile, was das Absterben des betroffenen
Neurons bedingt (DETURE, DICKSON, 2019). Die neuronale Tau-Pathologie korreliert in ihrer
Auspragung und Lokalisierung mit dem Verlust von Nervenzellen, der Schwere der
Alzheimererkrankung und dem klinischen Verlauf (ARRIAGADA et al., 1992; BIERER et al., 1995).
Anhand der Ausbreitung neurofibrilldrer Verédnderungen im Telencephalon lassen sich nach Braak &
Braak sechs Entwicklungsstadien der Alzheimer-Krankheit unterscheiden. In den ersten beiden Stadien
dringt der pathologische Prozess in die transentorhinalen und entorhinalen Regionen ein. In den Stadien
1T und IV erfolgt ein Vordringen in die angrenzenden kortikalen und subkortikalen Komponenten des
limbischen Systems. In den Stadien V und VI sind schlieBlich die Assoziationsgebiete des Neokortex
betroffen (BRAAK et al., 1998).
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Auf zelluldrer Ebene gibt es neben den Beeintrichtigungen des AP- und Tau-Metabolismus eine
Vielzahl weiterer Prozesse, die zur Entstehung dieser multifaktoriellen Form der Demenz beitragen. Zu
diesen zéhlen neben der schon aufgefiihrten Lipidhomdoostase (GARCIA-VINUALES et al., 2021; KAO
et al., 2020) beispielsweise der Energie-Metabolismus sowie Neuroinflammation (SUNG et al., 2020),
oxidativer Stress (IONESCU-TUCKER, COTMAN, 2021), Signaltransduktion (CHIDAMBARAM,
CHINNATHAMBI, 2020), Neurogenese (BERGER et al., 2020) und transkriptionelle Regulierung
(NUNOMURA, PERRY, 2020).

2.1.2 Molekulare Mechanismen der Amyloid-p3 Pathologie

Wie im vorausgegangenen Kapitel bereits beschrieben, kann die Bildung von Ap-Plaques auf
Verdnderungen in der sequenziellen proteolytischen Prozessierung von APP zuriickgefiihrt werden.
APP ist ein Typ 1-Transmembranprotein, was bedeutet, dass der N-Terminus eine extrazelluldre und
der C-Terminus eine intrazellulére Ausrichtung hat. Es handelt sich um ein Mitglied einer konservierten
Proteinfamilie, welche auch die APP Homologen APLP1 und APLP2 (engl. APP-like proteins 1/2)
inkludiert. APP kann auf zwei Weisen prozessiert werden, wobei der in nicht-neuronalen Zellen
quantitativ {iberlegenen nicht-amyloidogenen Prozessierung die amyloidogene Prozessierung
gegeniibersteht (Abbildung 3). Wahrend der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird APP initial durch
die a-Sekretase zwischen Lysin-16 und Leucin-17 innerhalb der AB-Sequenz gespalten, woraus die
Ektodoméne sAPPa (engl. soluble APPa) und das a-C-terminale Fragment (o-CTF) resultieren.
Analog dazu erfolgt der initiale Schnitt in der amyloidogenen Prozessierung durch die 3-Sekretase und
es entstehen die Ektodomine sAPPPB und das B-C-terminale Fragment (B-CTF). Die beiden
membranstindigen C-terminalen Fragmente werden weiter durch die y-Sekretase prozessiert und in
beiden Féllen resultiert jeweils die APP-Intrazelluldre Doméne (engl. APP intracellular domain, AICD)
sowie durch die nicht-amyloidogene Prozessierung das p3 Protein und durch die amyloidogene
Prozessierung das sekretierte, neurotoxische A3 Peptid (CHEN et al., 2017; HAASS, 2004).

Im folgenden Abschnitt werden die an der proteolytischen Prozessierung von APP beteiligten
Sekretasen genauer vorgestellt. Bei den Proteasen, die die Enzymaktivitit der a-Sekretase vermitteln,
handelt es sich um membrangebundene Metalloproteasen (LAMMICH et al., 1999). Mitglieder der
ADAM- (engl. a disintegrin and metalloprotease) Familie wurden als o-Sekretasen identifiziert, da
beispielsweise eine verdnderte Expression von ADAM9, ADAM10 und ADAMI17 in einer gednderten
Generierung von sAPPa resultierte (ASAI et al., 2003). Basierend auf der aktuellen Literatur gelten
ADAMI10 und ADAM17 in vielen Zelltypen als wichtige, konstitutive a-Sekretasen und stehen daher
héufig im Fokus der Erforschung Alzheimer-spezifischer Therapiemoglichkeiten (siche Kapitel 2.1.4)
(KUHN et al., 2010). Wahrend der amyloidogenen Prozessierung von APP ist BACE1 (engl. f-site APP
cleaving enzyme 1) als hauptsichliche B-Sekretase flir den geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt in der
Generierung von AP Peptiden verantwortlich (HAMPEL et al., 2021b; SINHA et al., 1999; VASSAR
et al., 1999). Bei BACEI handelt es sich um eine membrangebundene Aspartatprotease, deren pH-
Optimum im sauren Milieu liegt. Aus diesem Grund ist die primére Lokalisierung von BACE1 im Golgi-
Apparat und den Endosomen (VASSAR et al., 1999).
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Neben dem Schnitt an Position 1 (Asparaginsdure-1) der A Sequenz, wurde fiir BACE1 auch eine
Spaltung an der B’-Stelle, welche sich zwischen Tyrosin-10 und Glutaminsdure-11 innerhalb der A
Sequenz befindet, beschriecben (CREEMERS et al., 2001; VASSAR et al., 1999).

In Bezug auf die y-Sekretase wurde vor weniger als 25 Jahren Presenilin 1 als Hauptbestandteil des y-
Sekretasekomplexes, welcher 19 Transmembrandoménen enthélt, identifiziert (DE STROOPER et al.,
1998; WOLFE et al., 1999). Bei Presenilin handelt es sich um eine Aspartatprotease, fiir deren
proteolytische Enzymaktivitit die Assoziation mit den drei weiteren Proteinen Nicastrin, anteriorer
Pharynxdefekt 1 (engl. anterior pharynx defective 1, Aphl) sowie Presenilin-Verstirker-2 notwendig
ist (DE STROOPER, 2003; KIMBERLY et al., 2003). Innerhalb des menschlichen Genoms liegen
jeweils zwei Gene fiir Presenilin (PSENI und PSENZ2) sowie jeweils eines fiir das Aphl-Homolog A
(A4PHIA) und das Aphl-Homolog B (4APHIB) vor, wobei innerhalb des tetrameren y-
Sekretasekomplexes je beide Formen assoziiert sein konnen (DE STROOPER, 2003; HEBERT et al.,
2004; SHIROTANI et al., 2004). Die y-Sekretase ist fiir die Endoproteolyse der aus der a- oder j3-
Sekretase-Spaltung hervorgegangenen o-CTF oder B-CTF von APP verantwortlich und ihre
Enzymaktivitit resultiert wihrend der amyloidogenen Prozessierung in der Generierung von
unterschiedlichen langen AB-Peptiden. Als die dabei hauptsédchlich durch den Schnitt an der y-Stelle
generierten Peptidspezies gelten ABss, AP0, welches auf Valin-40 endet, und A4, mit Alanin-42 als
endstindige Aminosdure (JARRETT et al., 1993). Gleichzeitig findet an der g-Stelle ein Schnitt statt,
der in der intrazellularen Freisetzung der AICD, welche entweder an Valin-51 oder Methionin-52 startet,
resultiert. Ein fiir diese Spaltung vorgeschlagenes Modell beschreibt, dass der initiale Schnitt der y-
Sekretase an der e-Stelle stattfindet und der Sekretasekomplex ausgehend von dieser Stelle das Protein
progressiv in Schritten von drei C-terminalen Séureresten, was einer a-helikalen Drehung entspricht,
verkiirzt, bis die y-Stelle erreicht ist (TAKAMI et al., 2009).

Die neben AP durch die sequenzielle Prozessierung von APP entstehende AICD ist in die
transkriptionelle Regulierung einer Vielzahl unterschiedlicher Gene involviert. Zu diesen gehdren
beispielsweise APP, BACE1, NEP, der mitochondriale induzierbare Transkriptions-Ko-Aktivator PGC-
la sowie Schliisselenzyme verschiedener Lipidsignalwege (GRIMM et al., 2015a; PARDOSSI-
PIQUARD et al., 2005; ROBINSON et al., 2014; VON ROTZ et al., 2004). AICD-Peptide, welche nur
eine sehr geringe zytosolische Halbwertszeit aufweisen, konnen iiber das YENPTY-Motiv mit
Adapterproteinen, wie Fe65, interagieren, wodurch ihre Stabilitit erhoht und eine Translokation in den
Zellkern ermoglicht wird (KIMBERLY et al., 2001). Im Nukleus assoziieren beide Komponenten mit
der Histonacetyltransferase Tip60, was in der Bildung des AFT-Komplexes resultiert (CAO, SUDHOF,
2001; VON ROTZ et al, 2004). Es wurde postuliert, dass hauptsdchlich der amyloidogene
Prozessierungsweg fiir die Kernlokalisierung der AICD verantwortlich ist (GOODGER et al., 2009).

Im physiologischen Zustand finden beide Arten der APP-Prozessierung statt. Und auch der Fakt, dass
beide Mechanismen evolutiondr hoch konserviert sind, ldsst vermuten, dass beiden
Prozessierungsformen eine wichtige Rolle zukommt. Im Gehirn von Alzheimerpatienten ist die
Ausgeglichenheit im Verhéltnis der beiden APP-Prozessierungswege beeintréchtigt.
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Das physiologische Gleichgewicht ist hin zur amyloidogenen Prozessierung verschoben, was die
Generierung von AB-Peptiden bedingt, welche in ihrer oligomerisierten Form neurotoxisch sind. Diese
AB-Oligomere bedingen unter anderem synaptische Beeintréchtigungen sowie Neurodegeneration und
stellen ein histopathologisches Charakteristikum der Alzheimererkrankung dar (LAMBERT et al., 1998;
UMEDA et al., 2011). Nach der anfanglichen Entdeckung und Sequenzierung von AB-Peptiden wurde
im Rahmen der ,,Amyloid-Kaskaden-Hypothese* vermutet, dass amyloide Fibrillen und Plaques die
Ausloser der Alzheimererkrankung seien. Zwischenzeitlich wurde diese Hypothese dahingehend
verandert, dass kleine, l6sliche Aggregate, die AB-Oligomere, die Progression der Alzheimer-Krankheit
initiieren. Zudem wurden die neurotoxischen Eigenschaften auf spezielle Varianten, wie APx-2,
zuriickgefithrt. Heutzutage wird die ,,Amyloid-Kaskaden-Hypothese* der familidren Form der
Alzheimererkrankung zugrunde gelegt, wéhrend immer deutlicher wird, dass es sich bei der
sporadischen Krankheitsform, um eine multifaktorielle Erkrankung handelt, die durch eine Vielzahl
genetischer Faktoren aber auch durch Umwelteinfliisse beeinflusst wird (DE STROOPER, 2010).

extrazellulir
Membran ;i

nicht-amyloidogene Prozessierung f,:r}5&£c}izlféiz-\ amyloidogene Prozessierung
a-Sekretase B-Sekretase
\ Spaltung Spaltung /
BACEI /\
[\ a-Sekretase ‘/ el
S B

y-Sekretase y-Sekretase
Spaltung S< Spaltung
Degradation

\ Nicastrin (IDE,NEP) \ Nicastrin
@ ﬁi@@@@ﬂ@@ﬁ@» | ﬁ@ﬁ DEpanED:

Presenilin Presenilin

v 4

Abbildung 3: APP-Prozessierung. Das Typ 1-Transmembranprotein APP (engl. amyloid precursor protein)
kann auf zwei unterschiedliche Arten sequenziell prozessiert werden. Bei der nicht-amyloidogenen
Prozessierung (linke Abbildungshélfte) spaltet die o-Sekretase APP innerhalb der AB Sequenz, wodurch das
l6sliche APPoa-Fragment (engl. soluble APPca, sAPPa) sezerniert und das membranstidndige Fragment C83
generiert wird. Die folgende y-Sekretase Spaltung resultiert in der extrazelluldren Freisetzung des Peptids p3 und
der intrazelluldren Freisetzung der AICD (engl. APP intracellular domain). Dem gegeniiber steht der
amyloidogene Prozessierungsweg von APP (rechte Abbildungshalfte), bei welchem die 3-Sekretase initial spaltet
und das 16sliche APPB-Fragment (engl. soluble APPp, sAPPP) sezerniert und das membranstindige Fragment
C99, welches die AB-Sequenz enthélt, generiert wird. Auch hier erfolgt der zweite Schritt durch die y-Sekretase
und es resultiert die Bildung der AICD und des AB-Peptides, welches extrazelluldr freigesetzt wird. Unter
physiologischen Bedingungen steht der Bildung von AB-Peptiden deren Degradation, welche hauptsdchlich
enzymatisch durch das Insulin-degradierende Enzym (IDE) oder Neprilysin (NEP) erfolgt, in einem
ausgewogenen Verhiltnis gegeniiber. Unter pathologischen Bedingungen konnen die AB-Generierung erhoht
und die Degradation vermindert sein, was dazu fiihrt, dass die iiberschiissigen AP-Peptide neurotoxische
Oligomere ausbilden und es zur Bildung der Alzheimer-typischen AB-Plaques im Gehirn kommt. Teile der
Abbildung wurden unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art gezeichnet. Servier Medical Art von
Servier ist unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported  License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Abbildung veréndert nach (GRIMM et al., 2013b).
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Unter physiologischen Bedingungen wird die Bildung von AP durch einige Prozesse, die unter anderem
die proteolytische Degradation, die zellvermittelte Beseitigung sowie den aktiven Transport aus dem
Gehirn umfassen, ausgeglichen. Losliche, extrazelluldre AB-Peptide kdnnen beispielsweise durch den
Efflux ins Blut tiber die Blut-Hirn-Schranke beseitigt werden (TARASOFF-CONWAY et al., 2015).
Die proteolytische Degradation von AB-Peptiden, welche kontinuierlich durch spezialisierte Enzyme,
wie beispielsweise die beiden hauptséchlich fiir die extra- und intrazellulire Ap-Degradation
verantwortlichen Enzyme Neprilysin (NEP) und das Insulin-degradierende Enzym (IDE), katalysiert
wird, stellen einen wichtigen Faktor fiir die zerebralen AB-Spiegel dar (NALIVAEVA, TURNER, 2019;
SAIDO, LEISSRING, 2012). Bereits kleine Abweichungen in dem Verhéltnis zwischen AB-Produktion
und Degradation konnen zu einer AB-Akkumulierung fiihren (BATEMAN et al., 2006). Die Zink-
Metalloendopeptidase IDE mit einer Splei3form-abhéngigen Grofle von 110 kDa ist im Gegensatz zu
Neprilysin, welches eine breite Substratspezifitit hat, spezifisch fiir f-Strukturen-ausbildende Substrate
und daher im Hinblick auf die Alzheimerpathologie von entscheidender Bedeutung (KUROCHKIN et
al., 2018; SOUSA et al., 2021). Weitere Substrate von IDE sind unter anderem die kurzen Polypeptide
Insulin, Glukagon oder Amylin, was die wichtige Rolle dieser Endopeptidase im
Kohlenhydratmetabolismus verdeutlicht (TUNDO et al., 2017). IDE ist vorrangig im Zytosol, aber auch
in anderen subzelluldren Kompartimenten, wie Endosomen, Peroxisomen und Mitochondrien, der
Plasmamembran oder im konditionierten Medium neuronaler Zellen vorhanden, und gilt als
hauptséchliche Peptidase fiir die Degradation zytoplasmatischen, monomeren AP, wéhrend die
Oligomerisierung den AB-Abbau durch IDE reduziert (CHESNEAU et al., 2000; QIU et al., 1998; QIU
et al., 1997; STARGARDT et al., 2013). Neben AP wurde auch die AICD sowohl in vitro als auch in
vivo als Substrat von IDE beschrieben (FARRIS et al., 2003). In Tierstudien wurde die wichtige Rolle
von IDE in der AB-Degradation dadurch verdeutlicht, dass in IDE-defizienten Méausen eine erhohte
Akkumulation von A-Peptiden begleitet von Hyperinsulindmie und Glukoseintoleranz beobachtet
wurde, wihrend die Plaquebildung im Gehirn von Méusen mit {iberexprimiertem IDE reduziert war
(FARRIS et al., 2003; LEISSRING et al., 2003; MILLER et al., 2003). Auch in Alzheimerpatienten
wurde ein Zusammenhang zwischen IDE und der Alzheimerpathologie detektiert. Beziiglich der
hippocampalen IDE-Proteinspiegel wurde eine um circa 50 % reduzierte Expression in Abhéngigkeit
des APOE-Status berichtet, welche von ebenfalls verringerten Mengen an /DE-mRNS- (messenger
ribonucleic acid) in Hippocampusproben von APOE4-Trigern im Vergleich zu Nichttrigern und
gesunden Individuen begleitet wurden (COOK et al., 2003). Einhergehend damit wurde auch eine
signifikant reduzierte IDE-Enzymaktivitdt im Hippocampus von MCI-Patienten beschrieben, welche
beim Ubergang von MCI zu einer leichten bis mittelschweren Alzheimererkrankung weiter abnahm und
negativ mit dem AP-Gehalt im Gehirn korrelierte (ZHAO et al.,, 2007). Gestirkt wird dieser
Zusammenhang auf genetischer Ebene, da verschiedene /DE-Genvarianten und Polymorphismen mit
AB-Konzentrationen und dem Alzheimerrisiko assoziiert wurden (REITZ et al., 2012; WANG et al.,
2015).
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2.1.3 Lipide in der Alzheimererkrankung

Die Lipid-Dyshomoostase ist eine Thematik, die derzeitig immer mehr in den Fokus der
Alzheimerforschung riickt, da Verdnderungen verschiedenster Lipidklassen wihrend frither Stadien der
neurodegenerativen Erkrankung auftreten. Dabei gehoren lipidbedingte Verédnderungen zu den ersten
neuropathologischen Befunden, die Alois Alzheimer 1907 identifizierte: ,,[...] daneben zeigen viele
Gliazellen groBe Fettsécke.” (ALZHEIMER et al., 1995). Das Gehirn, welches neben dem Fettgewebe
das zweitfettreichste Organ darstellt, besteht zu mehr als 50 % seines Trockengewichts aus Lipiden.
Hauptlipidspezies im Gehirn sind Phospholipide, weiter sind unter anderem Sphingolipide, Glykolipide
und Sterole vertreten (SASTRY, 1985). Lipide stellen einerseits essenzielle Komponenten zelluldrer
Membranen, wie beispielsweise Synapsen und Myelinscheiden, dar und konnen bei der
Signaliibertragung fiir eine Vielzahl biologischer Prozesse eine Rolle spielen, andererseits sind sie als
bioenergetische Kraftstoffe in den Energiemetabolismus involviert.

Beziiglich Fettsduren, welche Bausteine fiir fast alle Lipidklassen sind und hinsichtlich ihres
Sattigungsgrades in gesittigte (doppelbindungsfrei; engl. saturated fatty acids, SFA), einfach- (eine
Doppelbindung; engl. monounsaturated fatty acids, MUFA) oder mehrfach- (mehr als eine
Doppelbindung; engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA) ungesittigte Fettsduren klassifiziert werden
konnen, wurden verdnderte Spiegel im Gehirn und Plasma von Alzheimerpatienten detektiert.
Allgemein war der Gehalt an ungesittigten Fettsduren in Personen mit Alzheimerdiagnose verglichen
zu gesunden Personen niedriger, was sich vor allem in reduzierten -3 PUFA- (z.B. Docosahexaensiure,
DHA) und MUFA- (z.B. Olsiure) Spiegeln duBerte (FONTEH et al., 2020; SNOWDEN et al., 2017).
Einhergehend damit wurden gerad- und langkettige, gesittigte Fettsduren als erhoht in der
Cerebrospinalfliissigkeit von Alzheimerpatienten berichtet (FONTEH et al., 2014).

Unter Glycerophospholipiden und Sphingolipiden werden Lipidmolekiile mit amphiphilem Charakter
verstanden. Dieser resultiert aus ihrer Struktur, da sich Vertreter dieser Lipidklassen aus zwei
hydrophoben Fettacylketten und einer hydrophilen ,Kopfgruppe®, die an ein alkoholbasiertes
Grundgeriist gebunden sind, zusammensetzen. Im Fall der Glycerophospholipide, bei welchen zwei
Fettsdureketten und eine polare Phosphatgruppe an ein Glycerol-Riickgrat konjugiert sind, berichteten
Studien an postmortalen Hirnproben von Alzheimerpatienten reduzierte Spiegel an Vertretern dieser
Lipidklasse, zu denen Phosphatidylcholine (PC), Phosphatidylethanolamine (PE) oder
Phosphatidylinositole (PI) zéhlen (GUAN et al., 1999; NITSCH et al., 1992; PETTEGREW et al., 2001;
STOKES, HAWTHORNE, 1987). Ein Vertreter der Sphingolipide, der gleichzeitig als Phospholipid
klassifiziert werden kann, ist das Sphingomyelin, welches aus einer Phosphatidylcholin-Gruppe, die an
ein Ceramid gebunden ist, besteht. Im Gehirn von Alzheimerpatienten sind die Sphingomyelinspiegel
vermindert (HE et al., 2010), wobei diese Verdnderungen abhingig vom Krankheitsstadium sowie der
analysierten Hirnregion sind (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2014; KOSICEK et al., 2012).
Glycerolipide dhneln in ihrer Struktur auf Grund des Glycerol-Riickgrates den Glycerophospholipiden,
allerdings sind daran lediglich eine variable Anzahl an Acylgruppen und keine Phosphatgruppe
gebunden. Beeintrichtigungen im Glycerolipidmetabolismus, die sich beispielsweise durch
akkumulierte Lipidtropfen, den Organellen, die der Speicherung von Neutrallipiden dienen (NGUYEN
et al.,, 2017), duBern (GOMEZ-RAMOS, ASUNCION MORAN, 2007), wurden als friihes
pathologisches Merkmal der Alzheimererkrankung beschrieben (WOOD et al., 2015).
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Einhergehend mit den Beobachtungen von Alois Alzheimer, unterstreichen neuere wissenschaftliche
Erkenntnisse einen beeintrachtigten Metabolismus von Neutrallipiden im Rahmen des Morbus
Alzheimer (FARMER et al., 2020).

Basierend darauf, dass es einen Zusammenhang zwischen bestimmten Risikofaktoren fiir die
Alzheimererkrankung und dem Lipidmetabolismus gibt, wird angenommen, dass der Lipidhomdostase
eine frithe und potenziell initiierende Rolle bei der Entstehung dieser Demenzform zukommt (ATRI,
2019; CHEW et al., 2020). Genetische Risikofaktoren fiir die sporadische Alzheimerform inkludieren
beispielsweise die Gene APOE, TREM?2 (engl. triggering receptor expressed on myeloid cells 2) oder
ABCAI (engl. ATP binding cassette subfamily A member 1), die direkt in den Transport oder den
Metabolismus von Lipiden involviert sind (HOULDEN et al., 1998; JONSSON et al., 2013;
NORDESTGAARD et al., 2015). Dariiber hinaus wurden iiberschneidende Risiken basierend auf
Umwelt- / Lebensstil-Einfliissen ausgemacht. Hier konnen unter anderem metabolische Erkrankungen
wie Adipositas sowie Typ-2-Diabetes oder eine Erndhrung, die viele langkettige geséttigte Fettsduren
enthélt, als periphere Lipidmodifikatoren genannt werden, die mit einem erhdhten Risiko fiir die
Alzheimererkrankung oder kognitiven Beeintrachtigungen assoziiert sind (BIESSELS et al., 2014;
KNIGHT et al., 2014; MA et al., 2020). Diese Beispiele veranschaulichen, dass sowohl zentrale-, als
auch periphere Fehlregulierungen der Lipidhomdoostase eine entscheidende Rolle bei der Entstehung

und in frithen Stadien der Alzheimer-Krankheit spielen.

Auf mechanistischer Ebene wurden vielféltige Interaktionen zwischen dem Lipidmetabolismus und
Prozessen der Alzheimerpathologie beschrieben. Hinsichtlich der APP-Prozessierung spielt die
Lipidkomposition biologischer Membranen eine essenzielle Rolle, da zum einen APP selbst ein
Transmembranprotein ist (DYRKS et al., 1988) und zudem die Proteasen, die an der proteolytischen
Prozessierung beteiligt sind, membrangebundene Proteine sind (GRIMM et al., 2017a). Eine besondere
Rolle kommt in diesem Kontext der y-Sekretase zu, die APP innerhalb der hydrophoben
Membranumgebung spaltet (HAASS, 2004; HAASS et al., 2012). Fiir die amyloidogene Prozessierung
spielen Mikrodoménen in der Membran, die als Lipid Rafts bezeichnet werden, eine entscheidende Rolle
(SCHENGRUND, 2010). Lipid Rafts sind mit Cholesterin, Sphingolipiden, Gangliosiden und
gesittigten Phospholipiden angereichert und fiir zelluldre Prozesse, wie beispielweise die Sortierung
von Lipiden und Proteinen, die Signaltransduktion oder die Zelladhésion, wichtig (KAO et al., 2020).
Die Lipidkomposition in diesen Mikrodoménen hingt mit der Entstehung von AP zusammen, da
beispielsweise die Aktivitit der y-Sekretase, welche in Lipid Rafis lokalisiert ist, durch reduzierte
Cholesterinkonzentrationen inhibiert werden kann (GRIMM et al., 2008). Neben dem A-Metabolismus
werden auch weitere Prozesse, die zur Entwicklung der sporadischen Alzheimer Form beitragen, von
unterschiedlichen Lipiden vielfdltig beeinflusst. Zu diesen konnen beispielsweise die
Neuroinflammation, oxidativer Stress, Myelindegeneration oder die Integritit der Blut-Hirn-Schranke
gezdhlt werden. Hinsichtlich Neuroinflammation stehen die immunmodulatorischen Eigenschaften von
Fettsduren im Fokus, so wirkt zum Beispiel die ©-6 Fettsdure Arachidonsiure, deren Gehalt im Gehirn
von Alzheimerpatienten erhdht ist, iiberwiegend pro-inflammatorisch (SANCHEZ-MEJIA, MUCKE,
2010). Der Zusammenhang zwischen oxidativem Stress, der unter anderem durch die Akkumulierung
von reaktiven Sauerstoffspezies hervorgerufen wird, und Lipiden wird beispielsweise anhand von
PUFAs oder Plasmalogenen deutlich, die anfillig fiir Lipidperoxidation sind (SULTANA et al., 2013).
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Begriindet auf diesen Zusammenhéngen zwischen Lipidmetabolismus und Alzheimerpathologie, deren
molekulare Mechanismen immer detaillierter aufgeklart werden, wurden multiple therapeutische
Strategien fiir die Alzheimererkrankung, die auf die Lipidhomdostase abzielen, untersucht oder sind
Gegenstand gegenwirtiger Forschung. Uber die aktuellen, vielfiltigen therapeutischen Ansitze zur
Privention und Behandlung des Morbus Alzheimer wird im nichsten Kapitel eine Ubersicht gegeben.

2.1.4 Therapeutische Behandlungsansiitze

Aktuell ist keine kausale/kurative Therapie zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit verfiigbar, was
die Notwendigkeit einer effizienten Prédvention und Heilung hervorhebt. Innovative
Behandlungsmoglichkeiten sind von enormer Wichtigkeit und werden dringend im Rahmen einer
Alzheimertherapie bendétigt, da unterschiedliche klinische Studien bisher nicht erfolgreich waren
(HUANG et al., 2020) und die Entwicklung psychiatrischer Medikamente nur langsam vorankommt
(CACABELOS, 2018). Momentan werden Alzheimerpatienten lediglich symptomatisch mit entweder
Acetylcholinesterase-Hemmern oder NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) Antagonisten (Memantinen)
therapiert (HAUBER et al., 2000; LANCTOT et al., 2003; RIEPE et al., 2006; ROGERS, FRIEDHOFF,
1996). Der Einsatz von Acetylcholinesterase-Hemmern, wie beispielsweise Donepezil, Galantamin oder
Rivastigmin, beruht darauf, dass im Gehirn von Alzheimerpatienten die cholinerge Innervation im
Nucleus basalis Meynert vermindert ist, wodurch ein Mangel cholinerger Transmitter vorliegt. Durch
Blockade der Hydrolyse des wichtigen Neurotransmitters Acetylcholin wird dessen Konzentration
erhoht, was zu einer verbesserten neuronalen Kommunikation flihrt und somit temporir die
Demenzsymptome stabilisiert. Die NMDA-Rezeptorblockade dient der Senkung der glutamatergen
Wirkung, die durch erhohte Glutamatspiegel bei Demenzpatienten bedingt wird (ATRI, 2019).

Neue therapeutische Ansétze fiir die Alzheimererkrankung, die sich noch in der préklinischen Phase
befinden, zielen beispielsweise auf die Oligomerisierung von AB-Peptiden ab, wobei sich unter anderem
kleine molekulare Inhibitoren, Immuntherapien, Ap-degradierende Enzyme oder katalytische
Antikorper zunutze gemacht werden (CHAKRABORTY, 2017; CHEN et al., 2017). Hinsichtlich der
Antikorper-basierten Therapieansitze, welche auf eine passive Immunisierung abzielen, resultierten die
ersten Versuche mit monoklonalen Antikdrpern gegen die N-terminale Doméne von AP (APi-i1s) in
gegenteiligen Effekten, welche sich in zytotoxischen AB-Oligomeren &ufBlerten (LIU et al., 2015).
Basierend darauf wurde angenommen, dass diejenigen Immunogene, die zum Erreichen einer
protektiven Immunitét wichtig sind, die 19slichen AB-Oligomere und nicht das monomere A oder die
AB-Plaques sind (SELKOE, HARDY, 2016; WISNIEWSKI, DRUMMOND, 2016). Allerdings
resultierten klinische Studien mit Antikérpern, wie beispielsweise Aducanumab, der in den USA unter
dem Namen Aduhelm zugelassen ist und 16sliche zytotoxische AB-Protofibrillen und Oligomere erkennt
(DHILLON, 2021), in beziiglich der Verbesserung kognitiver Fahigkeiten nicht zufriedenstellenden
Ergebnissen (CATANIA et al., 2019). Ende des Jahres 2021 wurde der Antrag auf Zulassung von
Aducanumab von der europdischen Arzneimittelbehorde EMA auf Grund der fehlenden Wirksamkeit
und unerwiinschten Nebenwirkungen abgelehnt (EMA/112932/2022 Rev. 1). Mdgliche Griinde fiir die
mangelnde Wirksamkeit der gegen AP gerichteten Antikorper konnten beispielsweise die gewéhlten
Antigene, wie beispielsweise APi.is, oder aber auch die Kombination mit pro-inflammatorischen
Adjuvantien sein, die unerwiinschte pro-inflammatorische Immunantworten bedingen (MARCIANI,
2015).
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Basierend darauf steht derzeit der kombinierte Einsatz konformationsspezifischer Antikorper mit
Adjuvantien, die eine einzelne, spezifische anti-inflammatorische Immunantwort hervorrufen, im
Vordergrund gegenwirtiger Forschung (MARCIANI, 2019). Ein Antikorper, der in einer 2021
veroffentlichten Phase-2-Studie in Patienten mit frither Alzheimersymptomatik positive Einfliisse
hinsichtlich kognitiver und funktioneller Beeintrachtigungen sowie der Menge an Amyloid-Plaques
aufwies, ist Donanemab. Dieser monoklonale Antikorper zielt auf den N-Terminus einer Pyroglutamat-
Form von AB (ABps-42) ab, welche ausschlieBlich in Plaques lokalisiert ist (DEMATTOS et al., 2012;
LOWE etal., 2021). Nach 76 Wochen verbesserten sich die, anhand von Verdnderungen in der iADRS-
Skala (engl. Integrated Alzheimer’s Disease Rating Scale, iIADRS) beurteilten, kognitiven Féahigkeiten
sowie die Ausiibung von Aktivititen des téglichen Lebens in den Donanemab-behandelten Patienten
signifikant im Vergleich zu Placebo-behandelten Studienteilnehmern. Uneinheitliche Ergebnisse
hinsichtlich der sekunddren Endpunkte, wie beispielsweise der kognitiven 13-Punkte-Alzheimer-
Subskala ADAS-cpgl3 (engl. Alzheimer's Disease Assessment Scale, ADAS) machen groBer angelegte
und langere klinische Phase-3-Studien notwendig, um die Wirksamkeit und Sicherheit von Donanemab
beurteilen zu kdnnen (MINTUN et al., 2021).

Neben der Verhinderung der Oligomerisierung steht auch die Beeinflussung der AB-Generierung im
Fokus aktueller Forschung. In diesem Kontext wurde aktuell ein innovativer Ansatz zur Therapierung
frither Stadien der Alzheimererkrankung von Musardo et al. verdffentlicht, welche auf die Inhibierung
der ADAM10-Endozytose abzielt, die im Hippocampus von Alzheimerpatienten erhoht ist. Die Autoren
entwickelten ein zellpermeables Peptid, welches in der Lage ist, mit der ADAMI10-Endozytose zu
interferieren und so deren postsynaptische Lokalisierung und Enzymaktivitit zu erhdhen. Im Alzheimer-
Mausmodell resultierte die Verabreichung dieses Peptides in frithen Erkrankungsstadien zu einer
Behebung der kognitiven Defizite durch eine Forderung der synaptischen Plastizitit. Diese
préklinischen Erkenntnisse sollten Ausgangspunkt fiir weitere Studien zur Beurteilung der Effizienz und
Sicherheit einer langzeitigen Gabe dieses Peptids sein, um dessen therapeutisches Potenzial hinsichtlich
der Alzheimer-Krankheit bewerten zu konnen (MUSARDO et al., 2022). Neben ADAM10 stellt auch
BACE ein potenzielles Ziel fiir therapeutische Ansétze dar, jedoch wurden bisher alle randomisierten
kontrollierten Studien (engl. randomized controlled trials, RCT) mit BACE-Inhibitoren auf Grund einer
fehlenden Wirksamkeit oder Sicherheitsbedenken eingestellt (HAMPEL et al., 2021b).
Zusammenfassend wird deutlich, dass in den zuriickliegenden Jahrzehnten diejenigen Therapien, die
sich ausschlieBlich gegen die AB-Kaskade richteten, in verschiedenen Stadien klinischer Studien keine
ausreichenden Wirkungen erzielten (KNOPMAN, 2019; LIU et al., 2019b; LONG, HOLTZMAN,
2019). Dies hebt die Notwendigkeit gezielterer und personalisierter Interventionen sowie weiterer
therapeutischer Angriffspunkte hervor. Ein innovativer Ansatz flir die Behandlung der
Alzheimererkrankung wird durch das therapeutische Potenzial von Lipiden oder fettloslichen Vitaminen
(Vitamine E, D oder A) sowie deren Analoga demonstriert (GRIMM et al., 2014; GRIMM et al., 2016b;
GRIMM et al., 2015b; GRIMM et al., 2013c; GRIMM et al., 2017b).
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Wie im vorausgegangenen Kapitel bereits kurz erwihnt, steht auch der Lipidmetabolismus im Fokus
einiger therapeutischer Ansitze, welche hauptsédchlich der Alzheimerprévention dienen sollen. Eine
Strategie zielt beispielsweise auf die Aktivierung lipid-sensitiver nukleérer Rezeptoren, unter anderem
Retinoid-X-Rezeptoren (RXR), Leber-X-Rezeptoren (LXR), oder Peroxisom-Proliferator-aktivierte
Rezeptoren (PPAR), ab, bei welchen es sich um Masterregulatoren der sowohl peripheren als auch
zentralen Lipidhomoostase handelt (MA, NELSON, 2019). Aus der Familie der PPARs steht der
PPARy, welcher die Lipogenese und Insulinsensibilisierung reguliert (DESVERGNE, WAHLI, 1999),
im Fokus der Alzheimerforschung. Obwohl Tierstudien positive Auswirkungen von PPARy-Agonisten
hinsichtlich der AB-Pathologie und der kognitiven Funktion detektierten, scheiterten klinische Studien
an Alzheimerpatienten bisher am Nachweis der Wirksamkeit, was unter anderem durch die nur geringe
Gingigkeit tiber die Blut-Hirn-Schranke zu erkldren sein konnte (BURNS et al., 2021; O'REILLY,
LYNCH, 2012; YU et al., 2015).

2.2 Vitamin D

2.2.1 Der Metabolismus sowie die physiologischen Funktionen von Vitamin D

Vitamin D, auch als Calciferol benannt, ist ein Secosteroid, welches korpereigen synthetisiert oder
nahrungsvermittelt aufgenommen werden kann. Vitamin D, dessen Vorstufe Ergosterol darstellt und
von Pflanzen und Pilzen produziert wird, kann in Form von Ergocalciferol {iber den Diinndarm nach
dem Verzehr von beispielsweise Champignons resorbiert werden. Vitamin D3 wird im Diinndarm
durchschnittlich zu 80 % resorbiert (THOMPSON et al., 1966), jedoch ist die iiber die Nahrung
aufgenommene Menge nur gering, da nur wenige natiirlich vorkommende Lebensmittel, wie fetter Fisch
oder Fischleberdl, Vitamin Ds enthalten und einige Faktoren die intestinale Absorbierung beeinflussen
(SILVA, FURLANETTO, 2018). Der iiberwiegende Anteil an Vitamin D wird kdrpereigen in der Haut
unter Ultraviolett-B (UV-B) Strahlung in einem Wellenlédngenbereich von 290-315 nm ausgehend von
7-Dehydrocholesterin gebildet (Cholecalciferol) (WEBB et al., 1989). Diese inaktive Vorstufe wird mit
Hilfe des Vitamin D-bindenden Proteins (DBP) iiber die Blutzirkulation in die Leber transportiert, wo
das Cytochrom P450 2R1 (CYP2R1; 25-Hydroxylase) die Hydroxylierung von Cholecalciferol zu
Calcidiol (25-Hydroxycholecalciferol) katalysiert. In den Nieren findet der letzte Schritt der Aktivierung
von Vitamin D statt, indem das Cytochrom P450 27B1 (CYP27Bl1; la-Hydroxylase) die
Hydroxylierung an Position 1 katalysiert und es zur Entstechung von Calcitriol (1,25-
Dihydroxycholecalciferol) kommt (siche Abbildung 4). Wéhrend das Parathormon einen aktivierenden
Einfluss auf die 1 a-Hydroxylase hat, wirken der Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF-23 sowie Kalzium
und Phosphat hemmend auf ihre Enzymaktivitit (BIKLE, 2000). Vitamin D wird in seiner
Speicherform, dem Calcidiol, iiberwiegend im Fettgewebe gespeichert (DIDRIKSEN et al., 2015).
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Abbildung 4: Der Metabolismus von Vitamin D. Das Secosteroid Vitamin D3 kann entweder korpereigen in
der Haut unter Anwesenheit von UV-B Strahlung in einem Wellenlédngenbereich von 290-315 nm ausgehend
von 7-Dehydrocholesterin synthetisiert oder in limitierten MafBen durch die Nahrung {iber den Diinndarm, ebenso
wie Vitamin D2 (Ergocalciferol), aufgenommen werden. In beiden Féllen erfolgt mit Hilfe des Vitamin D-
bindenden Proteins (DBP) der Transport iiber die Blutbahn zur Leber, in welcher die 25-Hydroxylierung zu
Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) durch das Cytochrom P450 2R1 (CYP2R1) stattfindet. In den Nieren kommt
es durch die Aktivitdt des Cytochroms P450 27B1 (CYP27B1) zur 1-Hydroxylierung und somit zur Aktivierung
durch Bildung von Calcitriol (1,25-Dihydroxyvitamin D3). Calcitriol ist dann unter anderem in der Lage, mit
dem Vitamin D-Rezeptor (VDR) zu interagieren, was in einer Konformationsdnderung resultiert, die die
Komplexbildung mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) ermoglicht. Das VDR/RXR-Heterodimer bindet
spezifische Desoxyribonukleinsdure (DNS)-Sequenzen (engl. vitamin D response elements, VDRE) und reguliert
so die Transkription einer Vielzahl an Zielgenen, was der Expressionswirkung von Vitamin D entspricht. Teile
der Abbildung wurden unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art gezeichnet. Servier Medical Art
von  Servier ist unter einer Creative  Commons  Attribution 3.0  Unported  License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Abbildung verdndert nach (GRIMM et al., 2017b).

Vitamin D kommen wichtige Funktionen in der Kalzium- und Phosphathomdoostase zu, wodurch dieses
Secosteroid indirekt an der Mineralisierung sowie dem Auf- und Umbau von Knochen beteiligt ist. Da
Vitamin D die Resorption von Kalzium und Phosphat im Darm und in der Niere fordert, sollten Personen
mit Nierenerkrankungen oder kalziumhaltigen Nierensteinen, Personen mit entziindlichen
Bindegewebserkrankungen, wie beispielsweise Sarkoidose, die hdufig von erhdhten Kalziumspiegeln
begleitet werden, oder auch Personen, die Diuretika nehmen, die die Kalziumausscheidung iiber die
Niere senken, darauf achten nicht zu viel Vitamin D additiv zu supplementieren. Im Darm steigert
Vitamin D die Synthese von Calbindin, einem Kalziumtransportprotein, und erhdht so die
Kalziumaufnahme. In dieser Wirkung von Vitamin D liegt begriindet, dass ein Mangel dieses Vitamins
bei Kindern zum Auftreten einer Rachitis und bei Erwachsenen einer Osteomalazie fithren kann
(HOLICK, 1996). Liegen im Blut hypokalzidmische Bedingungen vor, so werden Knochen
demineralisiert, indem Osteoklasten aktiviert und so Kalzium und Phosphat aus den Knochen mobilisiert
werden. Die unzureichende Knochenmineralisierung bedingt im Kindesalter Wachstumsstérungen und
Skelettdeformierungen und bei Erwachsenen geht dieses Krankheitsbild mit schmerzhaften
Knochenerweichungen bis hin zu Deformationen und pathologischen Frakturen einher.
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Im Unterschied zur Osteoporose, bei der die Knochen pords und briichig sind, kann die Osteomalazie
durch die Supplementierung von Vitamin D riickgéngig gemacht werden.

Neben diesen Einfliissen auf den Kalzium- und Phosphatmetabolismus ist Vitamin D in der Lage die
Transkription zahlreicher Gene zu beeinflussen Dies wird iiber die Bindung an den Vitamin D-Rezeptor
(VDR) vermittelt und betrifft eine Vielzahl zellulirer Prozesse, wie beispielsweise Inflammation,
oxidativen Stress, Mitochondrienfunktion oder epigenetische Verdnderungen (BERRIDGE, 2016;
CONSIGLIO et al., 2015; LEFEBVRE D'HELLENCOURT et al., 2003; PEREIRA et al., 2012). Nach
Bindung von Calcitriol an den VDR wird dessen Konformation verdndert und es kommt zur Ausbildung
eines Komplexes mit dem Retinoid X-Rezeptor (RXR), welcher mit speziellen Regionen (vitamin D
response element, VDRE) definierter Gene interagieren und so deren Expression regulieren kann (PIKE,
MEYER, 2010) (Abbildung 4).

2.2.2  Der Versorgungszustand mit Vitamin D in der Bevolkerung

Zur Bestimmung der individuellen Vitamin D-Versorgung wird die Serumkonzentration von
Calcifediol, welche um mehr als den Faktor 1000 hoher ist als die des aktiven Metaboliten Calcitriol
(50-250 nM Calcidiol gegeniiber 48-156 pM Calcitriol) (HOLICK, 2007; LOU et al., 2010) und eine
Halbwertszeit von circa 15 Tagen, im Vergleich zu wenigen Stunden bei der aktiven Form von
Vitamin D, hat (JONES, 2008), herangezogen. Dabei sollte beachtet werden, dass diese in Abhéngigkeit
von beispielsweise der Sonnenlichtexposition, der Ernéhrung oder der Supplementierung variiert.

In den Industrienationen sind circa 85 % der dlteren Bevolkerung im Alter von 60-86 Jahren von einer
Vitamin D-Insuffizienz, welche durch Serumspiegel < 30 ng/ml definiert ist, betroffen (ANNWEILER
etal., 2011; KWEDER, EIDI, 2018). Entsprechend den Leitlinien der Endokrinologischen Gesellschaft
werden in den meisten klinischen Studien Vitamin D-Konzentrationen unter 10 ng/ml (25 nmol/l) als
schwerer Mangel, Konzentrationen unter 20 ng/ml (50 nmol/l) als Mangel, Konzentrationen zwischen
21-29 ng/ml (52,5-72,5 nmol/l) als Insuffizienz und Konzentrationen zwischen 30-100 ng/ml (75-
250 nmol/l) als Suffizienz definiert (HOLICK et al., 2011). Mdogliche Griinde fiir diese
Mangelversorgung konnen neben einem Lebensstil, welcher iberwiegend im Haus stattfindet und nur
wenig Zeit im Freien und somit geringe UV-Strahlung beinhaltet, auch eine verringerte Kapazitit der
Haut, VitaminD zu synthetisieren oder altersbedingte, reduzierte Konzentrationen an 7-
Dehydrocholesterin in der Epidermis sein (GLOTH et al., 1995; MACLAUGHLIN, HOLICK, 1985).
Jedoch ist die Pridvalenz einer Unterversorgung mit Vitamin D nicht nur in é&lteren
Bevolkerungsgruppen, sondern alle Altersklassen betreffend, hoch. So berichtete eine aktuelle Studie
an australischen Jugendlichen (12-17 Jahre) und jungen Erwachsenen (18-24 Jahre), dass 17 %
beziehungsweise 32 % der insgesamt 1092 Studienteilnehmer einen Vitamin D-Mangel hatten, welcher
in diesem Fall 25(OH)-Vitamin D-Serumkonzentrationen von unter 20 ng/ml entsprach. Zudem wurden
Ubergewicht und geringe korperliche Aktivitit als Pridiktoren fiir einen Vitamin D-Mangel detektiert
(HORTON-FRENCH et al., 2021). Auch in der européischen Bevolkerung wurden in 13 % der {iber
55.000 Studienteilnehmer Serum-Calcidiolkonzentrationen von unter 30 nmol/l gemittelt tiber das
ganze Jahr detektiert, wobei diese Prévalenz in den Wintermonaten zwischen Oktober und Mérz auf
mehr als 17 % anstieg und in den Sommermonaten zwischen April und November auf circa 8 % absank
(CASHMAN et al., 2016).
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Mogliche Griinde hierfiir konnen unter anderem eine Mangelerndhrung oder Storungen der Resorption,
die hdufig im Zusammenhang mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen auftreten, sowie
Hydroxylierungsstorungen als Folge einer Leber- oder Niereninsuffizienz sein. Weiter zahlt Adipositas,
auf Grund der Akkumulierung von Vitamin D im Fettgewebe, oder auch operative Verfahren der
bariatrischen Chirurgie zu mdglichen Ursachen eines Vitamin D-Mangels (CHAKHTOURA et al.,
2016; HOLICK, 2020). Neben diesen Griinden konnen auch Umweltfaktoren Ursachen fiir einen
Vitamin D-Mangel darstellen. So kann eine unzureichende Vitamin Ds-Versorgung durch die Hautfarbe
erklart werden, da Studien in Individuen mit dunkler Haut im Vergleich zu Individuen mit heller Haut
geringere Serum-Vitamin D-Spiegel detektierten (BUELL et al., 2010). Eine mdgliche Begriindung
konnte die Pigmentierung der Haut sein, da hohere Konzentrationen an Melanin die Vitamin D-Synthese
verlangsamen, was darauf zuriickzufiihren ist, dass Melanin die UV-Strahlung absorbiert (BONILLA et
al., 2014; HOLICK, 2007). Auch die saisonbedingte geringere UV-Strahlung im Winter sowie
Lebensrdume in nordlicheren Breitengraden oder die Verwendung von Sonnencreme sind
Umweltfaktoren, welche die kdrpereigene Vitamin D-Synthese beeintréchtigen (HOLICK, 2004).

Der zuvor beschriebene mangelnde Vitamin D-Versorgungszustand in einem Grofiteil der Bevolkerung
sowie die Vielfalt an zelluldren Prozessen, die durch dieses Secosteroid beeinflusst werden konnen,
verdeutlichen die Grundlage fiir den pharmakologischen FEinsatz von Vitamin D bei einigen
Erkrankungen wie beispielsweise hyperproliferierenden Hauterkrankungen (Psoriasis), Fehlfunktionen
des Immunsystems, Knochenstoffwechselerkrankungen oder endokrinen Storungen. Dariiber hinaus ist
erwiesen, dass eine Supplementierung in den seltensten Fallen zu einer Vitamin D-Intoxikation fiihrt,
welche nur dann auftritt, wenn supraphysiologische Mengen (50.000 bis 100.000 IE/Tag) {iber Monate
bis Jahre supplementiert werden (HOLICK, 2015b). In den klinischen Fachbereichen der Nephrologie,
Endokrinologie oder Dermatologie wird héufig auf synthetische Vitamin D-Analoga zuriickgegriffen,
da eine Behandlung mit natiirlichem aktiven Calcitriol unerwiinschte Nebenwirkungen auf Grund seiner
starken kalzdmischen Aktivitit hervorrufen kann. Finf Analoga sind fiir die therapeutische
Verabreichung genehmigt, zu welchen die Vitamin D3;-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und
Alfacalcidol sowie die Vitamin D;-Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol zéhlen. Auf diese Analoga
sowie den in der vorliegenden Arbeit analysierten Einfluss auf die molekularen Mechanismen der

Alzheimerpathologie wird in Kapitel 5.1.2 detaillierter eingegangen.

2.2.3 Vitamin D und Morbus Alzheimer

Erste frilhe Hinweise auf eine potenzielle Funktion von Vitamin D im Gehirn liegen darin begriindet,
dass sowohl der VDR als auch die in den Vitamin D-Metabolismus involvierten Enzyme im Gehirn
exprimiert werden (CUI et al., 2013; EYLES et al., 2005; SUTHERLAND et al., 1992). Hinzu kommt,
dass sowohl Vitamin D als auch seine Metabolite die Blut-Hirn-Schranke passieren kdnnen, was einen
Einfluss auf die Gehirnfunktion vermuten ldsst (LANG et al., 2019; PARDRIDGE et al., 1985).

Einen moglichen Ansatzpunkt fiir einen potenziellen Zusammenhang mit der Alzheimererkrankung
liefert die Tatsache, dass eine insuffiziente Vitamin D-Versorgung mit dem Alterungsprozess assoziiert
ist. Von insuffizienten Konzentrationen an Serum-Vitamin D sind circa 85 % der élteren Bevolkerung
(60-86 Jahre) betroffen (ANNWEILER et al., 2011).
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Auf Grund dieses gemeinsamen Risikofaktors ist die Analyse einer potenziellen Verbindung zwischen
einer Vitamin D-Hypovitaminose und der Alzheimererkrankung Gegenstand aktueller Forschung. Es
wurden bereits einige negative Effekte eines Vitamin D-Mangels hinsichtlich neurodegenerativer
Erkrankungen aber auch unterschiedliche neuroprotektive Eigenschaften eines ausreichenden
Vitamin D-Status auf pathophysiologische Prozesse der Alzheimer-Krankheit beschrieben (GRIMM et
al., 2014; HOLICK, 2015a; LAUER et al., 2019).

Eine Vitamin D-Hypovitaminose wurde durch eine Vielzahl epidemiologischer Studien mit einem
erhohten Risiko fiir neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer korreliert (LAUER et al.,
2019). Folgend wird kurz eine Auswahl von Studien der vergangenen zehn Jahre in diesem
wissenschaftlichen Kontext vorgestellt. Eine systematische Literaturzusammenfassung und
Metaanalyse, welche im Jahr 2012 veroffentlicht wurde, inkludierte 37 Studien und assoziierte geringe
Vitamin D-Konzentrationen mit schlechteren kognitiven Funktionen sowie einem erhohten
Alzheimerrisiko (BALION et al.,, 2012). Eine klinische Studie an iiber 1600 gesunden &alteren
Teilnehmern bestimmte die Serum-25(OH)-Vitamin D-Spiegel zu Beginn der Studie und iiberpriifte in
einer Anschlussstudie nach 5,6 Jahren das Auftreten der Alzheimererkrankung. Die resultierte,
multivariaten-bereinigte ~ ,,Hazard-Rate* der  Alzheimer-Krankheit betrug 2,22 (95 %-
Konfidenzintervall: 1,02-4,83) fiir Teilnehmer mit schwerem Vitamin D-Mangel (< 25 nmol/l) und 1,69
(95 %-Konfidenzintervall: 1,06-2.69) fiir Teilnehmer mit moderatem Mangel (= 25-50 nmol/l), was
darauf hinwies, dass ein Vitamin D-Mangel mit einem deutlich erhdhten Risiko fiir die
Alzheimererkrankung assoziiert ist (LITTLEJOHNS et al., 2014). Unter ,,Hazard“ wird dabei die
Wahrscheinlichkeit verstanden, mit der ein bestimmten Ereignis in einem definierten Zeitraum eintritt
und die Hazardrate bezeichnet das Verhéltnis der Hazards zweier Gruppen, die im Rahmen klinischer
Studien miteinander verglichen werden, wobei eine Rate von eins verdeutlicht, dass es keinen
Unterschied zwischen den Gruppen gibt, und eine Rate groBer eins, dass ein erhohtes Risiko fiir die
beobachtete Gruppe besteht (CASE et al., 2002; SPRUANCE et al., 2004). Eine im selben Jahr
veroffentlichte  prospektive  Kohortenstudie an iiber 10.000 Personen der dénischen
Allgemeinbevdlkerung mit einer Folgeanalyse nach 30 Jahren beschrieb eine Hazardrate der Alzheimer-
Krankheit von 1,25 (95 %-Konfidenzintervall: 0,95-1,64) fir 25(OH)-Vitamin D-Spiegel unter
25 nmol/l im Vergleich zu Konzentrationen > 50 nmol/l und somit eine Assoziation zwischen
verringerten Plasmaspiegeln von Vitamin D und einem erhohten Alzheimerrisiko (AFZAL et al., 2014).
Im Folgejahr wurde eine Metaanalyse verodffentlicht, welche berichtete, dass Individuen mit einem
mangelnden Vitamin D-Spiegel (< 50 nmol/l) ein um 21 % erhohtes Alzheimerrisiko im Vergleich zu
denjenigen mit Konzentrationen > 50 nmol/l aufweisen (SHEN, JI, 2015). Bei Metaanalysen handelt es
sich um eine statistische Methode der quantitativen Kombinierung von Ergebnissen unterschiedlicher
Studien, der eine systematische Literaturrecherche vorangeht (LEE, 2018). Eine aktuelle Metaanalyse,
die zur umfassenden Beurteilung der Zusammenhénge zwischen einem Vitamin D-Mangel und der
Alzheimererkrankung verschiedene Datenbanken systematisch nach relevanten Artikeln, welche bis
zum Januar 2019 verdffentlich wurden, durchsuchte, beschrieb signifikante Assoziationen zwischen
einem Vitamin D-Mangel und Morbus Alzheimer. Die zwolf inkludierten prospektiven
Kohortenstudien und vier Querschnittsstudien resultierten in einer gepoolten Hazardrate der
Alzheimererkrankung von 1,34 mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 1,13-1,60 fiir einen Vitamin D-
Mangel (< 20 ng/ml) (CHAI et al., 2019).
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Einhergehend mit diesen Ergebnissen resultierte eine prospektive Studie der élteren franzosischen
Bevdlkerung mit einer Folgestudie nach 12 Jahren in einer Assoziation eines 25(OH)-Vitamin D-
Mangels mit einem erhohten Alzheimerrisiko. Die Hazardrate der Alzheimer-Krankheit betrug in der
Population der 124 Alzheimer-betroffenen Personen 2,85 (95 %-Konfidenzintervall: 1,37-5,97)
(FEART et al., 2017). Eine aktuelle Kohortenstudie an mehr als 13.000 Typ-2 -Diabetes-Patienten mit
einem Alter liber 60 Jahren assoziierte hohere Serum 25(OH)-Vitamin D-Konzentrationen (> 50 nmol/l)
signifikant mit einem reduzierten Alzheimerrisiko (GENG et al., 2022). Basierend auf diesen und
weiteren Beobachtungen wird Vitamin D als diagnostischer Marker im Rahmen des Morbus Alzheimer
und als verdnderbarer Risikofaktor fiir diese Form der Demenz diskutiert (BIVONA et al., 2021;
LANDEL et al., 2016). In diesem Zusammenhang berichtete eine klinische Studie mit siebenjéhriger
Folgestudie an iiber 400 Frauen, die &lter als 75 Jahre waren, Vitamin D als potenziellen Préadiktor einer
Demenzerkrankung. Diejenigen Studienteilnehmerinnen, die an der Alzheimererkrankung erkrankten
(n=70), nahmen signifikant weniger Vitamin D {iber die Nahrung auf (im Mittel 50,3 £ 19,3 pg pro
Woche) als die Teilnehmerinnen, die keine Form der Demenz entwickelten (n=361; im Mittel
59,0 £29,9 ug pro Woche) (ANNWEILER et al., 2012). Auch die Serumkonzentrationen an Vitamin D
wurden in einer systematischen Literaturzusammenfassung und Metaanalyse, welche Fall-Kontroll-
Studien inkludierte, als signifikant reduziert in Alzheimerpatienten, verglichen mit kognitiv gesunden
Individuen, beschricben (ANNWEILER et al., 2013). In Ubereinstimmung damit wurden in 108
Alzheimerpatienten verringerte Konzentrationen an Serum-25(OH)-Vitamin D im Vergleich zu
gesunden Studienteilnehmern (n= 61) detektiert, wobei keine Unterschiede zwischen den
Alzheimerstadien oder dem Geschlecht ausgemacht wurden (OUMA et al.,, 2018). Neben den
Serumkonzentrationen wurden auch die Vitamin D-Spiegel in der Cerebrospinalfliissigkeit von
Alzheimerpatienten als signifikant vermindert im Vergleich zu gesunden Individuen detektiert
(JOHANSSON et al., 2013). Dariiber hinaus wurden Anderungen in der VDR-Expression oder
Polymorphismen berichtet, auf welche in Kapitel 5.1.1 detaillierter eingegangen wird. Hinsichtlich der
zuvor beschriebenen Rolle der Pigmentierung der Haut kann unter Beriicksichtigung der aktuellen
Datenlage eine hohere Demenzpréivalenz in dunkelhdutigen Individuen angenommen werden. Diese
Vermutung wurde durch eine Studie, welche 2,5 Millionen Teilnehmer beinhaltete, untermauert, da die
Inzidenz einer Demenzdiagnose in Ménnern afrikanischer Herkunft im Vergleich zu denen kaukasischer
Abstammung um 28 % erhéht war (PHAM et al., 2018). Neben der Hautfarbe scheinen auch
geographische Variationen das Demenzrisiko zu beeinflussen. Unterschiedliche Studien berichteten
hohere Demenzraten im Norden relativ zum Siiden in verschiedenen Landern wie China (WU et al.,
2013), Italien (RUSS et al., 2016), Schweden und Schottland (RUSS et al., 2015) und es wurde
diskutiert, dass dies durch eine reduzierte Sonnenlichtexposition bedingt wird, die in verringerten
Vitamin D-Spiegeln resultiert. In diesem Zusammenhang sollten jedoch auch immer die mittlere
Lebenserwartung sowie die Lebensgewohnheiten in den untersuchten Gebieten mitberiicksichtigt
werden.

Die Datenlage ist auf Grund dessen, dass vereinzelte epidemiologische Studien in teilweise
widerspriichlichen Beobachtungen resultierten, als kontrovers einzustufen. Dabei ist jedoch zu beachten,
dass die angewandten Messmethoden sowie Beobachtungszeitraume und vor allem die gewéhlten
Patientenkollektive hinsichtlich StichprobengroBe, Alter, verwendeten Kontrollgruppen sowie initialem
Vitamin D-Status variierten, was eine Vergleichbarkeit der Studien erschwert.
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Hinzu kommt, dass bei der Interpretation epidemiologischer Studien beachtet werden sollte, dass die
pleiotropen Effekte von Vitamin D vermutet werden, individual-, alters-, geschlechts- sowie
kontextabhéngig zu sein. Diese Eigenschaften unterstreichen einen moglichen Einsatz von Vitamin D
und seinen Analoga in der personalisierten Medizin. Weiter sollte Beachtung finden, dass eine Vielzahl
klinischer Studien initial nicht primér auf Aussagen {liber Verdnderungen der Kognition der Patienten
abzielte, sondern beispielsweise skelettale Erkrankungen im Fokus standen. Es handelt sich also héufig
um Sekundéraussagen, die vorsichtig interpretiert werden sollten. Neuere Studienmethoden, wie
beispielsweise RCT oder die Mendelsche Randomisierung (MR), auf die im Kontext Vitamin D und
Alzheimererkrankung in der Diskussion ndher eingegangen wird (Kapitel 5.1.1), dienen der
Untersuchung von kausalen Zusammenhéngen. Obwohl auch in diesen Studienformen Unterschiede in
der Menge und Verabreichungsform der Vitamin D-Supplemente deutlich werden, so werden durch sie
detaillierte und einheitliche Hinweise auf eine kausale Assoziation zwischen Vitamin D und Morbus
Alzheimer geliefert.

Aufbauend auf den aufgefiihrten Erkenntnissen klinischer Studien steht die Aufkldrung der
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Assoziation zwischen Vitamin D-Versorgung und
den pathologischen Merkmalen der Alzheimererkrankung im Fokus aktueller Forschung. Wie bereits
beschrieben, besitzen einige Lipide einen Einfluss auf die AB-Homdostase (Kapitel 2.1.3). In diesem
Kontext konnten auch fettloslichen Vitamine, wie beispielsweise Vitamin A, Provitamin A, 3-Karotin,
Vitamin K oder Vitamin E, mit der Alzheimerpathologie in Verbindung gebracht werden (GRIMM et
al., 2016b; JIMENEZ-JIMENEZ et al., 1999; LOPES DA SILVA et al., 2014; PRESSE et al., 2008).
Auch fiir Derivate oder Analoga dieser Vitamine wurden positive Einfliisse auf die Merkmale der
Alzheimererkrankung beschrieben. Auf das Vitamin A-Derivat Acitretin, welches hauptsichlich zur
Therapierung entziindungsbedingter Hauterkrankungen eingesetzt wird, und dessen potenzielle
Wirkungen auf die pathologischen Prozesse der Alzheimer-Krankheit in der vorliegenden Arbeit
analysiert wurden, wird in Kapitel 4.2 detailliert eingegangen.

Hinsichtlich der subzelluldren Lokalisierung von Vitamin D berichtete eine frithe Studie von einer
Assoziation dieses Secosteroids mit Membranfraktionen im Gewebe der Darmschleimhaut und der
Nieren von Ratten mit einem Vitamin D-Mangel nach oraler Supplementierung von 500 IE radioaktiv
markiertem Vitamin Ds. Die aus der Differenzialzentrifugation resultierenden mikrosomalen Fraktionen
aus Niere und Darmschleimhaut enthielt dabei signifikant mehr Radioaktivitit im Vergleich zu den
korrespondierenden mitochondrialen und nukledren Fraktionen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
das Vitamin D, welches nach Verabreichung einer physiologischen Dosis in Nieren und Darm anwesend
ist, mit subzelluldiren Membranen assoziiert ist, und liefern Hinweise auf eine funktionelle Wichtigkeit
hinsichtlich des Kalziumtransportes (NORMAN, DELUCA, 1964). Eine folgende Studie lieferte mit
Hilfe von Inkorporationsanalysen von **P-Orthophosphat in der Darmschleimhaut von Ratten
weiterfiihrende Hinweise auf eine potenzielle Rolle von VitaminD im Metabolismus von
Phospholipiden. Die orale Verabreichung von Vitamin D stimulierte dabei die **P-Inkorporation in
hauptsdchlich  Phosphatidylcholin  und  -Ethanolamin (THOMPSON, DELUCA, 1964).
Ubereinstimmend wurde ein Einfluss von 1,25-Dihydroxyvitamin D; auf die Phospholipidkomposition
in der renalen Biirstensaummembran von Ratten (TSUTSUMI et al., 1985) sowie auf die
Lipidzusammensetzung in basolateralen Membranvesikel im Darm von Héhnchen (ALISIO et al., 1997)
beobachtet.
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Dariiber hinaus wurde kiirzlich in vitro eine Relevanz des VDR im Lipidmetabolismus der Leber
(MARTINEZ-SENA et al., 2020) sowie eine VDR-vermittelte Verdnderung in der Lipidhomoostase des
Darms anhand muriner Studien beschrieben (CHATTERJEE et al., 2020a; JAHN et al., 2019). Auch
auf Ebene klinischer Studien wurde ein Einfluss von Vitamin D auf den Lipidmetabolismus beobachtet,
da ein Mangel dieses Secosteroids mit einem erhdhten Risiko fiir Dyslipiddmie assoziiert ist (WANG et
al., 2016).

2.3 Fragestellung der Arbeit

Vorausgegangene Studien haben eine Assoziation zwischen einer Vitamin D-Hypovitaminose und der
Alzheimererkrankung beschrieben (CHAI et al., 2019). Auf molekularer Ebene ist bekannt, dass
Vitamin D den AB-Anabolismus und -Katabolismus beeinflusst (GRIMM et al., 2014). Basierend darauf
war eine Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, mittels zellbiologischer und proteinbiochemischer
Methoden zu untersuchen, ob Vitamin D-Analoga, die unter anderem bei geriatrischen Patienten
therapeutischen Einsatz finden (BROWN, 2001), den AB-Spiegel in dhnlicher Weise beeinflussen wie
Vitamin D und ob vergleichbare Effekte auf die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
vorliegen.

Auf Grund dessen, dass es sich bei Vitamin D, mediiert iiber den VDR, um einen bekannten
Transkriptionsregulator handelt (PIKE, MEYER, 2010), sollte als weitere Fragestellung mittels
quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion untersucht werden, ob insbesondere die Expression
Alzheimer-relevanter Gene von Vitamin D beeinflusst wird. Hierbei standen unter anderem Gene, die
im Lipidmetabolismus eine wichtige Rolle spielen, im Fokus.

Bei potenziellen Beeinflussungen der Transkription dieser Gene sollte in einer anschlieBenden
Fragestellung geklart werden, ob sich die Verdnderungen der Expression auch in Verdnderungen der
Lipidhomdostase &uBlern. Hierfiir sollte eine Lipidomics-Analyse mittels Massenspektrometrie in
Neuroblastomzelllinien in An- und Abwesenheit von Vitamin D durchgefiihrt werden (Abbildung 5).
Die molekularen Mechanismen der Alzheimererkrankung, insbesondere die APP-Prozessierung und
Ap-Degradation finden in und an der Zellmembran statt (DYRKS et al., 1988). Aus der Literatur ist
bekannt, dass Veranderungen der Lipidkomposition der Membran diese Prozesse beeinflussen kdnnen
(GRIMM et al., 2017a). Es sollte daher geklart werden, ob potenzielle durch Vitamin D verursachte
Verdnderungen der Lipidhomdostase hier ebenfalls zu einer Modulation der APP-Prozessierung oder
des Ap-Katabolismus beitragen konnen. Aus der Literatur ist beispielsweise bekannt, dass die
Kettenldnge und der Sattigungsgrad einen Einfluss auf das AB-degradierende Enzym Neprilysin haben
(GRIMM et al., 2015a). Basierend darauf sollte untersucht werden, ob analoge Mechanismen bei der
Regulation eines weiteren wichtigen Ap-degradierenden Enzyms, IDE, zugrunde liegen konnten.
Ebenfalls ist bekannt, dass die Regulation durch die AICD bei Neprilysin eine wichtige Rolle spielt. Da
IDE und Neprilysin synergistisch wirken, konnte eine durch AICD mediierte analoge Regulation die
bekannte Beeinflussung der Gesamt-Ap-Degradation durch AICD weiter erkléren. Dies sollte in der
vorliegenden Arbeit experimentell adressiert sowie der zugrundeliegende molekulare Mechanismus
aufgeklért werden.
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Weiterfiihrend sollte untersucht werden, ob sich hieraus ein Regelkreis ergeben konnte, bei welchem
Vitamin D die Lipidhomoostase beeinflusst, die verdnderte Lipidhomoostase die APP-Prozessierung
und damit die AICD-Produktion verdndern kann, und AICD im Gegenzug wiederum sowohl die AB-
Degradation als auch die Lipidhomdostase beeinflusst.

Neben den Vitamin D-Analoga sollte auch ein Vitamin A-Derivat untersucht werden. Es ist bekannt,
dass Acitretin, ein pharmakologisch verwendetes Vitamin A-Analogon, die nicht-amyloidogene APP-
Prozessierung positiv beeinflussen kann (ENDRES et al., 2014). Klinische Studien haben jedoch
gezeigt, dass Acitretin insbesondere den Blut-Triglyzerid-Spiegel negativ beeinflusst (ZITO,
MAZZONI, 2022). Es sollte daher in einer abschlieBenden Fragestellung eruiert werden, wie genau
Acitretin die Lipidhomdostase, insbesondere der Leber aber auch die des Gehirns, in Acitretin-
behandelten Miusen beeinflusst. Zudem sollte untersucht werden, ob die potenziell verdanderten Lipide

ebenfalls einen Einfluss auf die APP-Prozessierung haben konnten.

Vitamin D Analoga? Vitamin D-Rezeptor-vermittelte Wirkung
(z.B. Effekt auf AB-Degradation)| |auf Transkription Alzheimer-relevanter Gene?
(u.a. Lipidmetabolismus)

Einfluss Vitamin D-Hypovitaminose
auf die Lipidhomoostase? R —
(z.B. Sattigung / Kettenlange)

Effekte weiterer fettloslicher Vitamine /
Derivate (Acitretin) auf das Lipidom?

Modulation des IDE-vermittelten AB-Katabolismus
durch potenzielle Vitamin D-mediierte
Veranderungen der Lipidhomd&ostase?

AICD-mediierte Regulation von IDE?
(in Analogie zu NEP)

Abbildung 5: Fragestellung der Arbeit. In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt des Secosteroids Vitamin D auf die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Alzheimerpathologie weiterfithrend aufgeklart werden. Dazu wurde in
einem ersten Abschnitt iiberpriift, ob therapeutisch eingesetzte Vitamin D-Analoga dhnliche Einfliisse hinsichtlich der
Alzheimerpathologie ausiiben, wie sie fiir Vitamin D bekannt sind. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob Alzheimer-
relevante Gene unter der transkriptionsregulatorischen Kontrolle von Vitamin D stehen. Hierbei lag der Fokus unter anderem
auf Lipidmetabolismus-assoziierten Genen. Bei Detektion potenzieller Veranderungen sollte darauf autbauend iiberpriift
werden, ob sich diese Einfliisse auf die Transkription im Lipidom widerspiegeln. Hierbei standen vor allem Verdnderungen
der Sittigung und Kettenléinge im Fokus, da vermutet wird, dass diese Parameter den AB-Anabolismus und -Katabolismus
beeinflussen konnen, was anschlieend untersucht werden sollte. Im Falle einer Modulierung der IDE-abhéngigen AB-
Degradation durch die Verdnderungen in der Lipidhomdostase sollte experimentell adressiert werden, ob es in Analogie zu
NEP eine AICD-mediierte Regulation von IDE gibt. AbschlieBend sollte ein Derivat eines weiteren fettloslichen Vitamins
untersucht werden, welches therapeutisch eingesetzt wird, weshalb sich fiir Acitretin entschieden wurde. Hierbei standen
potenzielle Einfliisse dieses Vitamin A-Derivates auf das Lipidom in Leber- und Hirngewebe im Fokus.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sowie
deren Hersteller beziehungsweise die Kooperationspartner, von denen die Chemikalien und

Verbrauchsmaterialien zur Verfligung gestellt wurden, sind in den Tabellen 1 und 2 aufgelistet.

Tabelle 1: In der vorliegenden Arbeit verwendete Chemikalien. Die Bedeutungen der Abkiirzungen sind dem

Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.

Chemikalie Hersteller

Acitretin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Agar-Agar Carl Roth

Agarose Carl Roth

AICD1-29 Peptid Genscript

AICD1-20 Peptid, FITC-markiert Bachem

Ammoniumacetat Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Ampicillin Carl Roth

APi-40 Peptid

Arbeitsgruppe Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

ApBi-42 Peptid

Arbeitsgruppe Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

Bicinchoninséure Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Bromphenolblau Carl Roth

BSA Carl Roth

BSA, fettsdurefrei Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Calcifediol und Analoga (Tab. 9) MedChem Express

Chloroform, HPLC-grade Merck Millipore

Complete PI-Cocktail mit EDTA Roche

Complete PI-Cocktail ohne EDTA Roche

DMEM Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
DMSO Carl Roth

ECL-Hyperfilm Amersham

ECL-Losungen (Western Lightning Plus ECL) Perkin Elmer

EDTA Carl Roth

Entwicklerlosung GBX Kodak

Ethanol, HPLC-grade Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Fast SYBR Green Master Mix Applied Biosystems

FCS PAN Biotech

Fixiererlosung Kodak

Glycerin Carl Roth

Glycin Carl Roth

Hefe-Extrakt Carl Roth

Hepes Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Hygromycin B PAN Biotech

IDE, rekombinant, human R&D Systems

Insulin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Isopropanol, HPLC-grade VWR

Kaliumacetat Carl Roth

Kokosnuss-Ol Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
CaClz Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
L-Glutamin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Lipofectamine 2000 Life Technologies

MnCl, Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

MEM-Aminosdure-Losung

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
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Methanol, HPLC-grade VWR

Magermilchpulver (Fette < 1,5 %) Merck Millipore

MOPS Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
NaCl AppliChem

NaOH Carl Roth

Natriumpyruvat Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
NEP- / IDE-Substrat R&D Systems

NP-40 Substitute Fluka

Opti-MEM Life Technologies
Penicillin-Streptomycin-Losung Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Phospholipide (Tab. 10) Avanti Polar Lipids

PITC Merck Millipore
Propidiumiodid Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Proteingrof3enmarker Page Ruler Promega

Protein-G-Sepharose

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Pyridin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
RbCl Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Saccharose Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Saint PhD Synvolux Therapeutics

SDS Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Tricin Biomol

Tris Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Triton X-100 Merck Millipore

Trizma Base Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
TRIzol Reagenz Life Technologies
Trypsin-EDTA-Losung Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Tween-20 Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Wasser, HPLC-grade VWR

Wasser, RNase-frei Qiagen

Zeocin Life Technologies
o-Sekretase-Substrat Merck Millipore
B-Mercaptoethanol Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
B-Sekretase-Inhibitor 11 Merck Millipore
B-Sekretase-Substrat Merck Millipore
y-Sekretase-Inhibitor IV Merck Millipore
y-Sekretase-Inhibitor X Merck Millipore
y-Sekretase-Substrat Merck Millipore

Tabelle 2: In der vorliegenden Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Hersteller
10 cm Zellkultur-Schalen Sarstedt
12-Vertiefungsplatte, Zellkultur Falcon
24-Vertiefungsplatte, Zellkultur Falcon
6-Vertiefungsplatte, Zellkultur Falcon
96-Tiefvertiefungsplatte Nunc

96-Vertiefungsplatte fiir RT-PCR, 6x16, weil}

Thermo Fisher Scientific

96-Vertiefungsplatte, Zellkultur Falcon
96-Vertiefungsplatte, MaxiSorp, schwarz VWR
96-Vertiefungsplatte, schwarz Costar
96-Vertiefungsplatte, transparent Greiner
96-Vertiefungsplatte, weill Nunc
96-Vertiefung-Sammelplatte Nunc
96-Vertiefung-Sterilfilterplatte Merck Millipore
ECL-Hyperfilm Amersham
Einfrier-R6hrchen, 1.8 ml Nunc
Zentrifugenroéhrchen, 15 ml und 50 ml Sarstedt
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Filterpapier Whatman
Fotokopierfolie DIN A4 Xerox

Glasflaschen, 2 ml NeoLab

Glas-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator, 0,5 mm PEQLAB Biotechnology
Glaspipetten NeoLab

Glasrohrchen Wheaton
Gummischaber Hartenstein

Kaniilen 23G x 1, 0,6mm X 25mm

Becton, Dickinson and Company

Kaniilen 24G x 1, 0,55 mm x 25mm

Becton, Dickinson and Company

Keramik-Kiigelchen fiir Minilys-Homogenisator, 1,4 mm PEQLAB Biotechnology
Nitrozellulosemembran 0,2 um Porengrof3e Whatman
Nitrozellulosemembran 0,45 pm Porengrof3e Whatman
Pasteurpipetten VWR

Petrischalen Sarstedt

Reaktionsgefall (PCR) 200 pl Biozym Scientific
Reaktionsgefdl3 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefill 2 ml Eppendorf

Silikonmatte Nunc

Spritzen 1 ml

Becton, Dickinson and Company

Tris-Tricin-Gele, 10-20 %

Anamed Gelelektrophorese

Ultrazentrifugenrdhrchen Beckman Coulter
Verschlussfolie fiir 96-Vertiefungsplatten PEQLAB Biotechnology
Verschlussfolie fiir RT-PCR-Platten Thermo Fisher Scientific
Zellschaber Corning

3.1.2 Geriite
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Geréte und Zubehdr sowie deren Hersteller sind
in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: In der vorliegenden Arbeit verwendete Geriite und Zubehér.

Geriit / Zubehor Hersteller
Analysewaage ABS 80-4 Kern & Sohn
Autosampler (1200 Serie HPLC) Agilent Technologies
Autoklav, V-Serie Systec
Blotkammer Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratories
Brutschrank, 37 °C Heraeus
Einfrierbox Cryo 1 °C Freezing Container Nalgene
Einkanal-Multipette M4 Eppendorf

Elektrophoresekammer Xcell SureLock Mini-Cell

Thermo Fisher Scientific

ELISA-Reader Multiskan EX

Thermo Fisher Scientific

ESI-MS 4000 QTRAP Quadrupol-Massenspektrometer AB Sciex

Fluorometer Safire 2 Tecan

Fluorometer / Luminometer Infinite M1000 Pro Tecan

Gefrierschrank, -20 °C Premium Liebherr
Gefrierschrank, -80 °C Hera Freeze Thermo Electron
Gelkammer Novex Mini-Cell Life Technologies
Hamilton Kapillare Hamilton

Heizblock Thermoshaker Universal Labortechnik
Inkubationsschiittler New Brunswick Innova 44 Eppendorf

Inkubator HeraCell 150 Heraeus
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon
Magnet-Heizriihrer MR2002 Heidolph Instruments
Mikrowelle Continent

Minilys Homogenisator PEQLAB Biotechnology
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N2 Abdampfvorrichtung EVA-EC VLM

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer Thermo Fisher Scientific
PCR-Cycler PRIMUS 25 ADVANCED PEQLAB Biotechnology
pH-Meter 766 Calimatic Knick

PikoReal PCR System Thermo Fisher Scientific
Pipetboy Comfort INTEGRA Biosciences AG
Pipettenset Research Eppendorf

Power Supply Consort EV231

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Priazisonswaage EW

Kern

Rontgenkassette Quanta 111 Dupont

Rotor JA-10 Beckman Coulter
Rotor JA-25.50 Beckman Coulter
Rotor SW40 Beckman Coulter
Rotor TLA-55 Beckman Coulter
Scanner CanoScan LiDE 50 Canon
Sicherheitswerkbank HeraSafe Heraeus

Software Analyst 1.5 AB Sciex

Software Image Gauge V3.45 Fuji Science Lab
Software R Studio R Studio

Software Piko Real 2.1 Thermo Fisher Scientific
Software SPSS Statistics 22 IBM Corporation
Stickstofftank, -196 °C GT 140 Air Liquide
TransBlot Gel-Halter mit Schwimmen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad

Turbo Spray-lonenquelle AB Sciex
Ubertopftaumler Reax2 Heidolph Instruments
Ultraschallsonde Sonopuls HD2070 Bandelin
Ultrazentrifuge Optima LE-80K Beckman Coulter
Vortex Genie2 Bender & Hobein
Wirmeschrank UT12 Heraeus

Wasserbad GFL
Wheaton-Schiittler Multi Reax Heidolph Instruments
Wippschiittler SkyLine Shaker S-4 ELMI

Wipptisch Rocky Labortechnik Frobel
Zentrifuge 5415D Eppendorf
Zentrifuge Avanti J-20 XP Beckman Coulter
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus

Zentrifuge Biofuge Primo Heraeus

Zentrifuge Fresco21 Heraeus

Zentrifuge Labfuge GL Heraeus Heraeus
8-Kanal-Pipette, elektronisch Eppendorf
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3.1.3 Zelllinien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 4 aufgelistet. Dieser sind eine
kurze Beschreibung der jeweiligen Zelllinie, ihre Herkunft und die je nach Zelllinie vorhandene
Resistenz gegeniiber einem Antibiotikum zu entnehmen. Die Ergebnisse der Validierung der Zelllinien

sind im Ergebnisteil (Kapitel 4) an entsprechender Stelle der jeweiligen Verwendung dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien.

Bezeichnung Beschreibung / Herkunft / Antibiotika-Resistenz
embryonale Maus-Fibroblasten (Wildtyp) / zur Verfiigung gestellt von der
MEF WT Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike Miiller (Institut fiir Pharmazie und Molekulare

Biotechnologie (IPMB) der Universitét Heidelberg) im Rahmen einer Kooperation
PS1/2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten / zur Verfiigung gestellt von der
MEF PS1/27 Arbeitsgruppe Prof. Dr. Bart de Strooper (Leuven, Belgien) im Rahmen einer
Kooperation (HERREMAN et al., 2000)
PS1/2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten, die mit humanem, wildtypischen
PS1 stabil retransfiziert wurden / Plasmidkonstrukt-Klonierung durch Prof. Dr. Marcus

MEF PSlres O.W. Grimm und Generierung der Zellen durch Dr. Eva Hesser / Resistenz gegen
Zeocin
MEE PS1/2"- PSI/Z—.deﬁziente embryonale Maqs-Fibroblasten mit transientem Kr.mckdown von
+ IDE-KD IDE / im Rahmen dieser Arbeit mit SureSilencing IDE-shRNS Plasmid (Tabelle 13)
generlert
APP/APLP2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten / zur Verfiigung gestellt von
MEF APP/APLP2" der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike Miiller (Institut fiir Pharmazie und Molekulare

Biotechnologie (IPMB) der Universitit Heidelberg) im Rahmen einer Kooperation

(HEBER et al., 2000)

APP/APLP2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten transient transfiziert mit
MEF APP/APLP2"-+ APP®* / im Rahmen dieser Arbeit generiert; das entsprechende Plasmid wurde zur
APPS Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Stefan Kins (TU Kaiserslautern)

(Tabelle 13)

APP/APLP2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten transient transfiziert mit
MEF APP/APLP2"-+ APP’*! / im Rahmen dieser Arbeit generiert; das entsprechende Plasmid wurde zur
APP7! Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Stefan Kins (TU Kaiserslautern)

(Tabelle 13)

APP/APLP2-defiziente embryonale Maus-Fibroblasten transient transfiziert mit
MEF APP/APLP2"-+ APP’® / im Rahmen dieser Arbeit generiert; das entsprechende Plasmid wurde zur
APP770 Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Stefan Kins (TU Kaiserslautern)
(Tabelle 13)
embryonale Maus-Fibroblasten mit Deletion der letzten 15 Aminoséuren des C-
Terminus von APP / zur Verfiigung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike

MEF APPACTIS Miiller (Institut fiir Pharmazie und Molekulare Biotechnologie (IPMB) der Universitit
Heidelberg) im Rahmen einer Kooperation (RING et al., 2007)
embryonale Maus-Fibroblasten mit Deletion der letzten 15 Aminoséuren des C-
MEF APPACT15 Terminus von APP mit stabiler Uberexpression der letzten 50 C-terminalen
+C50 Aminosiuren von APP%? / generiert von Dr. Christoph P. Stahlmann / Resistenz gegen
Zeocin
N2a WT murine Neuroblastom-Zelllinie (Wildtyp) (OLMSTED et al., 1970)
N2a WT mock zu Kontrollzelllinie zu N2a Ide-KD / generiert von Dr. Janine Mett (METT, 2017) /
Ide-KD Resistenz gegen Hygromycin B
N2a Ide-KD N2a Zelllinie mit stabiler Expression von Ide-shRNS / generiert von Dr. Janine Mett

(METT, 2017) / Resistenz gegen Hygromycin B
SH-SYSY WT humane Neuroblastom-Zelllinie (Wildtyp) (ROSS et al., 1983)
SH-SY5Y APPSS SH-SYSY Zellli.nie mit stgbiler Uberexpression von humanem APP®* / generiert von
Dr. Heike S. Grimm / Resistenz gegen Hygromycin B
SH-SY5Y Zelllinie mit stabiler Uberexpression der letzten 50 C-terminalen
SH-SY5Y C50 Aminosiuren von humanem APP%3 / generiert von Dr. Christoph P. Stahlmann /
Resistenz gegen Zeocin
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SH-SYS5Y Zelllinie mit stabiler Uberexpression des CRISPR-Cas9 Leerplasmids

SH-SY5Y mock

(pSpCas9(BB)-1A-Puro; (RAN et al., 2013)); Kontrollzelllinie zu SH-SY5Y APP"-
und SH-SY5Y PS17 / generiert von Dr. Christoph P. Stahlmann / Resistenz gegen

Puromycin

SH-SY5Y APP™

SH-SYSY Zelllinie mit per CRISPR-Cas9 Methode deletiertem APP Gen / generiert

von Dr. Christoph P. Stahlmann / Resistenz gegen Puromycin

SH-SYSY PS17-

SH-SYSY Zelllinie mit per CRISPR-Cas9 Methode deletiertem PS/ Gen / generiert

von Dr. Christoph P. Stahlmann / Resistenz gegen Puromycin

3.1.4 Gewebeproben

3.14.1 Verwendete Mausstimme

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysierten Mausmodelle wurden durch verschiedene

Kooperationspartner, die in Tabelle 5 aufgelistet sind, zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 5: In der vorliegenden Arbeit analysierte Mausmodelle.

Bezeichnung

Beschreibung / Herkunft

5xFAD-Miuse
(Jackson Laboratory)

Maéuse mit kombinierter Expression fiinf verschiedener humaner FAD-APP-
und -PS1-Mutationen (APP K670N/M671L (MULLAN et al., 1992), APP
1716V (ECKMAN et al., 1997), APP V7171 (GOATE et al., 1991), PSI
M146L und PS1 L286V (SHERRINGTON et al., 1995) / zur Verfligung
gestellt von der Arbeitsgruppe PD Dr. Kristina Endres (AG Molekulare
Mechanismen des gesunden Alterns und der Neurodegeneration,
Universititsmedizin Mainz) (OAKLEY et al., 2006)

Vitamin D-Mangel-Mause

Vitamin D-Mangel-Méuse (C57BL/6) / zur Verfiigung gestellt von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Robert Bals (Innere Medizin V — Pneumologie,
Universitdtsklinikum Homburg) (GRIMM et al., 2014)

WT-Maiuse von U. Miiller

C57BL/6 Wildtyp Miuse, zu den APP/APLP”- und APPACT15 Méusen / zur
Verfiigung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike Miiller (Institut fiir
Pharmazie und Molekulare Biotechnologie (IPMB) der Universitét
Heidelberg)

APP/APLP2”- Méuse

Maéuse mit Gen-Knockout von APP und APLP2 / zur Verfligung gestellt von
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike Miiller (Institut fiir Pharmazie und
Molekulare Biotechnologie (IPMB) der Universitét Heidelberg) (HEBER et
al., 2000)

APPACT1S5 Miuse

Méuse mit Deletion der 15 C-terminalen Aminosduren von APP / zur
Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ulrike Miiller (Institut fiir
Pharmazie und Molekulare Biotechnologie (IPMB) der Universitét
Heidelberg) (RING et al., 2007)

APPswe/PS1AE9 Méuse

Miéuse mit kombinierter Expression von humanem APP®? mit der swedish-
Doppelmutation (K679N/M671L) (MULLAN et al., 1992) und humanem PS1
mit Deletion des Exons 9 (PSIAE9) (PEREZ-TUR et al., 1995) / zur
Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Heikki Tanila (Faculty of
Health Sciences, A.I. Virtanen Institute for Molecular Sciences, Kuopio,
Finnland) (LIU et al., 2004)

Die Haltung der Mause erfolgte durch die Kooperationspartner gemi3 der Tierschutzverordnung

einheitlich unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit einer Temperatur von 20-22 °C, 50-60 %

Luftfeuchtigkeit und einem zwdlfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus, wobei ihnen Futter und Wasser

wihrend der kompletten Studie ad [libitum zur Verfiigung standen. Die im Rahmen der

Forschungsprojekte durchgefiihrten Tierversuche und Totungen wurden von den entsprechenden

Landesédmtern genehmigt.
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3.1.42  Fiitterungsexperiment Vitamin D-Hypovitaminose
(nach (NIEDERSTRASSER et al., 2016))

In dieser Arbeit wurde Hirngewebe von Méusen aus einem Fiitterungsexperiment verwendet, welches
in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Robert Bals (Universitétsklinikum des
Saarlandes, Klinik fiir Innere Medizin V - Pneumologie, Allergologie, Beatmungs- und
Umweltmedizin) durchgefiihrt wurde.

Sechs Wochen alte weibliche C57BL/6 Mause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) wurden fiir sechs
bis neun Monate mit einer Kontroll- (C1000; enthielt 500 IU/kg Vitamin D3) oder Vitamin D-
Mangeldiét (C1017; ohne zugesetztes Vitamin D3) von Altromin (Lage, Deutschland) gefiittert. Beide
Didten waren isokalorisch und hinsichtlich ihres Protein-, Kohlenhydrat-, Faser- und Mineral-Gehalts
identisch. Verglichen zu den Kontroll-gefiitterten Méusen, wiesen die Vitamin D-Mangel-gefiitterten
Tiere einen um 23 % reduzierten 25-Hydroxyvitamin Ds-Serumspiegel auf, was dem Vitamin D-
Mangelstatus der élteren Bevolkerung entspricht (ANNWEILER et al., 2011; BUELL et al., 2010). In
vorausgegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass unter diesen experimentellen
Bedingungen molekulare Mechanismen der Alzheimerpathologie im Gehimn betroffen sind, was
beispielsweise anhand einer verringerten Af-Degradation iiber Neprilysin deutlich wurde (GRIMM et
al., 2014). Die Gehirne wurden nach Euthanasie der Miuse durch eine Uberdosis an Ketamin (35 mg/kg
Korpergewicht) und Xylazin (525 mg/kp Korpergewicht) prépariert, in 0,9 %-Kochsalzlosung
gewaschen, sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu weiteren Analysen in fliissigem
Stickstoff gelagert. Die im Rahmen dieses Forschungsprojektes durchgefiihrten Tierversuche wurden
vom Landesamt flir Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz des Saarlandes (Referenznummer

17/2011) genehmigt und anhand der nationalen Richtlinien fiir Tierversuche durchgefiihrt.

3.1.43  Acitretinbehandlung
In dieser Arbeit wurde Leber- und Hirngewebe von Méusen aus einem Injektionsexperiment mit
Acitretin verwendet, welches in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PD Dr. Kristina Endres
(Universititsmedizin Mainz, AG Molekulare Mechanismen des gesunden Alterns und der
Neurodegeneration) durchgefiihrt wurde.
Weibliche transgene 5xFAD-Maiuse im Alter von 30 Wochen wurden in Gruppen von zwei bis fiinf
Tieren unter oben beschriebenen Bedingungen gehalten. Acitretin wurde frisch in einer Konzentration
von 1 mg/ml in Mais-Ol geldst und das entsprechende Injektionsvolumen nach Wiegen der Miuse am
ersten Behandlungstag auf eine tdgliche Dosierung von 10 mg Acitretin pro Kilogramm Kd&rpergewicht
in einem Volumen von 400 pl mit Mais-Ol eingestellt. Die Injektion erfolgte intraperitoneal fiir sieben
Tage mit einer zweitdgigen Pause (DOS SANTOS GUILHERME et al., 2019), wobei die Kontrolltiere
400 pl Mais-Ol erhielten. Die Dosierung wurde entsprechend Reagan-Shaw et al. (2008) berechnet,
indem von der maximalen Dosis fiir menschliche Patienten (50 mg/Tag) und einem Korpergewicht von
60 kg ausgegangen wurde (REAGAN-SHAW et al., 2008). Am Ende der Acitretinbehandlung wurden
die Miuse mit dem Inhalationsanésthetikum Isofluran betéubt und getdtet. AnschlieBend wurde die linke
Hirn-Hemisphére und der rechte Leberlappen prépariert, mit destilliertem Wasser gewaschen und bei -
20 °C kurzfristig oder bei -80 °C langfristig gelagert. Die im Rahmen dieses Forschungsprojektes
durchgefiihrten Tierversuche wurden vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (G14-1-087)
genehmigt und anhand der Richtlinien des Rates der Européischen Gemeinschaften iiber die Pflege und
Verwendung von Tieren in Versuchsverfahren ausgefiihrt.
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3.1.44  Fiitterungsexperiment MCT-Fette

In dieser Arbeit wurde Serum von Méusen aus einem Fiitterungsexperiment verwendet, welches in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Heikki Tanila (A.I. Virtanen Institut Kuopio, Finnland)
nach entsprechenden Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt wurde.

Fiir das Experiment wurden ménnliche acht Wochen alte APPswe/PS1AE9-Méuse mit C57Bl/6J-
Hintergrund fiir zehn Wochen entweder mit einer MCT-Diét (engl. medium-chain triglycerides,
mittelkettigen Fettsiuren) gefiittert, welche mit Kokosnuss-Ol angereichert war, oder mit einer
isokalorischen Kontrolldiit, welche mit Sonnenblumendl mit hohem Olsduregehalt (KD Pharma)
angereichert war. Die genaue Komposition der beiden Ole kann Tabelle 6 entnommen werden. Durch
eine intraperitoneale Injektion von 60 mg Pentobarbital-Chloralhydrat pro Kilogramm Kdorpergewicht
wurden die Tiere am Ende des Experiments anésthesiert und eine Blutprobe von circa 300 pl aus dem

Herzen entnommen. Diese wurde zur Serum-Gewinnung fiir eine Minute bei 3000 x g zentrifugiert.

Tabelle 6: Zur Anreicherung der Kokosnuss-Ol- und Kontroll-Diit verwendete Ole.

Bezeichnung Fettsiiure-Komposition
hoher Anteil an MCFAs:
45,1 — 53,2 % Laurinsiure (12:0)
16,8 — 21,0 % Myristinsdure (14:0)
Kokosnuss-Ol 7,5 — 10,2 % Palmitinsiure (16:0)
5,0 — 10,0 % Olsaure (18:1)
4,6 — 10,0 % Caprylsaure (8:0)
5,0 — 8,0 % Caprinséure (10:0)
hoher Anteil an Olséure (18:1):
75,0 — 90,7 % Olsiure (18:1)
Sonnenblumen-Ol 2,1 — 17,0 % Linolsiure (18:2)
2,9 — 6,2 % Stearinsdure (18:0)
2,6 — 5,0 % Palmitinsdure (16:0)

3.1.4.5 Humane post mortem Gehirnproben

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Riemenschneider (Universititsklinikum des
Saarlandes, Deutschland) wurde humanes post mortem Hirngewebe von der Niederldndischen Hirnbank
(NHB; Niederldndischen Instituts fiir Neurowissenschaften, Amsterdam, Niederlande) erworben. Der
entsprechende Ethikantrag wurde von Prof. Dr. Riemenschneider gestellt.

Die Hirnproben, welche aus dem préfrontalen Kortex prépariert wurden, konnten hinsichtlich Braak-
Stadiums (BRAAK, BRAAK, 1991; BRAAK et al, 1993), Amyloid-Belastung, ApoE-Status,
Geschlecht, Alter und post mortem Verzogerung kategorisiert werden. In dieser Arbeit wurden zwei
Kohorten, welche anhand ihres Braak-Stadiums voneinander unterschieden wurden, analysiert. Die erste
Kohorte umfasste Hirnproben der Braak-Stadien vier bis sechs und inkludierte 121 weibliche sowie 35
méinnliche Individuen, wobei die durchschnittliche post mortem Verzogerung der Hirnproben 6,06
Stunden betrug. Die zweite Kohorte inkludierte die Braak-Stadien eins bis drei und umfasste 36
weibliche und 31 minnliche Individuen, wobei die durchschnittliche post mortem Verzégerung der
Hirnproben 6,10 Stunden betrug. Eine detaillierte Auflistung ist den Tabellen 7 und 8 zu entnehmen.
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Tabelle 7: Uberblick iiber die NBB-Hirnproben von Kohorte I (Braak-Stadien 4-6). Die Charakterisierung
umfasst neben der NBB-spezifischen Nummer auch das Geschlecht (weiblich, W bzw. méinnlich, M), das Alter
in Jahren (a), das Braak-Stadium (B&B), die post mortem (PM) Verzégerung in Stunden (h), den APOE-
Genotyp, den Amyloid-Status sowie die Hirnregion.

Nll:?;ﬁ-er W/M Alter (a) B&B Verzii;\l/'[l-mg (h) APOE &  Amyloid Hirnregion

1990 069 \\ 91 4 04:10 43 Gyrus frontalis medius
1991 078 W 98 5 04:00 43 Gyrus frontalis medius
1991 080 \\ 86 4 03:30 43 Gyrus frontalis medius
1992 052 \\ 90 5 05:00 43 A Gyrus frontalis medius
1992 068 W 78 6 05:30 44 A Gyrus frontalis inferior
1993 138 \\ 74 6 04:30 43 Gyrus frontalis medius
1994 002 \\ 80 6 06:40 33 Gyrus frontalis inferior
1994 006 W 90 5 02:35 44 Gyrus frontalis inferior
1994 007 W 78 6 05:00 43 Gyrus frontalis inferior
1994 014 W 77 5 03:35 33 Gyrus frontalis inferior
1994 016 W 86 5 05:15 33 Gyrus frontalis inferior
1994 022 W 87 5 05:30 42 Gyrus frontalis inferior
1994 023 \\ 87 6 04:00 43 Gyrus frontalis inferior
1994 045 \\ 82 6 04:00 44 Gyrus frontalis inferior
1994 046 \\ 90 4 06:15 43 Gyrus frontalis inferior
1994 101 \\ 87 6 05:00 43 Gyrus frontalis medius
1996 063 \\% 82 5 09:00 43 C Gyrus frontalis inferior
1997 087 W 78 5 03:10 43 C Gyrus frontalis medius
1997 133 W 95 5 04:45 33 Gyrus frontalis superior
1997 136 W 62 6 04:25 44 Gyrus frontalis superior
1997 167 W 82 5 04:00 44 Gyrus frontalis medius
1998 007 \\ 75 6 03:50 44 Gyrus frontalis medius
1998 015 \\ 87 6 06:15 43 Gyrus frontalis medius
1998 026 W 67 5 03:30 44 C Gyrus frontalis superior
1998 032 W 92 4 03:50 42 C Gyrus frontalis superior
1998 052 \\ 90 4 04:00 43 0 Gyrus frontalis medius
1998 065 \\ 90 5 03:40 43 0 Gyrus frontalis medius
2000 062 \\ 91 4 03:45 43 A Gyrus frontalis medius
2000 119 \\ 85 5 06:10 43 B Gyrus frontalis medius
2000 138 \\ 84 5 05:15 33 B Gyrus frontalis medius
2001 010 W 84 4 04:15 32 B Gyrus frontalis superior
2001 013 \\ 68 5 04:51 33 B Gyrus frontalis medius
2001 019 W 92 5 04:55 43 A Gyrus frontalis superior
2001 066 W 96 5 05:50 33 C Gyrus frontalis medius
2001 070 \\ 86 6 05:40 44 C Gyrus frontalis medius
2001 071 \\ 91 5 07:50 43 C Gyrus frontalis medius
2001 076 \\ 78 6 03:45 44 C Gyrus frontalis medius
2001 081 \\ 93 5 05:05 33 0 Gyrus frontalis medius
2001 087 \\ 89 5 03:15 43 0 Gyrus frontalis medius
2001 095 \\ 81 6 05:30 44 B Gyrus frontalis medius
2001 098 \\ 94 6 05:40 43 B Gyrus frontalis medius
2001 105 \\ 79 4 05:20 43 B Gyrus frontalis medius
2001 116 W 94 4 04:20 32 C Gyrus frontalis medius
2001 120 W 87 5 04:00 43 C Gyrus frontalis medius
2001 124 W 86 6 05:20 44 C Gyrus frontalis medius
2001 125 \\ 77 6 08:30 44 C Gyrus frontalis medius
2001 129 W 91 6 03:40 33 C Gyrus frontalis medius
2002 001 \\ 84 5 06:30 43 C Gyrus frontalis medius
2002 004 \\ 91 4 04:15 43 B Gyrus frontalis medius
2002 027 \\ 85 5 05:00 44 C Gyrus frontalis medius
2002 047 \\ 83 5 07:17 43 C Gyrus frontalis medius
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2002 050 \\ 95 4 04:10 33 B Gyrus frontalis medius
2002 056 \\ 85 5 03:45 43 C Gyrus frontalis medius
2002 061 \\ 76 5 10:45 44 C Gyrus frontalis medius
2002 072 W 62 6 04:45 43 C Gyrus frontalis medius
2002 080 \\ 86 5 04:10 44 C Gyrus frontalis medius
2002 085 \\ 79 5 04:15 33 C Gyrus frontalis medius
2002 088 \\ 78 5 04:00 43 C Gyrus frontalis medius
2002 093 \\ 87 5 09:15 33 C Gyrus frontalis medius
2002 096 \\ 82 6 06:00 42 C Gyrus frontalis medius
2002 102 W 88 5 03:15 33 C Gyrus frontalis medius
2003 008 \\ 95 4 03:40 43 C Gyrus frontalis medius
2003 034 \\ 91 5 06:30 43 C Gyrus frontalis medius
2003 071 \\ 84 5 07:15 43 C Gyrus frontalis medius
2003 110 \\ 82 5 04:35 43 C Gyrus frontalis medius
2004 006 W 89 5 07:00 43 C Gyrus frontalis medius
2004 010 W 85 5 07:00 33 C Gyrus frontalis medius
2004 011 \\ 84 5 05:55 33 C Gyrus frontalis medius
2004 025 \\ 90 4 05:30 43 C Gyrus frontalis medius
2004 029 \\ 78 5 04:50 44 C Gyrus frontalis medius
2004 030 \\ 89 5 04:40 43 C Gyrus frontalis medius
2004 034 \\ 89 5 04:40 43 C Gyrus frontalis medius
2004 038 W 62 5 05:55 33 C Gyrus frontalis medius
2004 039 \\ 69 6 04:45 33 C Gyrus frontalis medius
2004 043 \\ 88 5 05:10 43 C Gyrus frontalis medius
2004 053 \\ 94 4 05:05 43 C Gyrus frontalis medius
2004 058 W 86 4 05:05 43 C Gyrus frontalis medius
2004 064 W 88 5 06:25 33 C Gyrus frontalis medius
2004 077 W 74 5 08:25 43 C Gyrus frontalis medius
2004 083 \\ 90 5 04:30 42 B Gyrus frontalis medius
2004 086 W 84 5 04:30 44 C Gyrus frontalis medius
2005 003 W 84 5 06:20 33 C Gyrus frontalis medius
2005 005 W 94 5 04:30 33 C Gyrus frontalis medius
2005 011 \\ 93 4 02:30 32 C Gyrus frontalis medius
2005 012 W 91 6 05:45 43 C Gyrus frontalis medius
2005 013 \\ 89 6 04:30 43 C Gyrus frontalis medius
2005 016 W 81 5 06:15 43 C Gyrus frontalis medius
2005 021 \\ 89 5 10:20 33 C Gyrus frontalis medius
2005 022 W 78 5 04:35 43 C Gyrus frontalis medius
2005 023 W 81 6 06:00 33 C Gyrus frontalis medius
2005 026 \\ 84 5 04:50 43 C Gyrus frontalis medius
2005 036 \\ 94 4 06:04 43 C Gyrus frontalis medius
2005 064 \\ 77 5 03:45 43 C Gyrus frontalis medius
2005 070 \\ 77 5 07:00 33 C Gyrus frontalis medius
2005 074 \\ 72 5 09:00 43 C Gyrus frontalis medius
2006 006 \\ 87 6 05:00 43 C Gyrus frontalis medius
2006 010 \\% 93 4 06:45 33 C Gyrus frontalis inferior
2006 020 \\ 77 5 03:05 43 C Gyrus frontalis medius
2006 044 \\ 86 4 05:55 43 B Gyrus frontalis medius
2007 089 \\ 74 5 05:30 43 C Gyrus frontalis inferior
2008 004 \\ 82 6 04:20 43 C Gyrus frontalis inferior
2008 018 \\% 84 6 04:05 n/a C Gyrus frontalis inferior
2008 045 \\ 85 4 06:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2008 063 \\ 78 5 08:25 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 006 \\ 81 5 06:10 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 009 \\ 88 5 06:45 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 019 \\ 84 4 06:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 041 \\ 85 6 05:10 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 049 \\ 81 4 06:15 n/a C Gyrus frontalis medius
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2009 050 \\ 88 5 08:15 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 065 \\ 75 5 05:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 069 \\ 72 6 05:55 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 082 \\ 66 5 06:30 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 086 \\ 84 6 04:50 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 088 \\ 90 6 05:40 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 100 \\ 94 4 08:05 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 101 \\ 96 4 04:30 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 105 \\ 82 5 05:25 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 001 \\ 92 5 03:25 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 054 \\ 82 6 05:30 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 069 \\ 66 5 08:15 n/a C Gyrus frontalis medius
1990 117 M 86 5 04:10 33 Gyrus frontalis medius
1991 088 M 90 5 04:55 43 Gyrus frontalis medius
1992 084 M 76 5 03:30 43 A Gyrus frontalis medius
1992 088 M 83 4 03:40 33 A Gyrus frontalis medius
1994 082 M 64 6 05:55 44 Gyrus frontalis inferior
1994 086 M 75 5 05:30 43 Gyrus frontalis inferior
1995 077 M 72 5 04:45 33 Gyrus frontalis inferior
1998 011 M 62 5 03:30 43 Gyrus frontalis medius
1998 132 M 75 5 05:15 43 Gyrus frontalis medius
2001 063 M 85 5 04:45 43 C Gyrus frontalis superior
2002 002 M 92 4 03:30 33 C Gyrus frontalis medius
2003 070 M 87 5 06:10 33 C Gyrus frontalis medius
2004 032 M 64 5 04:45 42 C Gyrus frontalis medius
2005 010 M 93 5 04:30 43 C Gyrus frontalis medius
2005 028 M 93 4 05:50 33 C Gyrus frontalis medius
2005 033 M 70 5 05:35 43 C Gyrus frontalis medius
2005 071 M 64 6 07:30 33 C Gyrus frontalis medius
2005 075 M 82 5 05:05 32 C Gyrus frontalis medius
2006 013 M 81 4 04:50 44 C Gyrus frontalis medius
2006 018 M 73 6 06:15 43 C Gyrus frontalis medius
2006 048 M 70 6 04:50 44 C Gyrus frontalis medius
2006 051 M 61 5 04:00 33 C Gyrus frontalis medius
2008 005 M 90 4 04:20 43 B Gyrus frontalis inferior
2008 047 M 77 6 06:35 n/a C Gyrus frontalis medius
2008 075 M 88 4 05:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 040 M 83 6 06:10 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 053 M 70 4 04:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 059 M 74 6 05:35 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 072 M 91 4 04:10 n/a B Gyrus frontalis medius
2009 107 M 88 5 04:40 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 004 M 77 5 05:39 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 011 M 80 4 04:00 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 016 M 86 5 06:15 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 051 M 74 6 07:40 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 068 M 85 4 08:35 n/a C Gyrus frontalis medius
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Tabelle 8: Uberblick iiber die NBB-Hirnproben von Kohorte II (Braak-Stadien 1-3). Die Charakterisierung
umfasst neben der NBB-spezifischen Nummer auch das Geschlecht (weiblich, W bzw. minnlich, M), das Alter
in Jahren (a), das Braak-Stadium (B&B), die post mortem (PM) Verzégerung in Stunden (h), den APOE-
Genotyp, den Amyloid-Status sowie die Hirnregion.

NBB- Alter PM- . . .
Nummer W/M (a) B&B Verzégerung (h) APOE ¢ Amyloid Hirnregion
1993 035 \\ 89 2 04:20 33 Gyrus rectus
1995 097 W 89 1 06:25 43 B Gyrus frontalis inferior
1995 101 \\ 73 1 05:30 33 Gyrus frontalis inferior
1996 032 W 60 2 08:25 43 Gyrus frontalis inferior
1996 044 W 90 2 05:50 33 A Gyrus frontalis superior
1996 051 \\ 71 2 04:50 43 C Gyrus frontalis inferior
1996 078 W 87 2 08:00 33 Gyrus frontalis inferior
1996 084 W 78 2 07:30 43 Gyrus frontalis inferior
1998 016 W 82 1 10:45 43 C Gyrus frontalis superior
1998 089 W 90 1 07:15 22 Gyrus frontalis superior
2000 106 W 88 2 05:40 33 B Gyrus frontalis inferior
2000 137 W 92 1 07:15 32 B Gyrus frontalis medius
2000 142 W 82 1 05:30 32 A Gyrus frontalis inferior
2001 006 W 91 1 05:45 22 B Gyrus frontalis inferior
2001 029 W 90 1 05:25 32 A Gyrus frontalis inferior
2001 079 W 90 3 04:45 33 0 Gyrus frontalis inferior
2001 096 W 77 1 05:40 33 B Gyrus frontalis inferior
2001 139 W 73 2 13:35 43 C Gyrus frontalis inferior
2002 018 W 92 1 07:00 43 B Gyrus frontalis inferior
2002 024 W 75 1 05:30 42 B Gyrus frontalis inferior
2003 006 W 91 3 05:20 32 C Gyrus frontalis inferior
2004 026 W 91 1 07:45 33 C Gyrus frontalis inferior
2004 049 W 77 1 08:20 32 C Gyrus frontalis inferior
2005 083 \\ 85 1 05:00 33 C Gyrus frontalis inferior
2006 008 W 85 2 04:40 43 C Gyrus frontalis inferior
2006 080 W 89 2 06:25 32 C Gyrus frontalis medius
2007 032 W 87 3 07:20 n/a C Gyrus frontalis superior
2008 105 \\ 89 3 03:52 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 021 \\ 99 2 04:15 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 022 W 77 1 02:55 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 095 \\ 71 1 07:10 n/a C Gyrus frontalis inferior
2010 007 W 85 2 05:19 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 015 \\ 73 1 07:45 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 039 W 60 1 06:50 n/a B Gyrus frontalis inferior
2010 062 W 94 1 05:50 n/a C Gyrus frontalis medius
2010 070 W 60 1 07:30 n/a C Gyrus frontalis medius
1990 042 M 76 1 06:00 33 Gyrus orbitalis
1991 125 M 61 1 05:40 43 Gyrus rectus
1992 026 M 83 1 06:25 33 Gyrus rectus
1992 029 M 79 2 05:10 33 A Gyrus orbitalis lateralis
1993 015 M 75 1 04:15 33 B Gyrus orbitalis
1994 053 M 83 1 08:50 33 Gyrus orbitalis
1994 076 M 78 2 08:25 33 Gyrus orbitalis
1995 093 M 78 1 07:00 33 Gyrus frontalis inferior
1996 085 M 84 1 09:00 33 Gyrus frontalis inferior
1996 125 M 93 3 10:25 43 Gyrus frontalis superior
1997 039 M 87 3 04:00 33 C Gyrus frontalis inferior
1998 039 M 85 2 04:35 33 B Gyrus frontalis superior
1998 049 M 87 2 07:25 33 0 Gyrus frontalis superior
2000 030 M 82 2 13:35 33 A Gyrus frontalis medius
2001 017 M 79 1 07:40 43 A Gyrus frontalis inferior
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2001 021 M 82 1 07:40 33 0 Gyrus frontalis inferior
2001 046 M 88 1 07:25 33 C Gyrus frontalis inferior
2001 086 M 88 1 07:00 32 0 Gyrus frontalis inferior
2001 094 M 86 2 05:30 43 B Gyrus frontalis inferior
2004 020 M 96 1 05:23 33 C Gyrus frontalis inferior
2005 055 M 84 1 07:05 33 C Gyrus frontalis inferior
2005 060 M 91 1 08:00 33 C Gyrus frontalis inferior
2005 073 M 87 3 06:05 33 C Gyrus frontalis inferior
2007 007 M 84 1 05:35 33 C Gyrus frontalis superior
2007 046 M 89 1 09:20 33 C Gyrus frontalis superior
2008 032 M 71 2 08:55 n/a C Gyrus frontalis medius
2008 103 M 80 1 08:10 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 001 M 88 2 04:43 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 003 M 62 1 07:20 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 039 M 82 3 12:55 n/a C Gyrus frontalis medius
2009 075 M 88 3 07:00 n/a B Gyrus frontalis inferior

3.1.5 Vitamin D-Analoga
Die in Tabelle 9 aufgefiihrten Vitamin D-Analoga wurden in HPLC-grade-Ethanol zu Stockldsungen

von 1 mM gelost und zur Inkubation auf Zellen, Hirngeweben oder Membranen herangezogen.

Tabelle 9: In der vorliegenden Arbeit verwendete Vitamin D-Analoga.

Vitamin D Analog Bezeichnung
Calcifediol 25-hydroxyliertes Vitamin Ds-Analog
Alfacalcidol 1-hydroxyliertes Vitamin D3-Analog
Calcipotriol 1,24-hydroxyliertes Vitamin Ds-Analog
Doxercalciferol 1-hydroxyliertes Vitamin D2-Analog
Maxacalcitol 1,25-hydroxyliertes Vitamin Ds-Analog
Paricalcitol 1,25-hydroxyliertes Vitamin D2-Analog

3.1.6 Lipide

Die in Tabelle 10 aufgelisteten Lipidspezies wurden im Rahmen dieser Arbeit in einer finalen
Konzentration von 10 uM zur Inkubation auf Zellen verwendet. Auf Grund der limitierten Loslichkeit
derjenigen 1,2-Diacyl-Phosphatidylcholine- (PCaa-) Spezies, die sehr langkettige Fettsduren (VLCFAs)
enthalten, wurden alle Phospholipide einheitlich in vorgewdrmtem Ethanol (37 °C) in einer
Konzentration von 2 mM geldst und langfristig in Glasflaschchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

Tabelle 10: In der vorliegenden Arbeit verwendete Phospholipide.

Lipidspezies Bezeichnung
PC10:0/10:0 1,2-Di-decanoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC12:0/12:0 1,2-Di-lauroyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC14:0/14:0 1,2-Di-myristoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC16:0/16:0 1,2-Di-palmitoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC18:0/18:0 1,2-Di-stearoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC20:0/20:0 1,2-Di-arachidoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC22:0/22:0 1,2-Di-behenoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
PC24:0/24:0 1,2-Di-lignoceroyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir proteinbiochemische Analysen verwendeten Antikorper

konnen Tabelle 11 entnommen werden. Die spezifischen, fiir den immunologischen Proteinnachweis

gewihlten, Blockier- und Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 11: In der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper.

Bezeichnung Epitop Klonalitit Verwendung Hersteller / Quelle
67106-1-Ig IDE monoklonal  IDE-Western Blot Proteintech
. Detektion von B-Aktin als Merck (ehemals Sigma-
Ad4dl p-Aktin monoklonal Ladekontrolle Aldrich)
. Detektion von B-Aktin als
ab1801 B-Aktin polyklonal Ladekontrolle abcam
ab2077 BACE1 polyklonal BACE1-Western Blot abcam
sAPPf .
Mbs492139 (C-Terminus) polyklonal sAPPB-Western Blot MyBioSource
HRP-gekoppelter
P0260 Maus-1gG polyklonal Sekundérantikorper fiir DAKO
Western Blot
N-Terminus von
sc-7860 PI‘GS(?I’II]I{I ! polyklonal Presenilinl-Western Blot ~ Santa Cruz Biotechnology
(Aminosduren
eins bis 70)
N-Terminus von IDE-Western Blot und o
ST1120 IDE polyklonal “Enzymaktivititsmessung Merck Millipore
APP Hergestellt in AG
(Aminosduren AB-Immunprézipitation, Hartmann-Multhaup-
w02 fiinf bis zehn der monoklonal ~ APP-und AB-Western Beyreuther (Heidelberg,
humanen AB- Blot Deutschland) (IDA et al.,
Sequenz) 1996)
HRP-gekoppelter
W4011 Kaninchen-IgG  polyklonal Sekundérantikorper fiir Promega

Western Blot

3.1.8 Kommerzielle Kits

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten kommerziellen Kits konnen Tabelle 12 entnommen werden.

Tabelle 12: In der vorliegenden Arbeit verwendete kommerzielle Kits.

Bezeichnung Verwendung Hersteller
Cytotoxicity Detection Kit Laktatdehydrogenase (LDH) -Analyse Roche
EndoFree Plasmid Maxi-Kit Isohergng von Plasmid-DNS aus transformierten Qiagen

Bakterien
Extracellular Oxygen Messung des Sauerstoffverbrauchs von Zellen Abcam

Consumption Assay

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Synthese komplementidrer DNS im Rahmen von

Genexpressionsanalysen

Thermo Fisher
Scientific

Detektion von 16slichem AB40 in

Thermo Fisher

Human 440 ELISA Kit Zellkulturiiberstinden Scientific
Human IL-1 beta ELISA Kit Detektion des Zytokins IL-1f in Abcam
Zellkulturiiberstinden
. regelmaBiger Ausschluss einer Mykoplasmen- .
PCR Mycoplasma Test Kit I/C Kontamination der verwendeten Zelllinien PromoKine
Suint-PhD Reagenz zur Transfektion von Proteinen und Synvolux
Peptiden (Inkubation von AICD) Therapeutics
Secrete-Pair Dual Luminescence IDE-Promotor-Aktivitdtsmessung GeneCopoeia

Assay Kit
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Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: In der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmide.

Bezeichnung

Verwendung

Hersteller

pcDNA™3.1/Zeo™ APPS

Uberexpression von APP%

Zur Verfluigung gestellt von Prof. Dr.

Stefan Kins (TU Kaiserslautern)

pcDNA™3 1/Zeo™ APP™!

Uberexpression von APP7’!

Zur Verfligung gestellt von Prof. Dr.

Stefan Kins (TU Kaiserslautern)

pcDNA™3.1/Zeo™ APP7™

Uberexpression von APP77

Zur Verfligung gestellt von Prof. Dr.

Stefan Kins (TU Kaiserslautern)

pEZX-PG04-IDE-GLuc

IDE-Promotor-
Aktivitdtsmessung in N2a-
WT-Zellen

GeneCopoeia

pVectOZ-SEAP

Messung der SEAP-
Sekretion durch N2a-WT-
Zellen

OZ-Biosystems

SureSilencing
IDE-shRNS Plasmid

Generierung stabiler MEF-
IDE-KD-Zellen

SABiosciences

3.2 Methoden

3.2.1 Mikro- und molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Chemokompetente Bakterien

(nach (HANAHAN, 1983))
Das Ziel dieser Methode ist das Einbringen einer Chemokompetenz in Escherichia coli (E. coli) DH5a-
Zellen, wodurch diese Bakterien die Fahigkeit bekommen, fremde DNS aus dem Medium
aufzunehmen beziehungsweise transformiert zu werden.
Eine E. coli DH5a-Kultur wurde herangezogen, um einen Verdiinnungsausstrich auf einer LB-
Agarplatte anzufertigen, von welchem nach Inkubation iiber Nacht bei 37 °C ein Einzelklon gepickt
werden konnte, welcher in 2 ml LB-Medium fiir sechs bis acht Stunden bei 37 °C und 100 U/min
inkubiert wurde, bis eine deutliche Triibung erkennbar war. Diese Vorkultur wurde anschlieend in
200 ml vorgewédrmtes LB-Medium {iberfiihrt und bis zu einer ODsoo = 0,5, welche photometrisch
bestimmt wurde, bei 37 °C und 100 U/min inkubiert. Das durch zehnminiitige Zentrifugation bei
7000 x g und 4 °C in autoklavierten Zentrifugenrohrchen (Nalgene) entstandene Bakterienpellet wurde
in 12,8 ml kaltem TFBI-Puffer resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. Nach wiederholter
Zentrifugation erfolgte das Resuspendieren des Bakterienpellets in 1,28 ml kaltem TFB2-Puffer und die
Bakteriensuspension wurde in 100 pl-Aliquots auf sterile 1,5 ml-ReaktionsgefdB3e verteilt, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

LB (engl. Iysogeny broth) — Medium fir DH5a-Zellen:

0,5 % (w/v) NaCl

1 % (w/v) Bacto-Trypton

0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt in ddH,O

einstellen des pH-Wertes auf 7,0 mit HCI, autoklavieren, zugeben von 100 pg/ml
Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin B
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LB (engl. Iysogeny broth) — Agarplatten fiir Bakterien:

LB-Medium (siehe oben)
1,5 % (w/v) Agar
in Petrischalen gieBen und aushérten lassen

TFB1-Puffer:

100mM  RbCl

50 mM MnCl,

30 mM CH3CO:K

10 mM CaCl,

15 % Glycerin  in ddH,O

einstellen des pH-Wertes auf 5,8 mit Essigséure, sterilfiltrieren und bei 4 °C lagern

TFB2-Puffer:

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl,

15 % Glycerin  in ddH,O

einstellen des pH-Wertes auf 8,0 mit NaOH, autoklavieren und bei 4 °C lagern

3.2.1.2  Retransformation chemokompetenter Bakterien mit Plasmid-DNS

(nach (SAMBROOK et al., 1989))
Diese Methode dient der bakteriellen Amplifizierung von Plasmid-Desoxyribonukleinsédure (DNS),
welche spéter unter anderem zur Transfektion humaner Zellen verwendet werden kann.
Dem langsamen Auftauen der zuvor generierten und bei -80 °C gelagerten chemokompetenten E. coli
DHS5a-Zellen folgte nach Zugabe von circa 100 ng der zu amplifizierenden Plasmid-DNS eine 20-
miniitige Inkubation auf Eis. Als Negativkontrolle diente eine Probe, welche bis auf den Schritt der
DNS-Zugabe identisch behandelt wurde. Das Einbringen der Plasmid-DNS in die Bakterien erfolgte
mittels Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Der Transformationsansatz wurde in 1 ml
LB-Medium, versetzt mit 10 mM Kaliumchlorid (KCl) und 4 mM Magnesiumsulfat (MgSO,),
resuspendiert und die Bakterienkultur fiir eine Stunde bei 37 °C und 220 rpm kultiviert. Anschlieend
wurden die Bakterienzellen in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefil3 tiberfithrt und durch zweiminiitige
Zentrifugation bei 4000 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 200 pl
Natriumchlorid (NaCl) aufgenommen und sowohl verdiinnt als auch unverdiinnt auf eine je nach
Antibiotikum-Resistenz des verwendeten Plasmids entweder Ampicillin- oder Kanamycin-haltige
Agarplatte ausgestrichen. Die Endkonzentration des verwendeten Selektionsantibiotikums betrug fiir
Ampicillin 100 pg/ml und fiir Kanamycin 50 pg/ml. Nach Inkubation {iber Nacht bei 37 °C wurden
einzelne Klone der entstandenen Bakterienkolonien zum Animpfen einer Vorkultur, bestehend aus 2 ml
Antibiotika-versetztem LB-Medium, verwendet. Nachdem diese Vorkultur fiir sechs Stunden bei 37 °C
und 220 U/min inkubiert wurde, diente sie zum Animpfen einer Ubernacht-Kultur in 250 ml antibiotika-
versetztem LB-Medium. Diese wurde iiber Nacht bei 37 °C und 220 U/min inkubiert, wobei es auf
Grund der geringen Verdopplungszeit von DH5a-Zellen zu einer Amplifizierung der Plasmid-DNS
kam, welche am folgenden Tag isoliert werden konnte (Kapitel 3.2.1.3).
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Zur Stammkonservierung transformierter £. coli DH5o-Kulturen wurde 1 ml der trilben Kultur in
Kryordhrchen mit 20 % Glycerin (v/v) aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert.

3.2.1.3 Isolation von Plasmid-DNS aus transformierten Bakterien

(nach Herstellerprotokoll Endo Free® Qiagen Plasmid Maxi Kit, Version Dezember 2016)
Das Endo Free® Qiagen Plasmid Maxi Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet und ermdglichte
eine schnelle, auf Anionenaustausch basierende Endotoxin-freie Isolation von Plasmid-DNS, deren
Reinheit fiir folgende Transfektionsanwendungen geeignet war. Das effiziente Entfernen der
Zellmembran-Komponenten Gram-negativer Bakterien (Endotoxine), die wihrend der Lyse der
Bakterien freigesetzt werden, ist in diesem Kit durch spezielle Filtereinheiten inkludiert und fiir die
spétere Transfektion von Zellkulturen von Wichtigkeit.
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten DNS erfolgte mittels NanoDrop 8000 UV-
Vis-Spektrophotometer. Die gemessene Extinktion bei einer Wellenlinge von 260 nm
(Extinktionsmaximum von Nukleinsduren) ldsst die Berechnung der Konzentration der isolierten DNS
zu, da eine Extinktion E = 1 bei doppelstriangiger DNS einer Konzentration von 50 pg/ml entspricht. Da
Proteine ihr Extinktionsmaximum bei 280 nm und organische Verbindungen sowie chaotrope
Substanzen ihres bei 230 nm haben, geben die gemessenen 260/230- und 260/280-Quotienten Auskunft
iiber das MaBl an Verunreinigungen durch Proteine oder organische Verbindungen. Ein 260/280-
Quotient von 2,2 entspricht reiner DNS und in dieser Arbeit wurde nur isolierte DNS mit einem 260/280-
Quotienten groBer 2,0 verwendet. Die DNS wurde mit endotoxin-freiem TRIS-EDTA-(TE-)Puffer,
welcher Bestandteil des verwendeten Endo Free® Qiagen Plasmid Maxi Kits ist, auf 1 pug/ul eingestellt
und bei -20 °C gelagert.

3.2.1.4  Isolation von Gesamt-Ribonukleinsiure (RNS) aus Zellen und Gewebe

(nach Herstellerprotokoll TRIzol-Reagent, Life Technologies, Version Dezember 2012)
Die Isolation der Gesamt-RNS erfolgte mittels TRIzol-Reagenzes, einer monophasischen Losung aus
Phenol und dem chaotropen Denaturierungsreagenz Guanidin-Isocyanat, in welcher die Zellen
abgeschabt wurden. Nach Zugabe von Chloroform und Homogenisierung der Proben resultierte die
anschlieende Zentrifugation in der Bildung zweier Phasen sowie einer Interphase. In der unteren,
organischen, Phenol-Chloroform-Phase befinden sich denaturierte Proteine, wéhrend sich die polare
RNS in der oberen, wissrigen, Phase 1ost. Auf Grund des sauren pH-Wertes des Phenols (pH 4,8)
reichert sich die sonst ebenfalls in der wissrigen Phase befindliche DNS in der organischen und Protein-
Interphase an.
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten RNS erfolgte mittels NanoDrop 8000 UV-
Vis-Spektrophotometer (DESJARDINS, CONKLIN, 2010). Die gemessene Extinktion bei einer
Wellenlinge von 260 nm (Extinktionsmaximum von Nukleinsiduren) ldsst die Berechnung der
Konzentration der isolierten RNS zu, da eine Extinktion E=1 bei RNS einer Konzentration von 40 pg/ml
entspricht. Auch hier geben die Quotienten aus den Wellenldngen 260/230 und 260/280 Auskunft iiber
die Reinheit der isolierten RNS (Kapitel 3.2.1.3), wobei dieses Verhiltnis bei reiner RNS bei ungefihr
1,8 beziehungsweise 2,0 liegt.
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3.2.1.5 Synthese komplementirer DNS (cDNS)
(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific,
Version Mérz 2016)
Um mittels Genexpressionsanalyse Aussagen iiber die quantitative Transkription eines spezifischen
Gens treffen zu konnen, muss die zuvor isolierte RNS in komplementire DNS umgeschrieben werden.
Dies erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
von Life Technologies nach Angaben des Herstellers in einem PRIMUS 25 Advanced PCR-Zykler.

Ansatz fir die Synthese der cDNS:

10 ul RNS (eingestellt auf 0,2 pg/ul)
2ul 10x RT-Puffer

0,8 pl 25x dNTP Mix (100 mM)

2 ul 10x RT Random Primer

1l Multiscribe Reverse Transkriptase
4,2 ul Nuklease-freies Wasser

Zykler-Programm fiir die Synthese der cDNS:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
1 10 min 25°C 1
2 120 min 37°C 1
3 5 min 85°C 1
4 unendlich 4°C /

Die synthetisierte cDNS wurde in einem finalen Schritt im Verhéltnis 1:10 mit nuklease-freiem Wasser
verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.2.1.6 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

(nach Protokoll Fast SYBR Green Master Mix Kit, Thermo Fisher Scientific und (GROSGEN, 2013))

Bei der qRT-PCR handelt es sich um eine Methode, mit welcher das Expressionsniveau von Genen
quantitativ bestimmt werden kann. Es werden spezifische Gensequenzen der aus RNS-Isolation
(Kapitel 3.2.1.4) und reverser Transkription (Kapitel 3.2.1.5) gewonnenen cDNS amplifiziert, was
durch die Verwendung Gen-spezifischer Primer ermdglicht wird (GIBSON et al., 1996; NOLAN et al.,
2006).
In dieser Arbeit wurde der Fast SYBR green Master Mix auf einem PikoReal Real-Time PCR System
verwendet. Der Master Mix enthélt neben der AmpliTaq ® Fast DNS-Polymerase und Deoxynukleotiden
auch den SYBR ® green I Fluoreszenzfarbstoff, der mit doppelstrangiger DNS interagiert und so zu deren
Nachweis dient (ZIPPER et al., 2004). Die herangezogenen Primer fiir murine und humane Proben sind
in den Tabellen 14 und 15 aufgelistet.
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Tabelle 14: Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten murinen Primer. Die verwendeten
housekeeping Gene (HKG) sind hervorgehoben.

Gen forward Primer (5> 3°) reverse Primer (5> 3")
A2m GACGCAGGGACACAAGAAAG TCCATTGGGCAGAATGGTAT
Aass ACGGGAGGGTCCATAGATTT GGAGCCTTCAACACTGTCGT
Abcal CATGAAGGTTGCTGTGGATG TTGACATGGTGGTGGTCTTC
Acatl GCTGCAGGAAGTAAGATGCC GGAAGGATCCAATGGGAGTT
Acat2 CCCGTCATGGGAGTAACCT ATCGTTCATTCCTGATGCGT
Acat3 TGGGCAAGCTGAAACCTTAC CATAAGGACCACAGCAGCAG
Ache GCAGCAATATGTGAGCCTGA AGTATCGGTGGCGCTGAG
Ace CCTGAGTTCTGGAACAAGTCG TTGATCCTGAAGTCCTTGCC
Actb CCTAGGCACCAGGGTGTGAT TCTCCATGTCGTCCCAGTTG
Adam9 AAGCTGCCTGCTTAACATCC ACCTCACACTCCTTCGCTGT
Adaml7 TGACATCAAGTACCGAACGC GAGTCAGGCTCACCAACCAC
Als2 CTCTTCAATGATGCCCTGGT CCATTCACGCTACCAGCTTC
Apbal AGCCAATGACTGAGGTGGAC GGAAATGGTCCTCAGAGGGT
Apba3 GTAGGGAGGTTTGCATCCAG AGCAGGTTGGCAATGACC
Apbbl TGCATGAGATCTGCTCCAAG TTCCACTTGGAAAGGGACAT
Apbb2 ATCGTGAACATCCGAGTGTG GTCACATCGAAACACATGGC
Aphla ACAAGCTCCTTAAGAAGGCAGA CCGAAGGACAGACCAGAAAC
Aphlb GCTGTTCAGGCTCGCATATT AGAAACATAGGCCAACAGTCG
Aphlc CTCATCGCTGGTGCTTTCTT AGAAACATACGCCAACAGTCG
Aplp2 TGTTAAAGCTGTCTGCTCCCA TAAAGCGTACGCACTTTCCC
Apoal GCCAACAGCTGAACCTGAAT CAGAAGTCCCGAGTCAATGG
Apoe CTGAACCGCTTCTGGGATTA GTGCCGTCAGTTCTTGTGTG
App CCGTTGCCTAGTTGGTGAGT GTGCCAGTGAAGATGGGTCT
Appbpl CTGCTGCTGTAGGCAATCAC ACCACTCGAAGAAATGCAGAA
Atp5b GGATCTGCTGGCCCCATAC CTTTCCAACGCCAGCACCT
Bacel ACATTGCTGCCATCACTGAA TCCAAAGAAGGGCTCCAAAGA
Bace2 GCATGCTGGACAAATTCTGA TGTAGAGCTGTGGGAGAATGG
Bche ATTTCCCTGGAGTGAGCAGA CCAAAGCGTCACGGTAGACT
Bdnf AGGACGCGGACTTGTACACT CATAGACATGTTTGCGGCAT
Casp3 ACGCGCACAAGCTAGAATTT CTTTGCGTGGAAAGTGGAGT
Casp4 TGGTGGTGAAAGAGGAGCTT GCCATGAGACATTAGCACCA
Cat AACTGGGATCTTGTGGGAAA TGTGGGTTTCTCTTCTGGCT
Cdc2 AGGAAGAAGGAGTGCCCAGT TACAGCCTGGAGTCCTGCAT
Cdk5 GTCCATCGACATGTGGTCAG GTGTCCCTAGCAGTCGGAAG
Cdkll GCATGCTCAAGCAACTCAAG TCGCAGTACTCGAACACCAG
Chat ACTCCTGAGGCTCTGGCTTT GTACTCAGTTTGGGCCTGGA
Clu CTGTGTGCAAGGAGATCCG TGGTTGAACAGTCCACAGACA
Ctsb AAGCTGTGTGGCACTGTCCT ATTGTTCCCGTGCATCAAAG
Ctsg ACATCCAAATGCGAGAAAGG CAGCTGCAGAAGCATGATGT
Ctsl AAGGGTTGTGTGACTCCTGTG TGCCGGTCTTAAGGAACATC
Duoxl AAGGGCTGAAGATGTGGATG AGGCCAGAAATCTTGCATGT
Ecel GATCAAGGTCGGGAGTACGA GTATTGCTGCACCATGCACT
Ece2 GGTGCTGAGTGAGGTAAGCC GACCAGTCATAACGGGATTGA
Ep300 CTTCCACTCCGCTTTCTCAG GCTGCTTCTCAGGAATGGTC
Epx GTCCAGATCATCACCTACCGA CCACATTGGAGCAATACCCT
Ercc?2 TACCCGGAGCAGTTCTCCTA GGACACTGTCTTCCCAGTGC
Ercc6 CAGTCCAGGCAGATGCTACA TGTAATCAGCGGCTGTCTTG
Ernl GTGATCACTCCCAGCACAGA CATGGTGTCCTATGAGAAGCC
Gabl AGCCTGAACCTAACAGAACCC GAGGAAGCAGGAGTCTGGTG
Gap43 TTGCTGATGGTGTGGAGAAG AAGGTGCATCTCCTGCCTT
Gnaol GACAAGGAGAGGAAGACGGA AGTCGCATCATGGCAGAAA
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Gnbl
Gnb2
Gnb4
Gnb5
Gpxl
Gpx2
Gpx3
Gpx5
Gpx6
Gpx7
Gsk3a
Gsk3b
Hadh?
Hdacl
Hmgcr
Ide
1dhl
1lla
Ins
Insr
Lpl
Lrpl
Lrp6
Map?2
Mapt
Mmp?2
Mmp9
Mpo
Mpp4
Mprip
Ncstn
Nep
Ngol
Nudtl5
Park7
Pkp4
Plat
Plau
Plg
Polr2f
Ppplri5b
Prdxl
Prdx2
Prdx6
Prkaal
Prkaa?
Prkca
Prkebl
Prkcd
Prkce
Prkcg
Prkcl
Prkcq
Prkcz

TGTTTCCTTCTCCAAGAGTGG
ACTAACAAGGTCCACGCCAT
TTGTGATGCATCCTCAAAGC
GAAGACCAGAAGGACCCTCA
GTTCGGACACCAGGAGAATG
GGGCTGTGCTGATTGAGAAT
GGCTTTGTGCCTAATTTCCA
ATGCACTCCAGGAGGATCTG
TGAGTATGGAGCCAACACCA
ACTTCAAGGCGGTCAACATC
GGAGCCCAATGTGTCCTACA
GACTTTGGAAGTGCAAAGCAG
GGCCAACGTGGAGTTATCAT
TCTGACCATCAAAGGACACG
ATCGAGCCACGACCTAATGA
GCTACGTGCAGAAGGACCTC
GCTTCATCTGGGCCTGTAAG
CCCATGATCTGGAAGAGACC
AGAGGCTCTCTACCTGGTGTGT
TCTTCGAGAACGGATCGAGT
GATGCCCTACAAAGTGTTCCA
CAGCTCACTGTGAAGGCAAG
GGCAGCCAAATGCTACAAAT
TGGCTCTCTAAAGAACATCCG
TCAGGTCGAAGATTGGCTCT
GACAAGTGGTCCGCGTAAAG
CATGCACTGGGCTTAGATCA
CTCAAGATCCCACCCAATGA
AAGTGCTGTGCCACATACCA
GGCTGGCTAACCAAGCAGTA
TGCTCTATGGGTTCCTGGTT
ATGGAGACCTCGTTGACTGG
GCCGATTCAGAGTGGCAT
TTTGGAATTCGGTGAGACCT
GCCATCTGTGCAGGTCCTA
CAAACACTGGTTCAGCCATC
GCTGAGTGCATCAACTGGAA
CCAGAAGAACAAGGGAGGAA
GGTGGGAATACTGCAACCTG
AAGCGGATCACCACTCCTTA
TGAATCAGACGTGGAACAGG
CACCCAAGAAACAAGGAGGA
TAGCGACCATGCTGAGGACT
GGGCAGGAACTTTGATGAGA
TGTTCCAGCAGATCCTTTCC
ATGCCCAGATGAACGCTAAG
GGCGGATTTATCTGAAGGCT
GAGATCTGGGATTGGGACCT
GGGACACCATCTTCCAGAAA
AGCTTTGGCAAGGTCATGTT
GTTCCGTCTGCACAGCTACA
CACCCTCAAACTGGATTTGC
GCCTGAACAAGCAGGGTTAC
ATAGACTGGGACCTGCTGGA

Material und Methoden

CCAGCTAAGACACCTGCTCTG
AGCAGATGTTGTCCAAACCC
CTCGGGAAGAAACTGACAGC
ATCACCTTCCCATCCTGTGA
TTCTCACCATTCACTTCGCA
GACAGTTCTCCTGATGTCCGA
GTGAGCCCAGGAGTTCTGC
CCTGGACGAACATACTTGAGC
TGTGTTCAGCTCAGGGTACG
CTGTGAAGCCACATTCGCTA
GCTCAGCAAGTACACAGCCA
CGTGTAATCAGTGGCTCCAA
CAGTGTCATGCCCACTATGC
AACATTCCGGATGGTGTAGC
TAAGCTGGGATATGCTTGGC
TGGACGTATAGCCTCGTGGT
TGGACAAATCAGCACACTGG
TGACAAACTTCTGCCTGACG
CCTCCCAGCTCCAGTTGTT
TTGGCTGTCCTTTGGATACC
CCACTGTGCCGTACAGAGAA
GGTACAGTCCTTGTCGCCAT
TGGGCAAGCACACTGATAAA
CAGGTACGTGGTGAGCATTG
CACACTTGGACTGGACGTTG
ATCACTGCGACCAGTGTCTG
GCTTAGAGCCACGACCATACA
TTGCGAATGGTGATGTTGTT
TCCGTACATGAGGCTTTCAA
TCTAGGTCAGCTGCCTCCTC
CGGCGATGTAGTGTTGAAGA
TTCCATTGAGATGCTGTCCA
CATCCTTCCAGGATCTGCAT
AAGAATTTACCACGGAGGCA
GCGGCTCTCTGAGTAGCTGTA
CGCCTGTGCTGGTAACATAA
CTGGGTTTCTGCAGTAATTGTG
TTTGGGAGTTGAATGAAGCA
GCAGTCTGTCTCAGAGTCGCT
TGAGCAAAGGGTCTGTCTCC
CGTCTGAATCGTGGCTGTAA
CTTCATCAGCCTTTAAGACTCCA
TATTGATCCACGCCAGGTG
GCTCTCTCCCTTCTTCCAGTC
TTGAAAGACCAAAGTCGGCTA
ACCTGCATACAGCCTTCCTG
ATAAGGATCCGAAAGCCCAT
AACTTGAACCAGCCATCCAC
AAACTGCCACAGTGGTCACA
GTGCAGTCCACATCATCGTC
CTCGCAACAGGAACATTTCA
TTTGGTTTAAAGGGTGGAACC
TATTGATTGCGGATCCTGTG
TGGTGAACTGCGTGTCAAAG
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Prnp CGAGACCGATGTGAAGATGA CTGGATCTTCTCCCGTCGTA
Psenl (1) ACCCGGAGGAAAGAGGAGTA TGGTTGTGTTCCAGTCTCCA
Psenl (2) AAACAGCCCTGCACTCGAT TGGTTGTGTTCCAGTCTCCA
Psen?2 TCATGCTATTTCGTGCCTGTC GTGTAGATGAGCTGCCCGTT
Psenen2 ATCTTGGTGGATTTGCGTTC CCTTTGATTTGGCTCTGCTC
Psmb5 CAGATCTGCTGGACTTGGGT AGAAACTTGAAGGCCAGGGT
Serpina3a GCCCAGGATGCTAGATGAAC CAGTGATCCCAGACAGGTCA
Snca GGAGTGACAACAGTGGCTGA GCTCCCTCCACTGTCTTCTG
Snch CAGACCTGAAGCCAGAGGAG CTCTGGCTCGTATTCCTGGT
Sodl CGTACAATGGTGGTCCATGA AATCCCAATCACTCCACAGG
Tpo CCCATACAGCTTCCCTCAAA CCAAAGAGAGCACCTTGGTC
Txnip GCAGCAGGTCTGGTCTGAG TAGCAAGGAGGAGCTTCTGG
Txnrd2 GGCACCTTTGACACTGTCCT CCTGGGCATCCACAATAATC
Ubginl CACCGATATCCAGGAGCCTA GCTGAGTCCCTTCTGCTGAG
Ucp3 AAGACCCGATACATGAACGC GGGCACAAATCCTTTGTAGAAG
Ugcrel GTGGTGGAGTGCACCTGTC CCAGCAGCCCAGTATCAGAG
Ugcre?2 CAAAGGAAGTCACCAGCCTT GCATTGATAACCTCTCCAGCA
Xpa TGAACCACTTTGATCTGCCA AGCGCTGGCTCTCTCTTCT

Tabelle 15: Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Primer. Die verwendeten
housekeeping Gene sind fett geschrieben.

Gen forward Primer (5> 3°) reverse Primer (5> 3")
ACTB CTTCCTGGGCATGGAGTC AGCACTGTGTTGGCGTACAG
APP GGCAGTTATCCAGCATTTCC ATTGAGCATGGCTTCCACTC
BACE] GCCTATGCTGAGATTGCCAGG GGAGAAGAGGTTGGGAACGTG
C50 AAACAGTACACATCCATCCAT CTAGTTCTGCATTTGCTCAAAG
IDE TGCCCTAGACAGGTTTGCAC CTCCAGGCATCATTCATCACAT
I1L-34 AATCCGTGTTGTCCCTCTTG CAGCAGGAGCAGTACAGCAG
NCSTN CTGTACGGAACCAGGTGGAG GAGAGGCTGGGACTGATTTG
NEP GATCAGCCTCTCGGTCCTTG TGTTTTGGATCAGTCGAGCAG
PGC-la GTTCAAGATCGCCCTACAGC CCCTCTCAGACTCTCGCTTC
RNI18S1 GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT
TBP CGGAGAGTTCTGGGATTGT GGTTCGTGGCTCTCTTATC

Die Verwendung von mindestens zwei HKG wurde favorisiert, um zufillige Unterschiede in der
Amplifikationseffizienz ausschlieBen zu konnen. Durch Anwendung der Normfinder-Software wurde
eine Rangfolge von 19 ausgewihlten HKG, die héufig in der Literatur verwendet werden, erstellt und
anhand derer die stabilsten HKG fiir die Normalisierung ausgew#hlt (PENNA et al., 2011). Die
Genexpression wurde auf die Expression der HKG normalisiert und relative Anderungen mit Hilfe der
242D Methode quantifiziert (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001). Dabei beschreibt der Schwellenwert
(Ct-Wert, Treshold Cycle oder auch Cq-Wert, Quantification Cycle) den Zyklus, bei welchem die
Menge an amplifiziertem Produkt einen definierten Schwellenwert iiberschreitet. Durch spezifische
Primer, welche mit einem Programm der Firma GenScript selbst konzipiert wurden, wurde die Linge
der Amplifikate auf ein Maximum von 150 Basenpaaren begrenzt. Unter diesen Bedingungen liegt die
Amplifikationseffizienz nahezu bei eins und somit konnte die Formel 2“*“D fiir die Menge an
Amplifikat, welches auf die endogene HKG-Expression normiert und in Relation zur Kontrolle gesetzt
wurde, angewendet werden.
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Zusammensetzung der Real-Time PCR-Reaktionsansitze:

2,5 ul c¢DNS-Losung (3.2.1.5)

0,25 ul forward Primer (10 uM)

0,25 pl reverse Primer (10 uM)

2ul ddHO

Sul Fast SYBR Green Master Mix

Real-Time-PCR-Programm:

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
1: Aktivierung Polymerase, Denaturierung DNS  20s 95 °C 1
2: Denaturierung 3s 95°C 40
3: Annealing / Elongation 30s 60°C
4: Schmelzkurvenanalyse 60-95°C 1

3.2.1.7 IDE-Promotor-Aktivititsmessungen mittels Luciferase-Analyse

(nach Herstellerprotokoll Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit, GeneCopoeia, Version 2013

und (METT, 2017))
Die Methode der Promotor-Aktivitdtsmessung wurde von Dr. Janine Mett basierend auf den
Herstellerprotokollen des Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit (GeneCopoeia; Version 2013)
beziehungsweise Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega; Juni 2011) im Labor der
Experimentellen Neurologie etabliert. Sie umfasst die indirekte Detektion der Promotoraktivitét durch
ein Reporterenzym, dessen Transkription unter der Kontrolle des zu analysierenden Promotors steht.
Auf dem verwendeten Plasmid befindet sich ebenfalls ein zweites Reportergen
(Standardreporterenzym), welches durch einen konstitutiv aktiven Promotor reguliert wird und daher
die Normierung auf Schwankungen in der Transfektionseffizienz ermdglicht (ALAM, COOK, 1990).
Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte /DE-Promotoraktivititsanalyse wurden unterschiedliche
MEF-Zellen transient mit dem dualen Reportersystem Vektor pEZX-PG04-IDE-GLuc (Tabelle 13)
transfiziert. Hierbei agierte das Gaussia Luciferase-Gen (GLuc) als Reportergen, dessen Expression
durch die IDE-Promotorregion reguliert ist. Zudem wurde das Gen, welches die Sekretorische
Alkalische Phosphatase (SEAP) kodiert, konstitutiv durch den Cytomegalovirus-(CMV-)Promotor
exprimiert und diente als Standardreporterenzym. 48 Stunden nach der transienten Transfektion
(Kapitel 3.2.2.3) wurde das Secrete-Pair Dual Luminescence Assay Kit herangezogen, um die
Aktivititen von GLuc und SEAP im konditionierten Medium zu analysieren. Die Detektion der
Lumineszenz erfolgte in einem Infinite M1000Pro-Fluorometer/Luminometer mit einer Integrationszeit
von 500 ms. Um Varianzen in der Zellkonfluenz oder der Transfektionseffizienz zu eliminieren, wurde
fiir jede Probe das Signal der Gluc-Aktivitét auf das Signal der SEAP-Aktivitit normalisiert.
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3.2.2  Zellbiologische Methoden

3.2.2.1  Kaultivierung eukaryotischer Zellen
(nach (FRESHNEY, 2011))

Die Arbeiten an den in Tabelle 4 aufgelisteten eukaryotischen Zellen wurde in einer Sterilwerkbank mit
zitkulierendem Luftstrom unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte in
Zellkulturschalen (10 cm) in 10 ml entsprechendem Zellkulturmedium bei 37 °C, 5 % CO> und 95 %
Luftfeuchtigkeit.

Je nach individuellem Wachstumsverhalten wurden die Zellen zwei- bis dreimal pro Woche nach
Erreichen einer Konfluenz von 85 - 100 % passagiert, indem das verbrauchte Medium abgesaugt, die
Zellen mit 3 ml DMEM (Dulbecco s Modified Eagle s Medium) gewaschen und 1,5 ml Trypsin/EDTA-
Losung fiir ein bis zwei Minuten bei 37 °C inkubiert wurden, was das Abldsen der adhirenten Zellen
bedingte. Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von 8,5 ml frischem, der Zelllinie entsprechendem
DMEM-Kultivierungsmedium, welches 10 % FCS enthielt (Zusammensetzung in Tabelle 16), gestoppt
und die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit Hilfe einer serologischen Pipette
vereinzelt, bevor sie abhéngig ihres Wachstumsverhaltens oder der folgenden Experimente auf 10 cm-
Zellkulturschalen oder 6-, 12-, 24- bzw. 96-Vertiefungsplatten ausgesit wurden. Die fiir die

Folgeexperimente gewihlten Inkubationsbedingungen sind in Kapitel 3.2.2.4 beschrieben.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

Zelllinie Medium Antibiotika-Zusatz
MEF WT
MEF PS1/2”"
MEF PSlres DMEM 300 pg / ml Zeocin
MEF APP/APLP2" 10% (v/v) FCS
MEF APPACTI15
MEF APPACTI15 + C50 300 pg / ml Zeocin
DMEM
N2a WT 0,1 mM MEM-Aminoséureldsung
10 % (v/v) FCS
N2a WT mock zu 100 U/ml Penicillin 400 we / ml H B
IDE-KD 0,1 mg/ml Streptomycin e/ mi Hygromycin
N2a IDE-KD ? Eﬁ II:I;Srlillllt:rllIIl)l;f?uvat 400 pg / ml Hygromycin B
SH-SYSY WT
SH-SY5Y APP®”? DMEM 400 ug / ml Hygromycin B
SH-SY5Y C50 S 300 pg / ml Zeocin
SH-SY5Y mock 0,1 mM MEM-Aminoséureldsung
10 % (v/v) FCS

SH-SY5Y APP™-
SH-SY5Y PS17-

3.2.2.2  Kryokonservierung und Rekultivierung eukaryotischer Zellen

(nach (FRESHNEY, 2011))
Zur Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff wurden Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
(60 — 80 %-ige Konfluenz), wie in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben, chemisch vom Boden der 10 cm-
Zellkulturplatte abgeldst und die Reaktion unter Verwendung von 4,5 ml 10 %-FCS-haltigem

Kultivierungsmedium abgestoppt.
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Nach Uberfiihrung der Zellkultursuspension erfolgte eine Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 355 x g
und Raumtemperatur (RT) und das {iberstindige Medium wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 4,5
ml Einfriermedium resuspendiert und zu je 1,5 ml in drei Kryogeféfe aliquotiert. Zur kontinuierlichen
Abkiihlung der Kulturen um 1 °C pro Minute, wurden diese in eine mit Isopropanol befiillte Einfrierbox
gegeben und fiir 48 — 72 Stunden bei -80 °C gelagert, bevor sie zur Langzeitlagerung in fliissigen

Stickstoff transferiert wurden.

Zusammensetzung des Einfriermediums:

5ml FCS
5Sml Dimethylsulfoxid (DMSO)
40 ml Kultivierungsmedium (siehe Tabelle 16)

Die Rekultivierung erfolgte durch ziigiges Auftauen der Kryokulturen im 37 °C-Wasserbad und die
Zugabe von 8,5 ml frischem, vorgewdrmtem Kultivierungsmedium. Das aus der flinfminiitigen
Zentrifugation bei 355 x g und RT resultierte Zellpellet wurde in 10 ml Kultivierungsmedium
resuspendiert und in eine 10 cm-Zellkulturschale {iberfiihrt. Unter Verwendung des PCR Mycoplasma
Test Kit I/C nach Herstellerangaben wurde nach Rekultivierung der Zellen eine Mykoplasmen-
Kontamination ausgeschlossen. Zwischen der Rekultivierung der Zellen und den folgenden

Experimenten (Kapitel 3.2.2.3 und 3.2.2.4) wurden die Kulturen mindestens zwei Mal passagiert.

3.2.2.3  Transfektion eukaryotischer Zellen durch Lipofektion
(nach Herstellerprotokoll Lipofectamine 2000, Invitrogen, Version Juli 2005)

Unter der Liposomen-basierten Transfektion beziehungsweise Lipofektion wird der Prozess verstanden,
bei welchem ein Lipidkomplex aus winzigen vesikuldren Strukturen, der dieselbe Komposition wie die
zelluldare Membran hat, verwendet wird, um DNS transient oder stabil in Zellen einzubringen. Dies kann
entweder iiber Endozytose des Liposomes oder direkte Fusionierung mit der Zellmembran und
Entlassung des DNS-Konstruktes in die Zelle geschehen.

Bevor die Zellen nach dem Auftauen fiir weiterfiihrende Experimente, wie die transiente Transfektion
mit Plasmid-DNS, verwendet wurden, wurden sie mindestens zwei Mal passagiert, um mogliche
Einfliisse potenzieller DMSO-(Gefrierschutzmittel-)Riickstinde, welche toxische Eigenschaften
besitzen konnten, ausschlieen zu kdnnen. In dieser Arbeit erfolgte das Einbringen von Plasmid-DNS
in eukaryotische Zellen mittels Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 nach Angaben des Herstellers
und mit den in Tabelle 17 aufgefiihrten Volumina. Vier bis sechs Stunden nach der Transfektion wurde
das Plasmid-DNS-Lipofectamine-Reagenz von den Zellen entfernt und Kultivierungsmedium
zugegeben. Nach einer Expressionszeit von 24-48 Stunden wurden die transient transfizierten Zellen fiir

nachfolgende Experimente verwendet.

Tabelle 17: Volumina der Reagenzien zur lipofektions-basierten Transfektion.

Zellkulturschalen- DNS Lipofectamine 2000 OptiMEM  vorgelegtes OptiMEM

Format [ng] Transfektionsreagenz [ul] [nd] [ml]
24-Vertiefung 1 1,5 50 0,5
12-Vertiefung 2 3 100 0,7
6-Vertiefung 6-7 6 200 0,8
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3.2.2.4 Inkubation von Zellen mit additiven Substanzen
(nach (METT, 2017))

Die Inkubation der Zellen mit verschiedenen additiven Substanzen erfolgte je nach Versuchsdesign im
24-Vertiefung, 6-Vertiefung oder 10 cm-Zellkulturschalen-MafBstab und wurde an die entsprechende
Fragestellung angepasst. Die einzelnen Inkubationsschemata konnen aus Tabelle 18 entnommen
werden. Lag wihrend der Inkubation ein FCS-Gehalt < 10 % vor, so wurde das Standard-
Kultivierungsmedium der entsprechenden Zelllinie 16 Stunden vor Beginn der Inkubation durch
Medium mit der reduzierten FCS-Konzentration ersetzt, sodass die Zellen sich langsam an den
verminderten FCS-Gehalt adaptieren konnten. Die Reduktion des FCS-Gehaltes wurde vorgenommen,
um in spéteren (Lipid-) Analysen Effekte der natiirlich im FCS enthaltenen Lipide auf ein Minimum

begrenzen zu konnen.

Tabelle 18: In der vorliegenden Arbeit verwendete Inkubationsschema.

additive finale Inkubations- FCS- inkubierte Zellen
Substanz Konzen- Dauer / Gehalt
tration -Rhythmus
Vitamin D / -Analoga 100nM 24 Stunden 0,1-2.5 % N2a WT
(siche Tabelle 9) (8+16 h) (Vv/v) SH-SYS5Y WT
SH-SYS5Y APP*”
Vitamin D / -Analoga 100 nM 15 min, Maushirn-
(siche Tabelle 9) 4°C - Homogenate /
isolierte Membranen

1a,,25(0OH); Vitamin D3 100nM 48 Stunden 1% (v/v) SH-SY5Y WT
(Calcitriol) (24 +24 h)
Phospholipide (siche 10 uyM 18 Stunden 0,1 % (v/v) N2aWT
Tabelle 10)
Phospholipide (siche 10 uyM 24 Stunden (18 + 0,1 % (v/v)  N2a WT (mock)
Tabelle 10) 6 h mit APuo) N2a IDE-KD
v-Sekretase-Inhibitor 2,5 uM 48 Stunden 1 % (v/v) MEF PSlres
DAPT (24 +24 h)
v-Sekretase-Inhibitor X 2 uM 48 Stunden 1 % (v/v) SH-SYS5Y WT

(24 +24 h)
synthetisches AICD- 2 uM >9 Tage 10 % (v/v) MEF APPACT15
Peptid, (12+12+... h)
Langzeitinkubation

Fiir die 48-stindige Inkubation von MEF APPACT15 und MEF PS1/2” Zellen mit 2,5 uM
synthetischem AICD-Peptid (Aminosdure-Sequenz: KMQQNGYENPTYKFFEQMOQN; entspricht den
letzten 20 C-terminalen Aminoséuren von APP) oder der Losungsmittelkontrolle Wasser wurde das

Saint-PhD Protein-Transfektionsreagenz nach Herstellerangaben angewendet.

50



Material und Methoden

3.2.2.5 Bestimmung der Zellviabilitit mittels LDH-Analyse und Propidiumiodidfirbung

(nach Herstellerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit von Roche, Version Mérz 2012)
An die Behandlung unterschiedlicher Zellen mit verschiedenen additiven Substanzen schloss sich die
Detektion der Zytotoxizitit nach Angaben des Cyfotoxicity Detection Kits an. Mit Hilfe dieses Kits
wurde die Konzentration des eigentlich zytosolisch vorliegenden Enzyms LDH im konditionierten
Medium, welches am Ende der Inkubationsperiode abgenommen wurde (Kapitel 3.2.3.1), detektiert.
Die oxidative Umsetzung von Laktat zu Pyruvat, gekoppelt an die Reduzierung von NAD" zu
NADH+H", bedingt eine zweite enzymatische Reaktion, in welcher durch Diaphorase zwei Protonen
von NADH+H" auf das Tetrazoliumsalz INT  (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-
phenyltetrazoliumchlorid) transferiert werden, woraus die Entstehung von rotem Formazan resultiert.
Diese Reaktion wurde mittels Absorptionsmessung bei 491 nm in einem Photometer nachgewiesen. Das
LDH-Enzym liegt bei Zellen mit intakter Plasmamembran-Integritdt ausschlieBlich zytosolisch vor,
weshalb eine Aktivitidt dieses Enzyms im Zellkulturmedium direkt proportional zu der Anzahl
nekrotisierender Zellen ist. Mit Hilfe dieses Cytotoxicity Detection Kits ist keine Aussage iiber die
Apoptose-Rate nach Inkubation mit unterschiedlichen additiven Substanzen moglich, da wihrend dieses
Prozesses des kontrollierten Zelltods Vesikel gebildet werden und kein Zellplasma freigesetzt wird. In
dieser Arbeit wurden ausschlielich Inkubationsbedingungen verwendet, die keine Zytotoxizitit > 5 %
bedingten.
Der Farbstoff Propidiumiodid dient dem Anférben toter Zellen, da dieses kleine Fluoreszenz-Molekiil,
welches an DNS bindet, nicht in Zellen eindringen kann, die eine intakte Plasmamembran haben
(CROWLEY et al., 2016). Zur Bestimmung der Zellviabilitdt mittels Propidiumiodidférbung wurden
Zellen in DMEM, welches kein Phenolrot enthélt, mit Phospholipiden inkubiert (Kapitel 3.2.2.4). Im
Anschluss wurden 10 pM Propidiumiodid zum Inkubationsmedium gegeben und die Zellen fiir 10 min
bei 37 °C inkubiert. Die resultierende Fluoreszenz wurde in einem Safire* Fluorometer (Tecan) bei einer
Anregung von 510 + 20 nm und einer Emission von 617 £ 20 nm detektiert. AnschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von 0,5 % Triton X-100 lysiert und die Fluoreszenz-Messung wiederholt, um die

Gesamtzellzahl pro Vertiefung bestimmen zu konnen.

3.2.2.6  Analyse der Proteinsekretion iiber das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) mittels SEAP-Analyse
(nach Herstellerprotokoll /-Step PNPP, Thermo Fisher Scientific, Version 2012)

Durch den Nachweis der SEAP im konditionierten Medium von mit dem fiir SEAP kodierenden Plasmid

pVectOZ-SEAP transfizierten Zellen wurde die Proteinsekretion {iber das TGN quantifiziert. Die SEAP

ist eine verkiirzte Form der Alkalischen Phosphatase, welche {iber das TGN in sekretorischen Vesikeln

sezerniert wird. Durch Zugabe des SEAP-spezifischen Substrats para-Nitrophenyl-Phosphat (p-NPP),

bei dessen Umsetzung der wasserlosliche Farbstoff p-Dinitrophenol entsteht, erfolgte der

photometrische Nachweis.

Die Analyse der Proteinsekretion {iiber das Trans-Golgi-Netzwerk mittels SEAP-Analyse

(Abbildung 33 B) wurde von Dr. Janine Mett durchgefiihrt.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Prozessierung von Zellen und konditioniertem Medium

(nach (METT, 2017))
Das konditionierte Zellkulturmedium wurde je nach Volumen in 2 ml-ReaktionsgefdBle oder 15 ml-
Rohrchen iiberfiihrt und fiir fiinf Minuten bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert, sodass abgestorbene
Zellen oder Zellfragmente sedimentierten. Nachdem der Uberstand in frische Gefife iiberfiihrt wurde,
wurde dieser entweder direkt weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert. Zur Detektion von
extrazellularem IDE wurde das konditionierte Medium durch die Verwendung von Amicon Ultra Filtern
mit einer Grenze von 30 kDa vor der Gelelektrophorese angereichert.
Erfolgte eine Lipidanalytik, wurden Zellhomogenate, die ohne den Einsatz jeglichen Detergens
gewonnen wurden, bendtigt. Hierzu wurden die Zellen zwei Mal mit HPLC-grade H>O gewaschen und
unter Verwendung eines Zellschabers in 180 pul HPLC-grade-H,O vom Boden der 10 cm-
Zellkulturschalen abgelost und in  Minilys-Reaktionsgefdfle iiberfithrt. Nach Zugabe von
Keramikkiigelchen (Durchmesser 1,4 mm) erfolgte die mechanische Herstellung von Zellhomogenaten
mittels Minilys-Homogenisator in 30-60 Sekunden bei maximaler Intensitéit (5000 U/min).
Fiir die Proteinanalytik wurden Zelllysate benétigt. Dafiir wurden die Zellen drei Mal mit gekiihltem
1x PBS gewaschen, anschlieend mit Lysepuffer, der Protease-Inhibitor-Cocktail mit oder ohne EDTA
enthielt, chemisch lysiert und nach einer einstiindigen Inkubation auf Eis mittels Zellschaber abgelost
und in Reaktionsgefidfle iiberfiihrt. Die anschlieende flinfminiitige Zentrifugation bei 13.000 x g und
4 °C diente der Sedimentierung von Zelldebris. Der Uberstand wurde in frische Gefife {iberfiihrt und
entweder direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert.

1xPBS:
137mM  NaCl
2,7 mM KCl
8,1 mM Na;HPO, x 2H>0
1,5 mM KH;PO4 in ddH»0

einstellen des pH-Wertes auf 7,5 mit HCI

10x Protease-Inhibitor Cocktail mit / ohne EDTA:
1 Complete-Tablette gelost in 5 ml ddH»O, Lagerung bei -20 °C

Standard-Lysepuffer:

50 mM Tris/HCI pH 7,4

150mM  NaCl

2 mM EDTA

0,1 % (v/v) Nonidet P-40

0,1 % (v/v) Triton X-100 in ddH»0

Unmittelbar vor der Verwendung: Zugabe von Protease-Inhibitor-Cocktail mit / ohne
EDTA

Lysepuffer fir die IDE- und NEP-Enzymaktivititsbestimmung:

20 mM Tris/HCI pH 7,4

10 % (w/v) Saccharose

0,5 % (v/v) Triton X-100 in ddH»0

Zugabe von Protease-Inhibitor-Cocktail ohne EDTA unmittelbar vor Verwendung
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3.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsiure-Analyse
(nach (SMITH et al., 1985))

Zur Erhohung der Vergleichbarkeit verschiedener biologischer Proben erfolgte die Bestimmung der
jeweiligen Proteinkonzentration mittels BCA-Analyse. Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen
erfolgte das Einstellen auf eine einheitliche Proteinkonzentration. Die Analyse basiert auf der Reduktion
von Cu®" zu Cu’ in Anwesenheit von Proteinen im alkalischen Milieu und der Bildung eines violetten
Komplexes von Cu” mit Bicinchoninsdure, welcher photometrisch bei einer Absorption von 560 nm
detektiert werden kann (SMITH et al., 1985). Zwischen der Absorption und der enthaltenen
Proteinkonzentration besteht eine direkte Proportionalitit. Mit Hilfe einer in Wasser angesetzten
Verdiinnungsreihe aus Rinderserum-Albumin (engl. bovine serum albumin, BSA), welche von
0,1 mg/ml bis 1,1 mg/ml reicht, wurde nach Bestimmung der Absorption bei 560 nm die
Proteinkonzentration berechnet.

Fiir die Durchfiihrung der BCA-Analyse wurden 3-5 pl pro Probe als Dreifachbestimmung sowie 20 pl
der BSA-Standardreihe in die Vertiefungen einer farblosen 96-Vertiefungsplatte pipettiert. Unter
Verwendung einer Achtkanal-Pipette wurden 200 pl der frisch angesetzten BCA-Reaktionsldsung pro
Vertiefung zugegeben und die Platte fiir 15 min bei 37 °C und anschlieSend fiir 15 weitere Minuten bei
RT und unter 200 U/min schiittelnd inkubiert, bevor die Absorptionsmessung mittels Platten-

Photometer erfolgte.

BCA-Reaktionslosung:
4 % (w/v) CuSOs x SH>0 und Bicinchoninséure 1:39 (v/v)

3.2.3.3 Immunprizipitation von Amyloid-

(nach (METT, 2017))
Mittels Immunprézipitation wurde AP aus dem konditionierten Medium angereichert, um eine folgende
Detektion dieses Peptides mittels Western Blot-Analyse zu ermdglichen. Hierzu wurden der W02
Antikorper (Tabelle 11) in einer Konzentration von 5 pug/ml sowie 20 pl Protein-G-Sepharose
herangezogen. 1 ml konditioniertes und an den Proteingehalt der Zellen angeglichenes Medium wurde
mit Antikdrper und G-Sepharose versetzt und iiber Nacht bei 4 °C in einem Uberkopftaumler inkubiert.
Am nichsten Tag erfolgte eine Zentrifugation fiir 1 min bei 13.000 x g und 4 °C, um die G-Sepharose
und daran gebundene Antikorper-Ap-Komplexe zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet jeweils einmal mit 1 ml Waschpuffer A, B und C unter
gleichbleibenden Zentrifugationsbedingungen gewaschen. Im Anschluss an den letzten Waschschritt
wurde der Waschpuffer C unter Verwendung einer Hamilton-Kapillare vollstéindig abgenommen und
das Prézipitat fiir die gelelektrophoretische Auftrennung mittels Western Blot-Analyse (Kapitel 3.2.3.5
und 3.2.3.6) verwendet.

Waschpuffer A:

10 mM Tris/HCI pH 7,5

150 mM  NaCl

0,1 % (v/v) Nonidet P-40 (NP-40)

0,1 % (v/v) Triton X-100

2 mM EDTA in ddH»0
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Waschpuffer B:

10 mM Tris/HCI pH 7,5

500 mM  NaCl

0,1 % (v/v) Nonidet P-40 (NP-40)

0,1 % (v/v) Triton X-100

2 mM EDTA in ddH»0

Waschpuffer C:
10 mM Tris/HCI pH 7,5 in ddH>O

3.2.3.4 Elektrophoretische Trennung von Proteinen mittels vertikaler diskontinuierlicher
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(nach (SCHAGGER, VON JAGOW, 1987) und (METT, 2017))
Durch die SDS-PAGE (engl. sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) werden
Proteine in Abhéngigkeit ihres Molekulargewichtes aufgetrennt.
In der vorliegenden Arbeit wurden diskontinuierliche, 10-20 %-ige Tris/Tricin-Gradienten-Gele
verwendet, um Proteingemische aus Lysaten und Homogenaten (Kapitel 3.2.3.1) sowie
Immunprézipitate (Kapitel 3.2.3.3) durch Anlegen einer elektrischen Spannung aufzutrennen. Die
Immunprézipitations-Proben wurden mit 15 pl 3x Protein-Probenpuffer und alle weiteren Proben mit
1/3 Volumen 3x Protein-Probenpuffer versetzt und zur Denaturierung der Proteine fiir fiinf Minuten bei
98 °C in einem Heizblock inkubiert. Das im Protein-Probenpuffer enthaltene SDS diente der
Maskierung der Eigenladung der Proteine durch eine negative Ladung. Dies war notwendig, damit sich
die Proteine nach Anlegung einer Spannung im entstandenen elektrischen Feld in Richtung der Anode
bewegen und sich anhand ihres molekularen Gewichts auftrennen.
Nachdem die denaturierten Proben fiir 30 Sekunden zentrifugiert wurden, erfolgte das Beladen der
Geltaschen mit Hilfe einer Hamilton-Kapillare. Neben den Proben wurden auch 5 pl des
ProteingroBenstandards Page Ruler aufgetragen, um das Molekulargewicht der Proteine daran
abschétzen zu konnen. Die gelelektrophoretische Auftrennung fand unter einer elektrischen Spannung
von 120 V in einer mit Laufpuffer gefiillten Kammer iiber einen Zeitraum von 60 — 90 Minuten statt.

1x Laufpuffer fir SDS-PAGE:

100 mM Tris/HCI pH 8,25-8,5
100 mM Tricin
0,1 % (w/v) SDS in ddH,O

3x Protein-Probenpuffer:

187,5 mM Tris/HCI1 pH 6,8

6 % (W/v) SDS

30 % (w/v) Glycerin

15 % (v/v) [-Mercaptoethanol

0,03 % (W/v) Bromphenolblau in ddH,O
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3.2.3.5 Western Blot-Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
(nach (TOWBIN et al., 1979) und (METT, 2017))

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine anhand ihres Molekulargewichtes wurde der
Western Blot-Transfer durchgefiihrt, um die Proteine aus dem Gel auf eine Membran zu {ibertragen und
zu immobilisieren. Dieses Verfahren, welches durch Anlegen einer dufleren, elektrischen Spannung
geschieht, ermdglicht es, in einem folgenden Schritt die Proteine unter Verwendung spezifischer
Antikorper nachzuweisen.

In dieser Arbeit wurde das Nass-Blot-Verfahren herangezogen, indem die Tris-Tricin-Gele auf einer
Nitrozellulosemembran platziert und beidseitig mit jeweils zwei Lagen Whatman-Filterpapier sowie
jeweils einem Schwamm umhiillt wurden. Dieses Sandwich wurde in eine mit Transferpuffer gefiillte
Kammer eingehédngt, in welcher der Transfer der durch das SDS negativ geladenen Proteine bei 380 mA
und 4 °C in Richtung der Anode erfolgte. StandardméBig erfolgte der Transfer fiir drei Stunden, was
sich nach dem Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine richtete. Zur Ubertragung von AP

wurde eine Transferzeit von 45 Minuten verwendet.

Transferpuffer:

25 mM Tris/HCI pH 8,7

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

0,025 % (w/v) SDS in ddH>O

3.2.3.6 Immunologischer Nachweise von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

(nach (IDA et al., 1996) und (METT, 2017))
Dem Western Blot-Transfer auf eine Nitrozellulosemembran schloss sich der immunologische
Nachweis der Proteine mit Hilfe spezifischer Primérantikdrper (Kapitel 3.1.7) an. Nach Bindung des
priméren Antikorpers an sein spezifisches Epitop wurde dieser selbst von einem spezies-spezifischen
Sekundarantikorper erkannt, der an das Enzym Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase,
HRP) gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert bei Kontakt mit der ECL- (engl. emnhanced
chemiluminescence-) Reaktionslosung eine Lichtreaktion, durch welche die markierten Proteine auf
einem lichtempfindlichen Film dargestellt werden kdnnen.
In einem ersten Schritt wurden zur Reduzierung unspezifischer Antikdrperbindungen freie Bindestellen
durch eine fiir den Antikorper spezifische Blockierlosung unterdriickt (Tabelle 19). Damit der
Primérantikorper W02 sein Epitop erkennt, musste die Nitrozellulosemembran zunéchst fiir fiinf
Minuten in 100 ml 1x PBS (Kapitel 3.2.3.1) bei 700 W in einer Mikrowelle erhitzt werden, bevor die
Blockierlosung inkubiert wurde (IDA et al., 1996). Nach zwei fiinfminiitigen Waschschritten erfolgte
die Inkubation mit dem entsprechenden Primédrantikorper. Vor der einstiindigen Inkubation der
Membran mit dem entsprechenden Sekundirantikdrper wurde diese drei Mal fiir fiinf Minuten
gewaschen. Nach erneutem viermaligem Waschen wurde die ECL-Reaktionslosung auf die Membran
gegeben, sodass die HRP-katalysierte Chemilumineszenz-Reaktion stattfinden konnte. Zur Detektion
der entstandenen Lichtsignale wurde die Membran unter Vermeidung von Luftblasen zwischen zwei
Kopierfolien gelegt. AnschlieBend wurde sie unter Lichtausschluss in einer Dunkelkammer auf einem
ECL-Hyperfilm, der lichtempfindlich ist, exponiert.
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Das Programm Image Gauge V3.45 (Fujifilm) wurde im Anschluss filir die densitometrische Analyse
der Signalintensititen angewendet, wobei zur Auswertung die jeweiligen Hintergrund-Signale
subtrahiert wurden. Die Detektion der Gesamtproteine erfolgte direkt im Anschluss an den Western
Blot-Transfer auf die Nitrozellulosemembran unter Verwendung der Firbelosung Ponceau S wie in
(JANITSCHKE et al., 2019) beschrieben.

TBS (Tris-buffered saline)-T:

10 mM Tris/HCI
150mM  NacCl
0,2 % (v/v) Tween-20

in ddH,O

ECL-Reaktionslésung:

ECL-Losung 1 und ECL-Losung 2 im Verhiltnis 1:1 (v/v) frisch vermischen

Tabelle 19: In der vorliegenden Arbeit angewendete Blockier- und Inkubationsbedingungen im Rahmen
des immunologischen Proteinnachweises. Der Fettgehalt des eingesetzten Magermilchpulvers lag bei < 1,5 %.
TBS-/PBS-T setzte sich aus TBS/PBS und 0,05 % Tween-20 zusammen. UN: Uber Nacht. RT: Raumtemperatur.

analysiertes Blockierlosung, Primérantikérper, Sekundéirantikérper, Wasch-

Protein oder  Inkubations- Verdiinnung, Verdiinnung, puffer

Peptid bedingungen Inkubationsbedingung Inkubationsbedingung

APP/AB/ . .
10 % Milchpulver W02, 5 pg/mlin 1 % ) .

sAPPa/ (w/v) in PBS, UN,  Milchpulver (w/v) in PBS, E(")F26O, 1:5000 in PBS, 1 b, PBS

p-CTF 4°C 90 min, RT

(human)
10 % Milchpulver Mbs492139, 1:200 in 5 % . .

SAPPB (wiv) in PBS, UN, Milchpulver (w/v) in PBS, }Vﬁ 0&% 1:5000in PBS, - ppg
4°C 90 min, RT ’
10 % Milchpulver  ST1120, 1:2000 in 5 % ) .

IDE (wh) in TBS-T,  Milchpulver (w/v) in TBS-T, | n 1 1000 ABS T g 7
UN, 4 °C 90 min, RT ’
5 % Milchpulver ~ 67106-1-Ig, 1:5000 in 5 % P0260, 1:5000 in 5 %

IDE (w/v) in TBS-T, Milchpulver (w/v) in TBS-T, Milchpulver (w/v) in TBS- TBS-T
UN, 4 °C 90 min, RT T,1h, RT
5 % Milchpulver  A5441, 1:5000 in 5 % ) .

B-Aktin (wiv) in PBS, UN, Milchpulver (w/v) in PBS, i(%mo, 1:5000in PBS, 1'h, * rpg 1
4°C 90 min, RT

. 5% BSA (w/v)in ab1801, 1:1000 in 5 % BSA  W4011, 1:5000 in PBS-T,

B-Aktin PBS-T, UN, 4 °C  (w/v) in PBS-T, 90 min, RT 1 h, RT PBS-T
5 % Milchpulver  ab2077, 1:1000 in 5 % W4011, 1:5000 in 5 %

BACE1 (w/v) in PBS, UN, Milchpulver (w/v) in PBS, Milchpulver (w/v) in PBS, PBS
4°C 90 min, RT 1 h, RT
10 % Milchpulyer sc-7860, 1:5000 in 5 % W4011, 1:5000 in 5 %

PS1 (w/v) in PBS, UN, Milchpulver (w/v) in PBS, Milchpulver (w/v) in PBS, PBS

4°C

90 min, RT

1 h, RT
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3.2.3.7 Nachweis von Af} mittels ELISA
(nach Herstellerprotokoll Human Afs-ELISA-Kit, Thermo Fisher Scientific, Januar 2018)

Die ELISA-Analyse (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) basiert auf einer spezifischen
Isolierung von Proteinen durch eine mit entsprechendem Antikorper beschichtete 96-Vertiefungsplatte.
Die isolierten Proteine werden in einem zweiten Schritt von einem Detektionsantikorper, welcher von
einem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper erkannt wird, gebunden. Nach Zugabe einer Stabilized
Chromogen-Losung katalysiert die HRP eine Reaktion, die in der Entstehung eines farbigen Komplexes
resultiert, welcher durch Detektion der Absorption bei 450 nm mit Hilfe eines Platten-Photometers
quantitativ nachgewiesen werden kann. Vorteilhaft bei der ELISA-Analyse sind die schnelle und
einfache Durchfiihrbarkeit, die eindeutige Quantifizierung sowie die hohe Sensitivitdt. Ein Nachteil
dieser Methode, im Vergleich zum SDS-PAGE mit anschlieender Immundetektion, liegt darin, dass
die Hintergrundaktivitét, also unspezifische Bindungen des Primér- und / oder Sekundirantikorpers,
nicht detektiert und somit evaluiert werden konnen. Zudem kann héufig eine vorherige Reinigung der
Proben notwendig sein, um unspezifische Bindungen an den am Plattenboden gebundenen Antikorper
zu minimieren. Das in dieser Arbeit verwendete humane AP4-ELISA-Kit wurde nach Angaben der

Hersteller verwendet.

3.2.3.8  Nachweis von IL-1f3 mittels ELISA

(nach Herstellerprotokoll Human IL-1 beta-ELISA-Kit, Abcam, Version Juli 2020)
Die Menge des Zytokins IL-1 im Medium von Calcifediol- und Analoga-inkubierten SH-SY5Y-WT-
Zellen wurde unter Verwendung des humanen IL-1B-ELISA-Kits der Firma Abcam nach Angaben des

Herstellers bestimmt.

3.23.9 Messung der Degradation von A4
(nach (SUN et al., 2005) und (METT, 2017))

Zur Ermittlung der Degradation von A4 wurde humanes synthetisches ABi—4 (Bachem; folgend als
A4 bezeichnet) zu murinen N2a-Zellen oder murinem Hirngewebe gegeben und nach einer
festgelegten Zeitperiode das nicht-degradierte humane Afs mittels Western Blot-Analyse und
folgender Immundetektion durch W02 detektiert.

Die relative Menge an verbliebenem A4 war in diesem experimentellen Ansatz umgekehrt
proportional zu der AB-degradierenden Aktivitdt. Da sich humanes AB im WO02-Epitop von murinem
AP in drei N-terminalen Aminosduren unterscheidet (YAMADA et al., 1987), bindet der W02-
Antikorper spezifisch an humanes AB. Durch Verwendung von murinen Proben konnte somit
ausgeschlossen werden, dass endogen produziertes A detektiert wurde. Zudem wurde so lediglich der
Ap-Katabolismus analysiert und nicht die Summe aus Anabolismus und Katabolismus. Die Linearitét

der Aa4o-Detektion mittels Western Blot-Analyse wurde verifiziert, indem humanes A4 in einer
Konzentrationsreihe von 0 pg/ml bis 0,5 pg/ml (0 — 0,025 — 0,05 — 0,125 — 0,25 — 0,5 pg/ml) geblottet

und die Signalintensititen densitometrisch quantifiziert wurden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Validierung der in dieser Arbeit verwendeten Methode zur Ap-Degradationsanalyse mittels
Western Blot-Analyse und synthetischem Ap. (A) Signifikante lineare Pearson-Korrelation (R? = 0,995 mit
p <0,001) zwischen der quantifizierten Signalintensitdt nach immunologischer Detektion und eingesetztem
synthetischen humanen A4 im Konzentrationsbereich von 0 - 0,5 pg/ml (n =4). (B) Verifizierung der W02-

Detektion von exogenem und nicht endogenem AP in embryonalen Maus-Fibroblasten. Abbildung veridndert
nach (METT et al., 2021) und (LAUER et al., 2020).

In der vorliegenden Arbeit wurden je nach experimenteller Fragestellung verschiedene Versuchsansétze
der AP-Degradationsanalyse herangezogen, welche in Tabelle 20 aufgelistet sind und im 24-
Vertiefungsformat durchgefiihrt wurden. Der Inkubation mit additiven Substanzen folgte eine
kombinierte Inkubation mit der additiven Substanz und 0,5 pg/ml humanem synthetischen A4o. Fiir die
Bestimmung der AB-Degradation in Vitamin D-Mangel-Maushirnen wurde das Probenmaterial in
kleinen Glasfldschchen mit 1 pg/ml humanem synthetischen Af4o sowie 1 uM B-Inhibitor und 20 pM
v-Inhibitor versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C und 300 U/min inkubiert.

Tabelle 20: Versuchsansitze im Rahmen der Bestimmung der Degradation von A4.

Probenmaterial Probenmenge und Puffer ABao- Inkubations-
Konzentration  zeit

eine Vertiefung einer 24-
N2a-WT-Zellen Vertiefungsplatte + 200 pl 0,5 pg/ml 6 Std
Kultivierungsmedium mit 0,1 % FCS

Hirn-Homogenat

Vitamin D- 50 pg Gesamtprotein in 10 pul H,O 1 pg/ml 1 Std
Mangel-Méuse
MEF-Zelllysate 60 pg Gesamiprotein in PBS 1 pg/ml 1 Std

(+/- 10 uM Insulin / 10 uM Thiorphan)
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3.2.3.10 Fluorometrische Bestimmung von Enzymaktivititen
(nach (GRIMM et al., 2013a; GRIMM et al., 2015b; METT, 2017; MINERS et al., 2008b))

Zur Enzymaktivititsanalyse wurden spezifische fluorometrische Substrate herangezogen, in welchen
die Aminoséure-Sequenz, welche die Schnittstelle fiir das analysierte Enzym enthélt, ein Fluorophor mit
einem Quencher verbindet. Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen der Quencher-
Gruppe und dem Fluorophor inhibiert in einem intakten Substrat-Molekiil die Freisetzung von
Fluoreszenz. Wird das Substrat durch das analysierte Enzyme hydrolysiert, werden beide Gruppen
raumlich getrennt und das Fluorophor kann bei einer definierten Wellenldnge angeregt werden
(ERMOLIEFF et al., 2000; FARMERY et al., 2003). Die Detektion der dabei freigesetzten Fluoreszenz
erfolgte in Zellen, isolierten Membranen und homogenisierten Geweben in Echtzeit mittels Safire?
°C. Tabelle 21
fluorometrischen Substrate, welche spezifisch fiir die analysierten Enzyme sind, sowie die

Fluorometer (Tecan) unter Lichtausschluss bei 37 listet die verwendeten
angewendeten Messparameter auf. Fiir die Auswertung der Enzymaktivitét, welche proportional zur
detektierten Fluoreszenz ist, wurde der lineare Messbereich, der zwischen der Lag-Phase und dem
Wendepunkt liegt, nach Abzug der Unspezifitit, welche durch die Anwesenheit eines Inhibitors

quantifiziert wurde, herangezogen.

Tabelle 21: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Messung der Enzymaktivitit verwendete

fluorometrische Substrate und Messparameter.

Enzym Probenart Substrat IS(ubstrat- . Messparameter
onzentration
Exzitation:
MCA-RPPGFSAFK 320+ 10 nm
IDE MEF-Zelllysate (DNP)-OH 10 uM Ermission:
405+ 10 nm
Exzitation:
IDE rekombinantes MCA-RPPGFSAFK s uM 320+ 10 nm
IDE (DNP)-OH H Emission:
405+ 10 nm
Exzitation:
MCA-RPPGFSAFK 320+ 10 nm
NEP N2a-Zelllysate (DNP)-OH 5 uM Emission:
405+ 10 nm
Exzitation:
o-Sekretase-Substrat
- - +
a-Sekretase o1 ->YOY (Calbiochem, Nr, 3uM 340 £ 10 nm
Zellen 565767) Emission:
490 + 10 nm
Exzitation:
: : B-Sekretase-Substrat 4
B-Sekretase o >YOY (Calbiochem, Nr. 20 uM 345 £ 5 nm
Zellen 565758) Emission:
500 = 5 nm
isoli Exzitation:
isolierte B-Sekretase-Substrat xztation
Membranen von . 345+ 5 nm
B-Sekretase (Calbiochem, Nr. 20 uM ST
SH-SYS5Y- 565758) Emission:
Zellen 500 +£ 5 nm
Exzitation:
) : v-Sekretase-Substrat +
y-Sekretase oYY (Calbiochem, Nr. 6,25 uM 355+ 10 nm
Zellen 565764) Emission:
440 + 10 nm
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3.2.3.10.1 Bestimmung der IDE-Enzymaktivitét aus Zellen
(nach (GRIMM et al., 2016¢c; METT, 2017; MINERS et al., 2008a))

Der Messung der IDE-spezifischen Enzymaktivitéit ging eine Isolation des Enzyms durch Inkubation
der Zelllysate, die durch chemische Lyse unter Verwendung von Lysepuffer generiert wurden, auf einer
mit dem IDE-Antikorper beschichteten 96-Vertiefungsplatte voraus. Das Beschichten einer MaxiSorp-
96-Vertiefungsplatte erfolgte durch 100 ul IDE-Antikérper ST1120 (Tabelle 11) in einer Konzentration
von 5 pug/ml in PBS. Dem fiinfminiitigen Schiitteln der beschichteten Platte bei 150 U/min und
Raumtemperatur folgte eine Inkubation fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur, wobei die Platte mit einer
Folie verschlossen wurde. Dem Blocken mit 200 ul 10 % (w/v) fettsdure-freiem bovinen Serumalbumin
(BSA) in PBS, welches schiittelnd fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur stattfand, gingen flinf
Waschschritte mit jeweils 200 ul PBS + 0,05 % Tween 20 pro Vertiefung voraus. Zwischenzeitlich
wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.2.3.1 beschrieben, geerntet und mit speziellem IDE-
Enzymaktivititsanalyse-Lysepuffer lysiert und mittels BCA-Analyse (Kapitel 3.2.3.2) auf einen
Proteingehalt von 50 pg in einem Endvolumen von 20 pl eingestellt. Im Anschluss an das Blocken
wurde die Platte erneut dreimalig gewaschen und 20 pl der Zelllysate, versetzt mit 80 pl PBS + 0,05 %
Tween 20, auf die mit IDE-Antikorper beschichtete und geblockte 96-Vertiefungsplatte gegeben und
fiir eine Stunde bei 20 °C und 150 U/min inkubiert. Dem anschlieenden flinfmaligen Waschen folgte
eine Vorinkubation mit 100 ul IDE-Analysepuffer pro Vertiefung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur.
Im Analysepuffer befanden sich spezifische - und y-Sekretase-Inhibitoren sowie Protease-Inhibitor-
Cocktail ohne EDTA, um die Spezifitit der Analyse zu erhohen, da das verwendete MCA-
RPPGFSAFK(DNP)-OH Substrat auch durch unter anderem das Endothelin-konvertierende Enzym 1
(ECE1), Matrixmetalloproteasen (MMP), Neprilysin (NEP), BACE1 oder den y-Sekretase-Komplex
umgesetzt werden kann. Nach Zugabe von 10 uM IDE-Substrat (Tabelle 21) erfolgte die kontinuierliche

Messung der Fluoreszenz im Safire’ Fluorometer (Tecan).

Lysepuffer fir die IDE-Enzymaktivititsbestimmung:

0,5 % Triton X-100
20 mM Tris/HCL, pH 7,4
10 % Saccharose in ddH,O

IDE-Analysepuffer:
50 mM Tris/HCI pH 7,4

M NaCl
10 uM MgCl,
1 uM [B-Sekretase-Inhibitor II (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

25 uM v-Sekretase-Inhibitor [V (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)
1x Complete Protease-Inhibitor ohne EDTA (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)
in ddH>O
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3.2.3.10.2 Bestimmung der Enzymaktivitit rekombinanten IDEs nach Lipidinkubation
(nach (GRIMM et al., 2016¢; METT, 2017))

Zur Analyse eines direkten Einflusses verschiedener Phospholipide (Tabelle 10) auf die enzymatische
Aktivitdt von IDE wurden 50 ng rekombinantes humanes IDE in vitro in Glasfldschchen fiir 15 min bei
37 °C und 300 U/min mit 10 pM Phospholipiden in 200 pl IDE-Analyse-Puffer unter stindigem
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden je 50 ul der IDE-Phospholipid-Proben in Triplikaten auf eine
schwarze 96-Vertiefungsplatte transferiert und mit 5 pM des Substrats MCA-RPPGFSAFK(DNP)-OH
versetzt. Die resultierende Fluoreszenz wurde kontinuierlich mittels Safire? Fluorometer (Tecan)

gemessen.

IDE-Analysepuffer zur Analyse direkter Einfliisse:

100 mM Tris/HCL, pH 7,5
50 mM NaCl
10 uM ZnCl, in ddH>O

In einem, auf diesem experimentellen Ansatz beruhenden, weiteren Versuch wurde analysiert, ob IDE
in Anwesenheit von Phospholipiden direkt zu einer Reduzierung von A4 in der Lage ist. Hierzu wurde
unter oben beschriebenen Versuchsbedingungen anstelle des fluorometrischen Substrats MCA-
RPPGFSAFK(DNP)-OH, humanes A4 in einer Konzentration von 0,5 pg/ml zugegeben. Die Proben
wurden schiittelnd (300 U/min) fiir 90 min bei 37 °C in Glasflischchen inkubiert und anschlieBend
wurde die Menge des nicht-degradierten, humanen AB4o mittels ELISA (Kapitel 3.2.3.7) quantifiziert.

3.2.3.10.3 Analyse der IDE-Enzymaktivitét in murinen Serumproben

(nach (LIU et al., 2012; METT, 2017))
Bei IDE handelt es sich um ein Enzym, welches sowohl intrazelluldr als auch extrazellulédr lokalisiert
ist, weshalb eine Analyse der IDE-Enzymaktivitdt im Serum von Bedeutung sein kann (LIU et al., 2012;
QIU et al., 1998).
Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von IDE im Serum wurde dieses 1:100 in IDE-
Analysepuffer verdiinnt und je 100 pl der Proben auf eine schwarze 96-Vertiefungsplatte transferiert.
Nach Zugabe von 10 pM MCA-RPPGFSAFK(DNP)-OH Substrat wurde die resultierende Fluoreszenz,
wie in Tabelle 21 beschrieben, mittels Safire? Fluorometer detektiert.
Die Enzymaktivitdit von IDE wurde berechnet, indem der unspezifische Substratumsatz in der
Anwesenheit von 1 mM des IDE-Inhibitors N-Ethylmaleinimid (NEM) subtrahiert wurde und die
Enzymaktivitit auf den Proteingehalt jeder Serumprobe normalisiert wurde. Die Analyse der IDE-
Enzymaktivitét in Serumproben (Abbildung 35) wurde von Dr. Janine Mett durchgefiihrt.

IDE-Analysepuffer zur Messung der Enzymaktivitit im Serum:

100 mM Tris/HCL, pH 7,5

50 mM NaCl

10 uM ZnCl,

1 uM [B-Sekretase-Inhibitor II (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

25 uM v-Sekretase-Inhibitor [V (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

1x Complete Protease-Inhibitor ohne EDTA (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)
in ddH,O
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3.2.3.10.4 Bestimmung der NEP-Enzymaktivitéit aus Zellen und Gewebe
(nach (METT, 2017; MINERS et al., 2008b))

Die Bestimmung der enzymatischen NEP-Aktivitidt erfolgte analog zur Messung der IDE-
Enzymaktivitit (Kapitel 3.2.3.10.1) mit den Anderungen, dass der NEP-spezifische Antikorper AF1182
in einer Konzentration von 1,6 pg/ml in PBS zum Beschichten der 96-Vertiefungs-MaxiSorp-Platte
herangezogen wurde. Nach der Lyse wurden die Proben mit PBS auf eine -einheitliche
Proteinkonzentration von 1,25 mg/ml eingestellt. Zudem enthielt der NEP-spezifische Analysepuffer
den IDE-Inhibitor Bacitracin und das Substrat wurde in einer finalen Konzentration von 5 uM zu den
Proben gegeben, bevor die Fluoreszenz kontinuierlich mittels Safire’ Fluorometer (Tecan) detektiert

wurde.

NEP-Analysepuffer:

100 mM  Tris/HCl pH 7,0
50 mM NacCl
10 uM ZnCl,

1 uM [-Sekretase-Inhibitor II (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

25 uM v-Sekretase-Inhibitor [V (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

10 uM Bacitracin (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)

1x Complete Protease-Inhibitor ohne EDTA (Zugabe unmittelbar vor Verwendung)
in ddH,O

3.2.3.10.5 Messung der a-, B- und y-Sekretase-Enzymaktivititen in metabolisch aktiven Zellen
(nach (GRIMM et al., 2013a; GRIMM et al., 2015b; METT, 2017))

Zur Bestimmung der Enzymaktivititen in SH-SYS5Y-Zellen, wurden diese nach Inkubation mit
additiven Substanzen im 96-Vertiefungsplatten-Format (Kapitel 3.2.2.4) zwei Mal mit vorgewérmter
Life Cell Imaging-L6sung gewaschen, bevor 100 pl dieser Losung versetzt mit a-Sekretasesubstrat oder
50 pl versetzt mit - oder y-Sekretasesubstrat (Tabelle 21) in jede Vertiefung gegeben wurden und die
resultierende Fluoreszenz unter den in Tabelle 21 aufgefiihrten Parametern in Echtzeit ermittelt wurde.
Bei der Life Cell Imaging Losung handelte es sich um einen Carbonatpuffer, der der Konstanthaltung

der optimalen CO;-Konzentration und des pH-Wertes wéhrend der Dauer der Messung diente.

Life Cell Imaging Losung:

140 mM  NaCl

5 mM KCl

8 mM CaCl,

1 mM MgCl,

20 mM HEPES, pH 7,4  in ddH.O

3.2.3.10.6 Messung der B-Sekretase-Enzymaktivitét in isolierten Membranen

(nach (METT, 2017, ROTHHAAR et al., 2012))
Vor der Enzymaktivititsbestimmung in isolierten Membranen wurden SH-SY5Y-Zellen in Sukrose-
Puffer mit Hilfe von Keramikkiigelchen mit einem Durchmesser von 1,4 mm und dem Minilys-
Homogenisator (5000 U/min fiir 30 Sekunden) homogenisiert (Kapitel 3.2.3.1), mittels BCA-Analyse
(Kapitel 3.2.3.2) auf eine einheitliche Proteinmenge von 2 mg/ml eingestellt und postnukledre
Fraktionen (PNF) durch Sukrose-Dichten-Zentrifugation (900 x g fiir 10 min bei 4 °C), isoliert.
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Diese wurden mit Calcifediol oder seinen Analoga fiir 15 min bei 4 °C inkubiert und die Membranen
durch Ultrazentrifugation fiir 75 min bei 55.000 U/min und 4 °C pelletiert. Nach Resuspendieren der
Membranen in 350 pl Sukrose-Puffer mit Hilfe von Glaskiigelchen (Durchmesser: 0,5 mm) im Minilys-
Homogenisator (4000 U/min fiir 10 Sekunden) wurden 20 uM B-Sekretase-Substrat zu 125 pg Protein,
welches 1:1 mit 1xPBS (pH 4,5) in einem Endvolumen von 100 pl verdiinnt wurde, gegeben und die
Fluoreszenz gemél den in Tabelle 21 gelisteten Parametern in Echtzeit gemessen. Die Verdiinnung der
Proben mit 1xPBS (pH 4,5) diente der Anpassung des pH-Wertes an ein fiir die 3-Sekretase optimales

saures Milieu.

Sukrose-Puffer:

200 mM Saccharose
10 mM Tris/HCI (pH 7,4)
1 mM EDTA in ddH>O

3.2.3.10.7 Bestimmung des Sauerstoff-Verbrauches
(nach Herstellerangaben Extracellular Oxygen Consumption Assay, Abcam, Version 2021)

Aussagen iiber die mitochondriale Funktion sowie die -Oxidation von SH-SY5Y-WT-Zellen nach
Inkubation mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 wurden indirekt durch die Messung des Sauerstoff-
Verbrauches mittels Extracellular Oxygen Consumption-Analyse getroffen. Nach Inkubation der Zellen
mit der additiven Substanz Calcitriol (Kapitel 3.2.2.4) wurde das Kit nach Herstellerangaben
angewendet und der multifunktionale, Monochromator-basierte Mikroplatten-Leser Infinite M1000Pro
(Tecan) herangezogen, um die Fluoreszenz bei einer Anregung von 380 + 20 nm und einer Emission

von 650 + 20 nm zu detektieren.

3.2.4 Lipidanalytische Methoden

3.2.4.1  Firbung von Lipidtropfen mittels Olrot O-Lésung

Der fettldsliche nicht-fluoreszierende Azofarbstoff Olrot O (Oil Red O; ORO) wird zum Anfirben von
Triacylglyceriden (TAG) in Zellen verwendet. In dieser Arbeit wurde die ORO-Fiarbung von
Lipidtropfen im Lebergewebe von Acitretin- und Kontroll-behandelten Méusen herangezogen. Die
Durchfiihrung der Lipidtropfen-Firbung mittels Olrot O (Abbildung 28) wurde von Prof. Bianca Schrul
und Sen Qiao durchgefiihrt.

Hierzu wurde das Lebergewebe in Gefriermedium eingebettet und sofort bei -80 °C zum Aushérten
eingefroren. Das so eingebettete Gewebe wurde bei -20 °C in 14 um-Schnitte prépariert, auf Glas-
Objekttrager aufgebracht und bei -80 °C gelagert. Zur ORO-Firbung wurden die Objekttriger zunichst
mit 60 % (v/v) Isopropanol fiir fiinf Minuten inkubiert und es folgte eine zehnminiitige Inkubation mit
frischer ORO-Arbeitslosung. Die Entfarbung erfolgte durch zwei aufeinanderfolgende Waschschritte
fiir zwei Minuten in 60 % Isopropanol und Schiitteln (100 U/min). Nach drei je ein-miniitigen
Waschschritten in Wasser wurden die gefdrbten Schnitte mit Fluormount G eingedeckelt. Zur
Visualisierung wurden die Schnitte unter Verwendung eines ZEISS Axio Scan ZI mit 20-facher
Vergroflerung gescannt. Abgebildet ist jeweils eine Maximalintensitétsprojektion von drei Schnitten mit

einer Dicke von 1 um in z-Richtung.
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ORO-Stocklgsung:
300 mg ORO
100 ml Isopropanol (100%)

ORO-Arbeitslosung:
7:5 Verdiinnung (v/v) der ORO-Stocklosung mit Wasser

3.2.42  Extraktion von Lipiden mittels Fest-Fliissig-Extraktion
(nach (GRIMM et al., 2011a; STAHLMANN, 2018))

Die in dieser Arbeit verwendete Fest-Fliissig-Lipidextraktion bietet den Vorteil, dass eine groBe
Probenanzahl zeitgleich im 96-Vertiefungsplatten-Format mittels Sterilfilterplatte extrahiert werden
kann. Alle fiir die Probenvorbereitung, Lipidextraktion und massenspektrometrische Analyse
verwendeten Chemikalien waren von Hochleistungsfliissigkeitschromatographie- (engl. high-
performance liquid chromatography, HPLC-) Qualitét. Die fiir die Lipidextraktion in Wasser geernteten
und homogenisierten Zell- und Gewebeproben (Kapitel 3.2.3.1) wurden mittels BCA-Analyse
(Kapitel 3.2.3.2) auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 10 mg/ml in HPLC-Wasser eingestellt.
Eine 96-Vertiefung-Filterplatte (0,45 pm) wurde auf einer 96-Tiefvertiefungsplatte befestigt und Kreise
aus Whatman Blotting-Papier mit einem Durchmesser von 6 mm wurden in jeder Vertiefung der
Filterplatte platziert. 1 pl der Lipidstandardmischung I sowie 5 pl der Lipidstandardmischung II wurden
nacheinander auf jedes Whatman Blotting-Papier gegeben. Nachdem jeweils 10 pl der zuvor
eingestellten Probe auf die entsprechenden Whatman-Kreise zugegeben wurden, erfolgte die Trocknung
der Proben unter Stickstoffstrom (1-2 Bar) fiir 45 Minuten. Es folgte eine 20-miniitige Inkubation von
20 pl EtOH/H>O/Pyridin/PITC-Losung pro Vertiefung, der sich eine erneute Trocknung unter zuvor
beschriebenen Bedingungen anschloss. Die Extraktion der Lipide erfolgte durch Zugabe von 300 ul
4,93 mM Ammoniumacetat in Methanol pro Vertiefung und Schiitteln der Platte fiir 30 min bei
450 U/min, RT auf einem Plattenschiittler. Durch Zentrifugation (2 min, 500 x g, RT) erfolgte der
Transfer der Proben auf die 96-Tiefvertiefungsplatte. Nach Verdiinnung der extrahierten Lipide mit
600 ul 5SmM Ammoniumacetat in Methanol/Wasser (97:3, v/v; Laufpuffer) wurde die 96-
Tiefvertiefungsplatte mit einer durchstechbaren Silikonmatte verschlossen und fiir weitere zwei
Minuten bei 450 U/min und RT geschiittelt, bevor die Lipidproben massenspektrometrisch analysiert
wurden (Kapitel 3.2.4.3).

Die durchschnittliche Extraktionseffizienz dieser Methode lag tber 80,7 % mit einer Intra-

Tagesabweichung von 3,9 % und einer Linearitit von R* > 0,96 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Validierung der Lipidextraktion sowie der massenspektrometrischen Methodik.
(A) Exemplarische technische / intra-Tages-Standardabweichung im analysierten Leber- und Hirngewebe von
5xFAD-transgenen Méausen (n = 1). (B) Représentative Extraktionseffizienz der analysierten Lipidspezies (links)
und entsprechende technische / intra-Tages-Standardabweichung (rechts). (C) Kalkulierte Matrixeffekte der
gemessenen Lipidklassen Carnitine, Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC), Phosphatidylcholine (PCaa),
Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae), Sphingomyeline (SM) und Triacylglyceride (TAG) in Kontroll- und
Acitretin-behandelten 5xFAD-Méusen. (D) Linearitdt der gemessenen Lipidklassen und korrespondierende
Korrelationskoeffizienten. Standardbalken entsprechen dem Standardfehler. Abbildung verdndert nach (LAUER
et al., 2021b).
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3.2.43  Massenspektrometrie

(nach (GROSGEN, 2013; STAHLMANN, 2018))
Zur Analyse der Molekiilmasse einzelner lonen wurde in der vorliegenden Arbeit die Methode der
Massenspektrometrie (MS) angewendet. Fiir die Messung verschiedener Diacyl-Phosphatidylcholin-
(PCaa-), Phosphatidylcholin-Plasmalogen- (PCae-), Lyso-Phosphatidylcholin- (Lyso-PC-), Diacyl-
Phosphatidylethanolamin-  (PEaa-),  Phosphatidylethanolamin-Plasmalogen-  (PEae-), Lyso-
Phosphatidylethanolamin- (Lyso-PE-), Acyl- und Acetylcarnitin-, Sphingomyelin- (SM-) und
Triacylglycerid- (TAG-) Spezies wurde das vierpolige Spektrometer 4000 QTRAP (4000-quadropole-
linear-ion trap) der Firma AB Sciex, welches mit einer Turbospray lonenquelle ausgestattet ist,
verwendet.
Bei der Elektronenspray-lonisation (ESI) handelt es sich um eine ,,sanfte* lonisationsmethode, welche
der Erzeugung von lonen unter Atmosphérendruck dient. Hierzu wird die Losung mit Analyten
pneumatisch durch eine Edelstahlkapillare, an der eine Hochspannung angelegt wird, in einen
Stickstoffstrom verspriiht und es kommt =zu einer Coulomb-Explosion, wobei die
Losungsmitteltropfchen auf Grund der AbstoBungskrifte zwischen gleichen Ladungen zu winzigen
Tropfchen zerfallen und es zur Bildung freier lonen kommt. Diese konnen folgend per Massenanalysator
im Hochvakuum nach ihrer Molekiilmasse aufgetrennt werden. Je nach angelegter positiver oder
negativer ESI-Spannung, entstehen durch die ESI-MS iiberwiegend einfach-positiv ([M+H]") oder
einfach-negativ ([M-H]) geladene Ilonen. Zusitzlich konnen sich unterschiedliche Addukte
(Anlagerungsprodukte) bilden.
Das 4000QTRAP-Massenspektrometer ist aus vier Quadrupolen (Q0-Q3) und einer integrierten
Ionenfalle aufgebaut. Ein Quadrupol besteht aus vier runden, gleichartigen und kreisformig
angeordneten Metallstdben, an welchen eine Gleich- und eine Wechselspannung mit hoch-frequentem
Wechsel angelegt wird, wobei die beiden gegeniiberliegenden Stiibe die gleiche Polaritit haben. Uber
die so entstehende Potentialdifferenz werden die lonen in ihrer Flugachse in der Kreismitte anhand ihres
Masse- (m) zu Ladungs- (z) Verhiltnisses (m/z) transportiert.
Durch Anlegen spezifischer Spannungen kénnen gewiinschte Massen stabilisiert oder destabilisiert
werden und es kommt zur Auftrennung der lonen. Das elektrostatische Feld, welches vom Quadrupol
erzeugt wird, stabilisiert lediglich die Flugbahn von lonen mit einem definierten Masse-Ladungs-
Verhiltnis. Der Quadrupol fungiert somit als Massenfilter, da nur definierte Massen passieren kdnnen
und die anderen durch eine Kollision mit den Metallstdben an ihrem Weitertransport gehindert werden.
Der periodische Wechsel der Polaritit der Spannung zwischen den Elektroden bedingt eine
Stabilisierung in x- und z-Richtung fiir bestimmte lonenmassen. Die Massenselektion wird durch das
Verhiltnis U/V von Gleich- und Wechselspannungsamplitude und die Frequenz bedingt. Bei stabilen
Losungen schwingen die Ionen mit begrenzter Amplitude in x- und z- Richtung und koénnen das
Quadrupolfeld durchqueren, wihrend die Schwingungsamplituden bei instabilen Losungen in x- oder
z- Richtung exponentiell anwachsen, was ein AnstoB3en an die Elektroden bedingt. Auf mathematischer
Ebene sind zwei Parameter, die von der Masse der Teilchen abhédngen, fiir die Eingrenzung der
Stabilitdtsbereiche verantwortlich und durch eine definierte Wahl dieser Parameter kann erreicht

werden, dass nur Teilchen mit der gewlinschten Masse den Filter passieren.
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Der Quadrupol QO dient zu Beginn der Analyse lediglich dem Transport und der Fokussierung der
Ionen. Der zweite Quadrupol (Q1) stellt den ersten Massefilter dar, der nur den Transport definierter
Massen in den dritten Quadrupol (Q2) zulésst. In Q2 werden die Ionen in einer Kollisionszelle, in welche
Stickstoff eingeleitet wird, beschleunigt und durch Kollision mit den Stickstoffmolekiilen fragmentiert.
Im vierten Quadrupol (Q3), in welchen eine lonenfalle (ion trap) integriert ist, werden die in Q2
entstandenen Molekiilfragmente detektiert. Die lonenfalle erlaubt es auch, Ionen in geringer
Konzentration zu detektieren, da sie mit Hilfe einer Ringelektrode definierte Massen stabilisiert,
anreichert und dann zum Scannen entldsst.

Die Geriteeinstellungen der 4000QTRAP zur Messung von Phospholipiden, Neutrallipiden und

Carnitinen sind in Tabelle 22 aufgelistet.

Tabelle 22: Geriiteeinstellung 4000QTRAP zur Detektion von Phospholipiden, Triacylglyceriden und
Carnitinen.

Parameter verwendete Einstellung
Messperiode drei Minuten
Scan-Typ MRM (multiple reaction monitoring)
Curtain Gas 20 psi
Kollisionsinduzierte Dissoziation mittel
Ionenspray Spannung 5500 V
Temperatur 200 °C
Ionenquelle Gas 1 40 psi
Ionenquelle Gas 2 50 psi
Interface Heizer ein
Eingangspotential 10V
Kollisionszellenausgangspotential 15V
Injektionsvolumen 20 pl
Draw Speed 200 pl/min
Eject Speed 200 pl/min
Nadelreinigung 10 Sek

Die Detektion der verschiedenen Lipidspezies in jeder einzelnen biologischen Probe wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit unter Verwendung der Analyst 1.4.2 Software (AB Sciex) in technischen
Triplikaten durchgefiihrt. Das angewandte experimentelle Setup der FlieBinjektionsanalyse (engl. flow
injection analysis, FIA) verwendete einen an das MS angeschlossenen HPLC-Apparat der 1200 Serie
von Agilent. Der automatische Probengeber (Autosampler) diente dabei der hoch-automatisierten und
robusten Probenzufuhr, wodurch Konzentrationsverédnderungen und chromatische Beeintrichtigungen
vernachlissigt werden konnten und ein kurzer und konzentrierter Probenpuls gewéhrleistet wurde. Per
Autosampler wurden je 20 pl Probe mit einem aus vier verschiedenen Phasen bestehenden Gradienten
aus Laufpuffer in das Massenspektrometer injiziert: Phase I (0-1,6 min) 30 pl/min; Phase II (1,6-2,4
min) 30 pl/min; Phase III (2,4-2,8 min) 200 pl/min; Phase IV (2,8-3 min) 200 pl/min).

Die auf diese Weise erhaltenen Daten représentieren die Summe der Fettacyl-Kohlenstoffatome sowie
die Summe der Doppelbindungen, jedoch nicht die individuelle Komposition der Fettsduren. Eine
weitere Einschrinkung dieser Methode ist die Anfilligkeit fiir isobare Uberlagerungen der M+2-Isotope
mit dem monoisotopen Peak derjenigen Komponente derselben Lipidklasse, die eine Doppelbindung
weniger enthélt (KOFELER et al., 2012).
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Um diese Limitationen so gering wie moglich zu halten, wurde sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit
des Scanmodus Multiple Reaction Monitoring (MRM) bedient, bei welchem in Q1 und Q3 einzelne
Ionen selektiv weitertransportiert werden, wihrend die Fragmentierung in Q2 stattfindet. Die
gleichzeitige Analyse mehrerer Lipidspezies wird in diesem Modus dadurch erméglicht, dass die
Parameter unter anderem fiir Q1- und Q3-Masse so optimiert werden, dass es eine spezifische Paarung
fiir jedes Molekiil gibt. Die entsprechend gewaihlten Parameter sind den folgenden einzelnen
Abschnitten der jeweiligen Lipidspezies zu entnehmen. Am Beispiel von PCaa 36:0 soll dieses Prinzip
verdeutlicht werden: Die Q1-Masse betrdgt 790,6 kDa, was der exakten Masse dieser PC-Spezies
(789,6 kDa) als positiv geladenes Ion ([M+H]"; CssHgoNOsP) entspricht. Die Q3-Masse wird auf
184 kDa definiert, was mit dem m/z der abgespaltenen Kopfgruppe tibereinstimmt. Durch diese gepaarte
Detektion von Mutter- (PCaa 36:0) und Tochter-Ion (Kopfgruppe) kénnen bis zu 3000 Metabolite
simultan und mit groBtmoglicher Sensitivitét analysiert werden (Shotgun Lipidomics). Ein zuvor bereits
erwahnter Nachteil dieser Tandem-MS-Methode besteht darin, dass auf Grund der spezifischen
Abspaltung der Kopfgruppe keine Aussagen iiber die an snl- und sn2-Position gebundenen Fettsduren
im Einzelnen, sondern nur in ihrer Summe, moglich sind. Es kann also nicht differenziert werden, ob es
sich bei oben genannter Paarung, welche spezifisch fiir PCaa 36:0 ist, um PCaa (18:0/18:0) oder um
beispielsweise PCaa (16:0/20:0) handelt. Um eine weitere Einschrankung dieses Lipidomics Ansatzes,
welche darin besteht, dass nicht zwischen (Stereo-) Isomeren und Lipiden, die das identische
Fragmentierungsmuster sowie die identische Q1-Masse (Mutter-lon) haben, unterschieden werden
kann, zu minimieren, wurde sich auf Lipide konzentriert, die nach aktuellem Kenntnisstand nicht
hochgradig von isobaren Lipiden betroffen sind oder die ein anderes Fragmentierungsmuster im Q3-
Scan haben. Diese Lipide sowie die zugehdrigen MRM-Parameter, die in den Tabellen 24-28 aufgelistet
sind, wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen publiziert (BUSZEWSKI et al., 2017; LAUER et al.,
2021b; RUCKER et al.,, 2013; SHUI et al.,, 2011; ZUKUNFT et al.,, 2018). Die potenziellen
Limitierungen dieses Shotgun Lipidomics-Ansatzes sind zusammenfassend in einem Review von Fong-
Fu diskutiert (HSU, 2018).

Fir jede Lipidanalyse im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden jeweils die Intra- und
Intertagesvarianz sowie die potenziellen Matrixeffekte der jeweiligen Lipidklasse bestimmt. Als
Matrixeffekte sind die kombinierten Effekte auf die Quantititsbestimmung ausgehend von allen
Komponenten der Probe ausschlieBlich derer des Analyten selbst definiert und es kann zwischen
Unterdriickung und Verstarkung unterschieden werden (STAHNKE et al., 2012). Das bedeutet, dass die
Antwort eines Analyten im Massenspektrometer nicht dieselbe in einer Standardldsung verglichen mit
der Antwort desselben Analyten in einer biologischen Matrix ist (PANUWET et al., 2016). Die
Berechnung potenzieller Matrixeffekte erfolgte durch Bildung der Quotienten der verwendeten
Lipidstandards (Tabelle 23) in Anwesenheit von Lipidextrakten der Kontroll- und Analyse-Proben
(Abbildung 7).
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Tabelle 23: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Lipidstandards.

Lipidspezies verwendeter Standard Hersteller
Phosphatidylcholine 06:0 PC (DHPC) Avanti Polar Lipids
Lyso-Phosphatidylcholine 19:0 Lyso PC Avanti Polar Lipids
Phosphatidylethanolamine ~ 08:0 PE Avanti Polar Lipids
Sphingomyeline 06:0 SM (d18:1/6:0) Avanti Polar Lipids

Splash II Lipidomix Mass Spec ~ Avanti Polar Lipids
Triacylglyceride Internal Standard:

15:0-18:1(d7)-15:0 TG
Splash II Lipidomix Mass Spec ~ Avanti Polar Lipids

113?012213 tld};lIChOhne Internal Standard:
astalogene C18(Plasm)-18:1(d9) PC
.. Octanoyl-L-Carnitin D3 und Supelco Analytical
Carnitine

Palmitoyl-L-Carnitin D3

3.2.43.1 Detektion von Phosphatidylcholinen mittels ESI-MS/MS

Die massenspektrometrische Analyse der Lipidklasse der Phosphatidylcholine umfasste neben den
Diacyl-Phosphatidylcholinen (PCaa) auch die Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae) sowie die
Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC). Die spezifische Detektion mittels MRM-Methode beruhte dabei
auf der Fragmentierung der Kopfgruppe von 184 m/z. Dieses Fragmentierungsmuster fiir
Phosphatidylcholin ist in Abbildung 8 exemplarisch an der Spezies PC (16:0/18:1) dargestellt.

184 m/z
0 0
[ [
P N NP NN P N P N P
o \ o~ 7 o _
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmusters fiir Phosphatidylcholin. Als
reprasentatives Beispiel wurde PC (16:0/18:1) herangezogen und die Abspaltung der Kopfgruppe (184 m/z)
hervorgehoben. Die Strukturformel wurde verdndert nach lipidmaps.org.

Die entsprechenden Q1-Q3-Ubergiinge sowie die Metabolit-spezifischen Declustering-Potenziale (DP)
und Kollisionsenergien (CE) sind in Tabelle 24 aufgelistet.

Tabelle 24: Im Rahmen der Phosphatidylcholin-spezifischen MRM-Analyse verwendete Parameter. PCaa:
Diacyl-Phosphatidylcholin; PCae: Phosphatidylcholin-Plasmalogen; Lyso-PC: Lyso-Phosphatidylcholin; DP:
declustering potential; CE: collision energy.

PC-Spezies Vn‘;/rzla['l‘\z‘fHI;“ I;lr/‘;d['ﬁfdz‘;“ DP[V] CE [eV]
PC aa C20:0 566,2 184 94 31
PC aa C24:0 622.4 134 98 33
PC aa C26:0 650.5 134 103 35
PC aa C28:0 678.5 134 106 35
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PC aa C28:1 676,5 184 106 35
PC aa C30:0 706,5 184 114 37
PC aa C30:2 702,5 184 111 37
PC aa C32:0 734,6 184 119 39
PC aa C32:1 732,6 184 118 39
PC aa C32:2 730,5 184 117 38
PC aa C32:3 728,5 184 117 38
PC aa C34:1 760,6 184 125 41
PC aa C34:2 758,6 184 123 40
PC aa C34:3 756,6 184 123 40
PC aa C34:4 754,5 184 122 40
PC aa C36:0 790,6 184 131 43
PC aa C36:1 788,6 184 131 43
PC aa C36:2 786,6 184 130 42
PC aa C36:3 784,6 184 130 42
PC aa C36:4 782,6 184 129 42
PC aa C36:5 780,6 184 128 42
PC aa C36:6 778,5 184 128 42
PC aa C38:0 818,7 184 138 45
PC aa C38:1 816,7 184 138 45
PC aa C38:3 812,6 184 136 44
PC aa C38:4 810,6 184 136 44
PC aa C38:5 808,6 184 136 44
PC aa C38:6 806,6 184 135 44
PC aa C40:0 846,7 184 145 47
PC aa C40:1 844,7 184 145 47
PC aa C40:2 842,7 184 144 47
PC aa C40:3 840,7 184 144 47
PC aa C40:4 838,6 184 144 47
PC aa C40:5 836,6 184 143 47
PC aa C40:6 834,6 184 143 46
PC aa C42:0 874,7 184 154 50
PC aa C42:1 872,7 184 153 50
PC aa C42:2 870,7 184 153 50
PC aa C42:4 866,7 184 152 50
PC aa C42:5 864,7 184 151 49
PC aa C42:6 862,6 184 150 49
PC aa C44:0 902,7 184 163 50
PC aa C48:0 958,8 184 170 50
PC ae C30:0 692,6 184 111 37
PC ae C30:1 690,5 184 109 36
PC ae C30:2 688,5 184 108 36
PC ae C32:1 718,6 184 115 38
PC ae C32:2 716,6 184 114 37
PC ae C34:0 748,6 184 122 40
PC ae C34:1 746,6 184 121 39
PC ae C34:2 744,6 184 120 39
PC ae C34:3 742,6 184 120 39
PC ae C36:0 776,7 184 128 42
PC ae C36:1 774,6 184 127 41
PC ae C36:2 772,6 184 127 41
PC ae C36:3 770,6 184 126 41
PC ae C36:4 768,6 184 126 41
PC ae C36:5 766,6 184 125 41
PC ae C38:0 804,7 184 135 44
PC ae C38:1 802,7 184 134 44
PC ae C38:2 800,7 184 133 43
PC ae C38:3 798,6 184 133 43
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PC ae C38:4 796,6 184 133 43
PC ae C38:5 794,6 184 132 43
PC ae C38:6 792,6 184 132 43
PC ae C40:0 832,7 184 142 46
PC ae C40:1 / PC aa C40:8 830,7 184 141 46
PC ae C40:2 828,7 184 141 46
PC ae C40:3 / PC aa C40:10 826,7 184 140 46
PC ae C40:4 824,7 184 140 45
PC ae C40:5 822,6 184 139 45
PC ae C40:6 820,6 184 139 45
PC ae C42:0 860,8 184 150 49
PC ae C42:1 858,7 184 141 46
PC ae C42:2 856,7 184 149 48
PC ae C42:3 854,7 184 148 48
PC ae C42:4 852,7 184 148 48
PC ae C42:5 850,7 184 147 48
PC ae C44:3 882,7 184 156 51
PC ae C44:4 880,7 184 156 51
PC ae C44:5 / PC aa C44:12 878,7 184 155 51
PC ae C44:6 876,7 184 154 50
Lyso PC 06:0 356,2 184 72 31
Lyso PC 10:0 4123 184 76 30
Lyso PC 12:0 4404 184 78 30
Lyso PC 14:0 468,3 184 79 30
Lyso PC 16:0 496,3 184 81 31
Lyso PC 16:1 4943 184 79 30
Lyso PC 17:0 510,3 184 82 31
Lyso PC 18:0 5243 184 85 31
Lyso PC 18:1 522,3 184 82 31
Lyso PC 18:2 520,3 184 82 31
Lyso PC 18:3 518,4 184 82 31
Lyso PC 20:0 552,4 184 89 31
Lyso PC 20:3 546,3 184 87 31
Lyso PC 20:4 544,3 184 85 31
Lyso PC 20:5 5424 184 84 31
Lyso PC 22:0 580,5 184 93 32
Lyso PC 22:6 568,4 184 90 32
Lyso PC 24:0 608,4 184 96 33
Lyso PC 26:0 636,5 184 101 34
Lyso PC 26:1 634,4 184 98 33
Lyso PC 28:0 664,5 184 105 35
Lyso PC 28:1 662,5 184 103 35

3.2.4.3.2 Detektion von Phosphatidylethanolaminen mittels ESI-MS/MS

In der Lipidklasse der Phosphatidylethanolamine umfasste die massenspektrometrische Analyse die
Diacyl-Phosphatidylethanolamine (PEaa), die Phosphatidylethanolamin-Plasmalogene (PEae) und die
Lyso-Phosphatidylethanolamine (Lyso-PE). Die spezifische Detektion mittels MRM-Methode beruhte
auf der Abspaltung eines Fragmentes von 141 m/z, welches der Kopfgruppe entspricht. Dieses
Fragmentierungsmuster fiir Phosphatidylethanolamine ist in Abbildung 9 exemplarisch an der Spezies
PE (16:0/18:1) dargestellt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmusters fiir Phosphatidylethanolamin. Als
représentatives Beispiel wurde PE (16:0/18:1) herangezogen und die Abspaltung der Kopfgruppe (141 m/z)
hervorgehoben. Die Strukturformel wurde verdndert nach lipidmaps.org.

Die entsprechenden Q1-Q3-Uberginge sowie die Metabolit-spezifischen Declustering-Potenziale und
Kollisionsenergien sind in Tabelle 25 aufgefiihrt.

Tabelle 25: Im Rahmen der Phosphatidylethanolamin-spezifischen MRM-Analyse verwendete Parameter.
PEaa: Diacyl-Phosphatidylethanolamin; PEae: Phosphatidylethanolamin-Plasmalogen; Lyso-PE: Lyso-
Phosphatidylethanolamin; DP: declustering potential, CE: collision energy.

. Vorliufer-Ion Produkt-Ion
PE-Spezies m/z [M+H]* m/z [M+H]* DP[V] CE [eV]
PE aa 32:0 692,5 551,5 64 29
PE aa 32:1 690,5 549,5 64 29
PE aa 32:2 688,5 547,5 64 29
PE aa 34:0 720,5 579,5 67 30
PE aa 34:1 7185 571,5 66 30
PE aa 34:2 716,5 575,5 66 30
PE aa 34:3 714,5 573,5 66 30
PE aa 34:4 712,5 571,5 66 30
PE aa 36:0 748.6 607,6 69 31
PE aa 36:1 746,6 605,6 69 31
PE aa 36:2 744.6 603,6 68 31
PE aa 36:3 742.,6 601,6 68 31
PE aa 36:4 740,6 599,6 68 31
PE aa 36:5 738.,6 597,6 68 31
PE aa 36:6 736,6 595,6 68 31
PE aa 38:0 7767 635,6 71 32
PE aa 38:1 774,77 633,6 71 32
PE aa 38:2 772,6 631,6 71 32
PE aa 38:3 770,6 629,6 71 32
PE aa 38:4 768.,6 627,6 70 32
PE aa 38:5 766,6 625,6 70 32
PE aa 38:6 764.,6 623,6 70 31
PE aa 40:0 804,6 663,6 74 33
PE aa 40:1 802,7 661,7 73 33
PE aa 40:2 800,7 659,7 73 33
PE aa 40:3 798.6 657,6 73 33
PE aa 40:4 796,7 655,6 73 33
PE aa 40:5 794,6 653,6 73 33
PE aa 40:6 792,6 651,6 73 32
PE aa 42:0 832,7 691,6 76 34
PE aa 42:1 830,7 689,6 76 34
PE aa 42:2 828,7 687,6 76 34
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PE aa 42:4 824,7 683,6 75 34
PE aa 42:5 822,7 681,6 75 34
PE aa 42:6 820,7 679,6 75 33
PE ae 32:1 676,6 535,5 61 27
PE ae 32:2 674,6 533,5 61 27
PE ae 34:0 706,6 565,5 64 28
PE ae 34:1 704,7 563,6 64 28
PE ae 34:2 702,6 561,5 64 28
PE ae 34:3 700,6 559,5 64 28
PE ae 36:0 734,6 593,5 67 29
PE ae 36:1 732,6 591,5 67 29
PE ae 36:2 730,6 589,5 67 29
PE ae 36:3 728,6 587,6 66 29
PE ae 36:4 726,6 585,5 66 29
PE ae 36:5 724,7 583,6 66 29
PE ae 38:0 762,6 621,6 70 30
PE ae 38:1 760,6 619,6 70 30
PE ae 38:2 758,6 617,6 69 30
PE ae 38:3 756,6 615,6 69 30
PE ae 38:4 754,6 613,6 69 30
PE ae 38:5 752,6 611,6 69 30
PE ae 38:6 750,6 609,6 69 30
PE ae 40:0/PE aa 40:7 790,6 649.,6 73 31
PE ae 40:1 788,7 647,6 73 31
PE ae 40:2 786,7 645,6 72 31
PE ae 40:3 784,6 643,6 72 31
PE ae 40:4 782,6 641,6 72 31
PE ae 40:5 780,6 639,6 72 31
PE ae 40:6 778,6 637,6 72 31
PE ae 42:0/PE aa 42:7 818,7 677,6 76 32
PE ae 42:1 816,7 675,6 76 32
PE ae 42:2 814,7 673,6 75 32
PE ae 42:3 812,7 671,6 75 32
PE ac 42:4 810,7 669,6 75 32
PE ae 42:5 808,7 667,6 75 32
PE ae 44:2 842,77 701,6 79 33
PE ae 44:3 840,7 699,6 78 33
PE ac 44:4 838,7 697,6 78 33
PE ae 44:5 836,7 695,6 78 33
PE ae 44:6 834,7 693,6 78 32
Lyso PE 16:0 4543 3132 54 23
Lyso PE 16:1 4523 311,2 54 23
Lyso PE 18:0 482,3 3413 55 24
Lyso PE 18:1 480,3 339,3 54 24
Lyso PE 18:2 478,3 3373 54 24
Lyso PE 20:0 5104 3694 55 25
Lyso PE 20:3 5044 363,2 55 25
Lyso PE 20:4 502,4 361,3 55 24
Lyso PE 22:6 526,4 385,2 56 25
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3.2.4.3.3 Detektion von Sphingomyelinen mittels ESI-MS/MS

Die Sphingomyeline (SM) sind Vertreter der Sphingolipide, gehoren aber gleichzeitig auch, als einziger
Vertreter ihrer Klasse, zu den Phospholipiden. Ahnlich zur Detektion der Phosphatidylcholin-Spezies
wurde auch hier die Kopfgruppe zur positiven lonisierung im Rahmen der massenspektrometrischen
Analyse herangezogen. Die Analyse im MRM-Modus fokussierte dabei auf das positiv geladene
Sphingomyelin-Vorldufer-Ion in Q1 und die abgespaltene Kopfgruppe (184 m/z) im vierten Quadrupol
(Q3). Dieses Fragmentierungsmuster fiir Sphingomyeline ist in Abbildung 10 exemplarisch an der
Spezies SM (d18:1/16:0) dargestellt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmusters fiir Sphingomyeline. Als
reprasentatives Beispiel wurde SM (d18:1/16:0) herangezogen und die Abspaltung der Kopfgruppe (184 m/z)
hervorgehoben. Die Strukturformel wurde verdndert nach lipidmaps.org.

Die Anwendung der Tandem-Massenspektrometrie lie dabei auf Grund spezifischer Q1-Massen die
Unterscheidung zwischen Phosphatidylcholinen und Sphingomyelinen zu. Die entsprechenden Q1-Q3-
Ubergiinge sowie die Metabolit-spezifischen Declustering-Potenziale und Kollisionsenergien sind in
Tabelle 26 aufgefiihrt.

Tabelle 26: Im Rahmen der Sphingomyelin-spezifischen MRM-Analyse verwendete Parameter. SM:
Sphingomyelin; DP: declustering potential; CE: collision energy.

Vorliufer-Ion Produkt-Ion

SM-Spezies m/z [M+H]" m/z [M+H]* DP [V] CE [eV]
SM C32:2 OH 689,6 184 108 36
SM C34:1 703,6 184 112 37
SM C34:2 701,6 184 111 37
SM C34:2 OH 717,6 184 114 38
SM C36:1 731,6 184 117 38
SM C36:2 729,6 184 117 38
SM C38:3 755,6 184 123 40
SM C40:2 OH 801,7 184 134 43
SM C40:3 OH 799,7 184 133 43
SM C40:4 781,6 184 129 42
SM C42:1 815,7 184 137 45
SM C42:2 813,7 184 137 45
SM C42:2 OH 829,7 184 141 46
SM C44:1 843,7 184 145 47
SM C44:2 841,7 184 144 47
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3.24.3.4 Detektion von Triacylglyceriden mittels ESI-MS/MS

Triacylglyceride (TAG) sind wichtige Nahrungsbestandteile und stellen als Neutrallipide die
Speicherform der Fettsduren dar. Sie sind aus einem Molekiil Glycerin und drei veresterten Fettséduren
aufgebaut und liegen intrazelluldr in Adipozyten des Fettgewebes in Form von Lipidtropfen vor. Als
essenzielle Energietrdger konnen sie unter anderem aus ihrer im Fettgewebe gespeicherten Form
mobilisiert und unter Freisetzung von Energie metabolisiert werden. In dieser Arbeit erfolgte die
massenspektrometrische Detektion von TAG-Ammonium-Addukten ([M+NH4]") im MRM-Modus,
was bedeutet, dass ein TAG-Vorlaufer-lon so fragmentiert wurde, dass es eine neutrale Fettsdurekette
verlor MURPHY et al., 2007). Beispielsweise wurde das Ammonium-Addukt von TAG 18:2-18:2-18:3
(m/z [M+NH4]" 894,8) nach Q1-Detektion in Q2 kollisionsinduziert fragmentiert, wodurch ein neutrales
Fragment (18:3 + NH;3) mit m/z 295 abgespalten wurde und das resultierende Diacylglycerid (DAG)
18:2-18:2 (m/z [M+H-H,O]" 599) in Q3 gescannt wurde (LI et al., 2014). Dieses
Fragmentierungsmuster fiir Triacylglyceride ist in Abbildung 11 exemplarisch an der Spezies TG
(18:2/18:2/18:3) dargestellt.

—_— — —_— -295 m/z .-

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmusters fiir Triacylglyceride. Als
représentatives Beispiel wurde TG (18:2/18:2/18:3) herangezogen und die Abspaltung der Fettsdure 18:3
(295 m/z) hervorgehoben. Die Strukturformel wurde veréndert nach lipidmaps.org.

In Analogie zu Li et al. (2014) wurden fiir die Detektion verschiedener TAG-Spezies eine
Kollisionsenergie von +25 V sowie ein Declustering-Potential von +100 V festgesetzt (LI et al., 2014).
Die entsprechenden Q1-Q3-Ubergiinge sind in Tabelle 27 aufgefiihrt.

Tabelle 27: Im Rahmen der Triacylglycerid-spezifischen MS-Analyse verwendete Parameter. TG:
Triacylglycerid.

TG-Spezies Vorlaufer-Ion Produkt-Ton
m/z [M+H]" m/z [M+H]"

TG C48:0 824.,8 551,8

TG C50:3 846,8 573.8

TG C50:2 848,8 575.,8

TG C50:1 850,8 577.8

TG C50:0 852,8 579.8

TG C52:6 868,7 595,7

TG C52:5 870,8 597.8

TG C52:4 872,8 599.8

TG C52:3 874,8 601,8

TG C52:2 876,8 603,8

TG C52:1 878.,8 605,83
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TG C52:0 880,8 607,8
TG C54:9 890,7 595,7
TG C54:8 892,7 597,71
TG C54:7 894,8 599,8
TG C54:6 896,8 601,8
TG C54:5 898,8 625,8
TG C54:4 900,8 627,8
TG C54:3 902,8 629,8
TG C54:2 904,8 631,8
TG C54:1 906,9 6339
TG C56:8 920,8 625,8
TG C56:7 922,8 627,8
TG C56:6 924,8 629,8
TG C56:5 926,8 631,8
TG C56:4 928,8 633,8
TG C56:3 930,9 6359
TG C56:2 932,9 659.,9
TG C56:1 934,9 661,9
TG C58:7 950,8 655,8
TG C58:6 952,8 657,8
TG C58:5 954,8 659,8
TG C58:4 956,9 661,9
TG C58:3 958,9 663.,9
TG C58:2 960,9 659.,9
TG C60:6 980,9 6859
TG C60:5 982,9 6879
TG C60:4 984,9 689.,9
TG C60:3 986,9 6879

3.2.4.3.5 Detektion von Carnitinen mittels ESI-MS/MS

Die Carnitine spielen eine essenzielle Rolle bei der 3-Oxidation der Fettsduren, da sie das Carnitin-
Carrier-System stellen, durch welches Fettsduren in die Mitochondrien, den Ort der B-Oxidation,
transportiert werden. In der vorliegenden Arbeit erfolgten die massenspektrometrischen Detektionen
von Carnitin, Acetylcarnitin und Acylcarnitin anhand der spezifischen Abspaltung des CH,=CH-CH-
COOH-Fragments mit einer Masse von 85,1 Da im MRM-Modus. Dieses Fragmentierungsmuster fiir

Carnitine ist in Abbildung 12 exemplarisch an der Spezies Carnitin C18:1 dargestellt.

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmusters fiir Carnitine. Als reprasentatives
Beispiel wurde Carnitin C18:1 herangezogen und die Abspaltung des CH.=CH-CH-COOH-Fragments
hervorgehoben. Die Strukturformel wurde verdndert nach lipidmaps.org.
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Die entsprechenden Q1-Q3-Uberginge sowie die Metabolit-spezifischen Declustering-Potenziale und

Kollisionsenergien sind in Tabelle 28 aufgefiihrt.

Tabelle 28: Im Rahmen der Carnitin-spezifischen MRM-Analyse verwendete Parameter. DP: declustering
potential; CE: collision energy. Die Acylcarnitine sind als ,,C” beschriftet, dem sich die Kettenlénge sowie die
Anzahl an Doppelbindungen, getrennt durch einen Doppelpunkt, anschlieft. Das in manchen Féllen folgende
,,OH* reprasentiert eine Hydroxylgruppe und die Abkiirzung ,,DC* steht fiir eine Dicarbonsaure.

Vorlaufer-Ion Produkt-Ion

Carnitin-Spezies m/z [M+H]* m/z [M+H]* DP[V] CE [eV]
C00 162,1 85,1 61 27
C02 204,1 85,1 41 27
C03 218,1 85,1 46 29
C03 OH 234,1 85,1 53 30
C03:1 216,1 85,1 49 27
Co4 2322 85,1 46 29
C04 OH 248,1 85,1 55 32
C04:1 230,1 85,1 52 29
C05 246,2 85,1 46 29
C05M DC 290,2 85,1 63 37
C05 OH 262,2 85,1 58 33
Co05:1 2442 85,1 55 31
C05:1 DC 274,1 85,1 60 35
C06 260,2 85,1 56 27
C06 OH 276,2 85,1 61 35
C06:1 258,2 85,1 57 33
C07 DC 304,2 85,1 66 39
C08 288,2 85,1 66 33
C08:1 286,2 85,1 63 37
C09 302,2 85,1 66 39
C10 316,2 85,1 56 37
C10:1 3142 85,1 68 40
C10:2 312,2 85,1 67 40
C12 3443 85,1 73 44
C12DC 3743 85,1 86 45
Ci2:1 3423 85,1 73 44
Cl4 3723 85,1 86 45
Cl4:1 370,3 85,1 78 47
Cl4:1 OH 386,3 85,1 81 50
Cl4:2 368.3 85,1 78 47
Cl14:2 OH 3843 85,1 81 49
Cl6 400,3 85,1 84 51
C16 OH 416,3 85,1 87 53
Clé:1 3983 85,1 84 51
Cl6:1 OH 4143 85,1 87 53
Cl6:2 396,3 85,1 83 51
C16:2 OH 412,3 85,1 86 53
C18:0 4284 85,1 96 63
Ci8:1 426,4 85,1 89 55
C18:1 OH 4424 85,1 92 57
Cl18:2 4243 85,1 89 54
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3.2.5 Statistische Datenauswertung

3.2.5.1 Statistische Analyse

Die in der vorliegenden Arbeit ausgefiihrten statistischen Analysen erfolgten mit den Programmen IBM
SPSS Statistik (Version 25) und R (R Core Team 2020; https://www.r-project.org) in Kooperation mit
Daniel Janitschke.

Alle quantifizierten Daten représentieren den Mittelwert von mindestens drei unabhidngigen
Experimenten bzw. biologischen Proben. Zur Uberpriifung der GauB- oder Normalverteilung der Daten,
welche Voraussetzung fiir einige angewandte interferenzstatistische Tests ist, wurden die quantitativen
Methoden des Shapiro-Wilk- und des Kolmogorov-Smirnov-Tests verwendet. Die Grundlage beider
Tests stellt ein Vergleich der Ergebnisse der Stichprobe der Studie mit einer normalverteilten Gruppe
von Ergebnissen mit demselben Mittelwert und derselben Standardabweichung dar, wobei die
Nullhypothese einer Normalverteilung gilt (GHASEMI, ZAHEDIASL, 2012). Der Shapiro-Wilk Test,
der fiir kleinere Stichprobengrofien (n < 50) geeignet ist und eine grofere statistische Leistung im
Vergleich zum Kolmogorov-Smirmov-Test besitzt (VETTER, 2017), wird als Mittel zur Bewertung der
Datennormalitét empfohlen. In der guten wissenschaftlichen Praxis werden beide Tests auf Grund ihrer
schnellen Durchfiihrbarkeit, Objektivitdt und unkomplizierten Interpretation héufig kombiniert
eingesetzt. Als Nachteil muss beachtet werden, dass sie im Falle kleiner Stichproben zu liberal und fiir
groBere Stichproben hingegen zu streng sein kdnnten, weshalb eine zusétzliche visuelle Beurteilung der
Verteilung, beispielsweise mittels Histogramms oder Q-Q-Plot, erfolgen sollte. Neben der Uberpriifung
der Normalverteilung dient der Levene-Test der Beurteilung der Varianzhomogenitit.

Die statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem Student-t-Test, wenn es sich um den Vergleich
der Mittelwerte zweier unabhéngiger Stichproben handelte, oder einfaktorieller Varianzanalyse (engl.
analysis of variances, ANOVA), welche die Mittelwerte mehrere Gruppen miteinander vergleicht,
kombiniert mit Post-hoc-Tests, kalkuliert. Wurde die Hypothese der Varianzhomogenitit verletzt,
wurde die statistische Signifikanz mittels Welch-Test berechnet. Waren die Daten nicht normalverteilt,
wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-H-ANOVA-Test angewendet. Wurden mehr als zwei
Gruppen miteinander verglichen und resultierte der Kruskal-Wallis-H-Test in einem signifikanten
Ergebnis, wurde der paarweise Vergleich mittels Dunn-Post-hoc-Test oder Wilcoxon-Test kombiniert
mit einer Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Resultierte die ANOVA in einem signifikanten
Unterschied, wurde entweder der zweiseitige Dunnett-Post-hoc-Test oder der Tukey-HSD-Test
herangezogen, um statistische Differenzen zwischen Gruppen zu analysieren. Dem Welch-ANOVA-
Test folgte der Games-Howell-Post-hoc-Test.

Die dargestellten Korrelationskoeffizienten wurden nach der Methode von Pearson berechnet, wenn die
Daten normalverteilt vorlagen oder eine Stichprobengrofle > 200 gegeben war (GHASEMI,
ZAHEDIASL, 2012). Im Falle nicht-normalverteilter Daten wurde der Spearman-
Korrelationskoeffizient angegeben.

3.25.2  Auswertung lipidanalytischer Daten

Die Analyst 1.4.2. Software (AB Sciex) wurde verwendet, um die Zahlungen pro Sekunde (engl. counts
per second, cps) fir jede MRM-Paarung zu extrahieren. Nach Normierung jedes analysierten Lipides
auf den Standard seiner entsprechenden Lipidklasse erfolgte die Bildung des Mittelwertes jedes
Quotienten (Lipid/Standard) aus den technischen Triplikaten.
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Berechnet wurden die relativen Héaufigkeiten der analysierten Lipidspezies in den biologischen Proben
von Interesse im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollproben. Zur Analyse und Darstellung der
Verteilung einer Lipidspezies innerhalb einer Lipidklasse wurde das Signal einer Lipidspezies durch die
Summe der Signale der entsprechenden Lipidklasse dividiert, beispielsweise PCaa Spezies X/Gesamt-
PCaa. Die Berechnung des P-Wertes fiir die einzelnen Lipidparameter, welche in den Volcano Plots
dargestellt sind (Kapitel 3.2.5.3), wurde mit dem zweiseitigen Student-t-Test durchgefiihrt. Die
statistische Analyse der mittleren Lipidklasseneffekte im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle wurde
mittels zweiseitigem Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wéhrend fiir die Beurteilung der Differenzen des
mittleren Lipidklasseneffektes zwischen zwei Gewebetypen der zweiseitige Student-t-Test
herangezogen wurde. Die Ermittlung der Signifikanz der Verteilung derjenigen Lipide, die eine
Effektstirke groBer des durchschnittlichen Standardfehlers dieser Lipidklasse hatten, wurde per
Binomial-Test mit einer 50 %-igen Wahrscheinlichkeit des Auftretens erhohter Lipide durchgefiihrt.
Bei dem Binomial-Test handelt es sich um die Uberpriifung der Haufigkeitsverteilung einer dichotomen
Variablen mit zwei Auspriagungen in der Stichprobe im Vergleich zu der theoretisch erwarteten
Auftretungswahrscheinlichkeit. Zur Uberpriifung, ob die Verteilung der reduzierten bzw. erhohten
Lipidspezies sich zwischen den getesteten Geweben oder Versuchsbedingungen signifikant
unterscheidet, wurde der Exakte Fisher Test (fisher's exact test) herangezogen.

3.2.5.3  Graphische Datendarstellung
Die in der vorliegenden Arbeit abgebildeten Volcano Plots wurden mit Hilfe des R-Pakets ,,Enhanced
Volcano“ (Kevin Blighe, Sharmila Rana and Myles Lewis (2020), Version 1.6.0;
https://github.com/kevinblighe/EnhancedVolcano) erstellt. Volcano Plots dienen zur Darstellung der
relativen Anderungen in den analysierten Lipidspezies (Kapitel 3.2.4.3), wobei die relativen
Anderungen (Abszisse) gegen das Signifikanzniveau (Ordinate) geblottet wurden. Die beiden vertikalen
Linien markieren den durchschnittlichen Standardfehler, welcher fiir jede Lipidspezies individuell
berechnet und angegeben wurde. Die horizontale Linie représentiert das Signifikanzniveau von p = 0,05
und somit waren alle Lipidspezies, die sich oberhalb dieser Markierung befinden, statistisch signifikant
verdndert. Da die Definition der Signifikanz von der verwendeten statistischen Methode und
beispielsweise der Wahl der Korrektur fiir Fehler der ersten Art, sowie von der Probenanzahl abhéngig
ist und somit einen willkiirlichen Aspekt hat, wurden im Rahmen dieser Arbeit alle Lipidspezies, die
eine Verdnderung groBer des durchschnittlichen Standardfehlers aufweisen, in die Interpretation
einbezogen. In diesem Kontext sollte beachtet werden, dass die Verteilung der Lipide innerhalb einer
Lipidklasse mit chemischen Ahnlichkeiten, neben der Signifikanz einzelner Lipidspezies, sowohl fiir
zelluldre als auch in vivo Effekte von Relevanz sein kann. Basierend auf dieser Intention wurden zur
Darstellung der Ergebnisse der Lipidomanalyse Volcano Plots bevorzugt. Dies erlaubte es, die
Verteilung einer Lipidspezies innerhalb einer Lipidklasse zu evaluieren. Eine ausschlieBliche
Fokussierung auf die signifikanten Parameter hétte moglicherweise den Verlust dieser Informationen
bedingt.
Die dargestellten Abbildungen wurden unter Verwendung von CorelDRAW 11 (Corel Kooperation)
angefertigt. Die Fehlerbalken reprisentieren die Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error of
the mean, SEM) und die statistische Signifikanz wurde als * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001
festgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse des potenziellen Zusammenhangs zwischen dem Secosteroid Vitamin D und
der Pathologie der Alzheimererkrankung
Neben der bekannten Funktion von Vitamin D in der Kalzium-Homoostase wurde beschrieben, dass
einige Enzyme und Rezeptoren, die in die Vitamin D-Metabolisierung involviert sind, auch im
Nervensystem und Gehirn exprimiert werden. Dies ldsst ebenfalls eine wichtige Rolle dieses Vitamins
in der Hirn-Homdostase vermuten, welche durch die Ergebnisse einer Vielzahl epidemiologischer und
klinischer Studien, von denen einige einleitend vorgestellt wurden, untermauert wird. So wurde unter
anderem gezeigt, dass reduzierte Vitamin D-Spiegel, von denen circa 85 % der élteren Bevolkerung in
den westlichen Landern betroffen sind (ANNWEILER et al., 2011), mit einem erhohten Risiko fiir
einige neurodegenerative Erkrankungen zusammenhéngen (Kapitel 2.2.2 und 2.2.3).
Wihrend eine positive Korrelation zwischen Vitamin D-Mangel und dem Alzheimerrisiko in der
Literatur einheitlich beschrieben wurde, sind der Mechanismus, welcher die Alzheimererkrankung und
Vitamin D verbindet, sowie ein potenzieller kausaler Zusammenhang Gegenstand der aktuellen
Forschung. In einer der vorliegenden Arbeit vorausgegangenen Studie der Experimentellen Neurologie
wurde unter Zuhilfenahme eines Mausmodells mit einer 23 %-igen Hypovitaminose D (Kapitel 3.1.4.2)
eine mechanistische Verbindung aufgezeigt (GRIMM et al., 2014), die folgend kurz skizziert wird.
Bereits unter den mittels Fiitterung generierten Bedingungen eines sehr moderaten und physiologischen
Vitamin D-Mangels, der dem der élteren Bevolkerung sehr &hnlich ist, konnte ein Effekt auf die AB-
Homdostase beschrieben werden. In Hirnproben der Hypovitaminose-Tiere wurden signifikant erhohte
Mengen an Afas-und AP4-Peptiden ausgemacht, welche durch einen signifikanten Anstieg in der
Aktivitit der B-Sekretase und des BACE1-Proteingehaltes bedingt wurden. Neben dem gesteigerten A[3-
Anabolismus wurden Beeintrachtigungen der Af-Degradation beobachtet, welche sich durch eine
signifikant reduzierte Expression sowie Aktivitit des AB-degradierenden Enzyms Neprilysin duf8erten.
Die beobachteten Effekte im Hirngewebe Vitamin D-hypovitaminoser Méuse konnten in vitro durch
Supplementierung von 25-Hydroxyvitamin D; zu murinen Neuroblastomzellen (N2a) verifiziert
werden. Die Behandlung mit Calcidiol fiihrte in den analysierten Zellen zu einer signifikanten Abnahme
an AB-Peptiden, welche auf eine erhohte Degradation zuriickgefiihrt wurde, da sowohl die Aktivitdt von
Neprilysin als auch die Proteinmenge des ebenfalls AB-degradierenden Enzyms IDE signifikant erhoht
waren (GRIMM et al., 2014).
Die Ergebnisse dieser vorausgegangenen Studie stirkten die Assoziation zwischen der
Alzheimererkrankung und Vitamin D, indem sie einen mechanistischen Zusammenhang aufzeigten.
Zudem konnte suggeriert werden, dass eine Vitamin D-Supplementierung positive Effekte in der
Alzheimerpriavention haben konnte. Basierend darauf war das Ziel der vorliegenden Arbeit die weitere
Aufklérung dieser protektiven Einfliisse von Vitamin D sowie von therapeutisch eingesetzten Derivaten
hinsichtlich der Alzheimererkrankung auf molekularer Ebene.
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4.1.1 Der Einfluss von Vitamin D und seinen Analoga auf die APP-Pathologie der
Alzheimererkrankung

Basierend auf den beschriebenen Daten aus (GRIMM et al., 2014) und den positiven Einfliissen einer

Supplementierung von 25-Hydroxyvitamin D3 auf die molekularen Mechanismen der Alzheimer-

Krankheit, war das erste Ziel dieser Arbeit die Analyse potenzieller Effekte therapeutisch eingesetzter

Vitamin D;- und D;-Analoga auf die Alzheimerpathologie auf molekularbiologischer Ebene.

Die Ergebnisse dieser Studie sind im International Journal of Molecular Sciences (MDPI-Verlag,
Impact Factor dieser Fachzeitschrift Stand November 2022: 6,208) veroftentlicht:

Grimm MOW?’, Thiel A", Lauer AA, Winkler J, Lehmann J, Regner L, Nelke C, Janitschke D,
Benoist C, Streidenberger O, Stotzel H, Endres K, Herr C, Beisswenger C, Grimm HS, Bals R,
Lammert F, Hartmann T. Vitamin D and Its Analogues Decrease Amyloid-ff (Af) Formation
and Increase Af-Degradation. Int J Mol Sci. 2017 Dec 19;18(12):2764. doi:
10.3390/ijms18122764. PMID: 29257109; PMCID: PMC5751363. ‘diese Autoren haben

gleichermafien zu dieser Publikation beigetragen

Der experimentelle Eigenanteil der Autorin der vorliegenden Arbeit belief sich im Rahmen dieses
Vitamin D-Analoga-Projektes auf die Inkubation der Zellen mit den analysierten Vitamin D-Analoga
fiir diverse Folgeexperimente, die Messung der a-Sekretase-Aktivitit in Zellen, die Messung der [3-
Sekretase-Aktivitdt in Zellen sowie PNF und Hirnproben, die Generierung von PNF, die Préparation der
Wildtyp-Maushirne sowie die Erstellung von Homogenaten, die Isolierung von RNS, die
Genexpressionsanalysen von BACEI und NCSTN, die Messung der y-Sekretase-Aktivitdt und die
Messung der Neprilysinaktivitit. Da diese und alle weiteren, in die vorliegende Arbeit aufgenommenen
Studien im Team durchgefiihrt wurden und einzelne Ergebnisse nicht auBerhalb des
Gesamtzusammenhangs betrachtet werden konnen, wurden auch Ergebnisse aufgenommen, an denen
die Autorin der vorliegenden Arbeit nicht direkt beteiligt war. In diesem Kontext wird hier ausdriicklich
auf die detaillierte Beschreibung des experimentellen Anteils in den jeweiligen Unterschriften der
folgenden Abbildungen sowie auf die entsprechenden Kooperationstabellen (beispielsweise Tabelle 29)

hingewiesen.

Tabelle 29: Kooperationen im Rahmen der Vitamin D-Analoga-Studie.

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
Abbildung 13 LDH-Analyse Andrea Thiel
Andrea Thiel
Abbildung 14 AB-Immunprizipitation und Western Blot-Analyse Liesa Regner-Nelke
Céline Benoist
(A) AB-Degradationsanalyse (N2a-Zellen) Andrea Thiel
(B) AB-Degradationsanalyse (Maushirne) Andrea Thiel
Abbildung 15 (C) Genexpressionsanalyse (NEP) Anna A. Lauer
Jakob Winkler
(D) Aktivitdtsanalyse Neprilysin Dr. Johannes Lehmann

Anna A. Lauer
Dr. Christopher Nelke
Anna A. Lauer

Abbildung 16  a-Sekretase-Aktivitdt (SH-SY5Y-Zellen)
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Andrea Thiel
(A) B-Sekretase-Aktivitit (SH-SYSY-Zellen) Dr. Christopher Nelke
Daniel Janitschke
Dr. Johannes Lehmann
Anna A. Lauer

(A) B-Sekretase-Aktivitét (gereinigte Membranen)

. Andrea Thiel
Abbildung 17 (B) Western Blot-Analyse (SAPPJ3) Dr. Heike S. Grimm
e Andrea Thiel
(C) B-Sekretase-Aktivitdt (in vivo) Anna A. Lauer
. Andrea Thiel
(D) Genexpressionsanalyse (BACE]) Dr. Johannes Lehmann
(E) Western Blot-Analyse (BACE1) Andrea Thiel
(A) y-Sekretase-Aktivitit (SH-SYS5Y-Zellen) Anna A. Lauer
. Andrea Thiel
Abbildung 18 (B) Genexpressionsanalyse (NCSTN) Dr. Johannes Lehmann
Anna A. Lauer
Studiendesign, Projektbetreuung und -Koordination Prof. Marcus Grimm

Zur systematischen Analyse der Effekte von Vitamin D und therapeutisch verwendeten Analoga auf
Alzheimer-relevante Mechanismen wurden Calcifediol (25-Hydroxyvitamin Ds), die Vitamin Ds-
Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol sowie die Vitamin D»-Analoga Paricalcitol und
Doxercalciferol herangezogen. Die Vorstufe Calcidiol wurde auf Grund ihrer ldngeren
Serumhalbwertszeit (circa 15 Tage) im Vergleich zur aktiven Vitamin Ds;-Form Calcitriol (1,25-
Dihydroxyvitamin Ds; circa vier bis sechs Stunden) (JONES, 2008) gewéhlt. Die in Ethanol geldsten
Vitamin D-Analoga wurden in einer Konzentration von 100nM auf den Zellen inkubiert
(Kapitel 3.2.2.4), wobei sich an der physiologischen Serumkonzentration von 75 nM (KENNEL et al.,
2010; VIETH, 2011) orientiert wurde. Zudem erlaubte die Inkubation von 100 nM eine Vergleichbarkeit
mit der Literatur, in welcher diese Konzentration héufig fiir Zellkulturexperimente eingesetzt wurde
(PIERUCCI et al., 2017; PIOTROWSKA et al., 2016; WU-WONG et al., 2010) und im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle keine signifikanten Anderungen in der Zellviabilitit bedingte (Abbildung 13).
Als zelluldres System wurde die humane Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y verwendet, welche ein
héufiges Zellkulturmodell fiir die Erforschung von Prozessen, die bei neurodegenerativen Erkrankungen
eine Rolle spielen, ist (AGHOLME et al., 2010; SLANZI et al., 2020; XICOY et al., 2017). Als
Vorbehalt ist hier zu erwéhnen, dass in SH-SY5Y-Zellen, obwohl sie neuronale Eigenschaften
aufweisen, grundsitzliche Unterschiede im Vergleich zu Neuronen existieren. Aus diesem Grund
wurden die Hauptergebnisse ex vivo mit Hilfe von WT- und Vitamin D-Mangel-Maushirnhomogenaten
validiert.
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100 - I . Abbildung 13: Einfliisse von Calcifediol und
1 seinen Analoga auf die Zellviabilitit. Nach 24-
stiindiger Inkubation von SH-SYS5Y-WT-Zellen
mit Calcifediol oder den analysierten Vitamin Ds-
(Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol) und
Vitamin D»- (Paricalcitol, Doxercalciferol)
Analoga oder der Losungsmittelkontrolle wurde
die Zytotoxizitdt mittels LDH-Analyse bestimmt
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Vitamin D, Analogon - - - - + 201 7b)
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4.1.1.1  Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf die AB-Spiegel

Ahnlich zu den Erkenntnissen aus Grimm et al. besitzen neben Vitamin D auch die analysierten Analoga
anti-amyloidogene Eigenschaften, was sich in reduzierten Ap-Mengen duferte (GRIMM et al., 2014).
Zur Analyse der sezernierten AB-Spiegel wurden humane Neuroblastomzellen herangezogen, welche
APP%”| die hauptsichliche APP-Isoform in Neuronen (HUNG et al., 1992), stabil iiberexprimieren (SH-
SY5Y APP®?). Das entsprechende Expressionsniveau von APP®? in SH-SY5Y-WT-Zellen verglichen
mit den SH-SYS5Y-APP%-Zellen ist in Abbildung 14 A dargestellt und signifikant um den Faktor 12,98
(£ 1,27) erhoht. Hierbei ist zu beachten, dass bei einer derart starken Uberexpression die o- und die B-

Sekretase nicht mehr um APP als Substrat konkurrieren.
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Abbildung 14: Einfliisse von Calcifediol und seinen Analoga auf die AB-Spiegel. (A) Validierung der 4PP”
Uberexpression in SH-SY5Y-Zellen. 12,98-fache Uberexpression von APP%* in transfizierten SH-SYS5Y-Zellen
verglichen mit SH-SY5Y-WT-Zellen. Abbildung verédndert nach (LAUER et al., 2020). (B) Nach Inkubation von
SH-SY5Y-APP*3-Zellen mit Calcifediol, Analoga oder Losungsmittelkontrolle in einer Konzentration von

&3
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100 nM wurde das sezernierte Af im konditionierten Medium mittels Immunprézipitation und Western Blot-
Analyse quantifiziert (n=3). Die Kontrollbedingungen wurden auf 100 % gesetzt und als Linie im
Sdulendiagramm dargestellt. Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische
Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05, **p <0,01 und
**%p < 0,001 gelten. Die Durchfithrung der AB-Analyse erfolgte durch Andrea Thiel, Liesa Regner-Nelke und
Céline Benoist. Abbildung veréndert nach (GRIMM et al., 2017b).

In Anwesenheit von Calcifediol wurde eine signifikante Reduzierung der AB-Spiegel auf 55,1 £ 4,2 %
(p <0,001) im Vergleich zu SH-SY5Y-APP*>-Zellen, die mit der Lésungsmittelkontrolle Ethanol
behandelt wurden, detektiert (Abbildung 14 B). Auch die Vitamin Ds-Analoga Maxacalcitol,
Calcipotriol und Alfacalcidol bedingten eine signifikante Verringerung der Ap-Menge auf 78,2 £ 3,1 %
(p=0,031; Maxacalcitol), 68,2+7,2% (p=0,017; Calcipotriol) und 60,3 +4,3% (p=0,002;
Alfacalcidol). Die Bestimmung des AP-Gehaltes in Vitamin D,-Analoga-behandelten SH-SY5Y-
APP%”_Zellen resultierte iibereinstimmend in signifikant reduzierten Mengen an AP auf 56,3 + 8,2 %
(p =0,005; Paricalcitol) beziechungsweise auf 70,9+8,6% (p=0,037; Doxercalciferol). Im
Durchschnitt reduzierten die analysierten Vitamin Ds3- und Vitamin D,-Analoga die sezernierten
Mengen an AP im konditionierten Medium inkubierter SH-SY5Y-APP**-Zellen auf 66,8 + 3,9 %
(p £0,001) (Abbildung 14 B), wobei keine signifikanten Unterschiede in der Effektstérke zwischen den
analysierten Vitamin-Analoga mittels ANOV A-Analyse ausgemacht wurden (p = 0,189).

4.1.1.2  Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf den Ap-Katabolismus

Neben den reduzierten Spiegeln an sezerniertem A in Anwesenheit von Calcifediol und seinen Analoga
wurde eine Steigerung der AB-Degradation beobachtet. Diese hinsichtlich der Alzheimerpathologie
positiven Einfliisse konnten sowohl in vitro (Neuroblastomzellen) als auch in vivo (Hirnproben Vitamin
D-Mangel-Méuse) detektiert werden (Abbildung 15).

Die Analyse der Einfliisse der Vitamin D-Analoga auf den A—Katabolismus erfolgte mit Hilfe muriner
Neuroblastomzellen (N2a), welche mit den Vitamin D-Analoga unter Anwesenheit von humanen
synthetischen Ap-Peptiden inkubiert wurden. Die anschlieBende Western Blot-Analyse unter
Verwendung eines humanspezifischen AB-Antikdrpers erlaubte die Detektion des verbliebenen nicht-
degradierten AP unter Ausschluss der Detektion von endogenen murinen AB-Peptiden sowie unter
Ausschluss eines Einflusses der Syntheserate (siche Kapitel 3.2.3.9).

Im Vergleich zu Zellen, die mit der Losungsmittelkontrolle behandelt wurden, wurde in Calcifediol-
inkubierten N2a-Zellen eine signifikant auf 119,6 £4,5% (p=0,034) erhohte AP-Degradation
detektiert. Auch die Vitamin D3-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol bedingten einen
signifikant gesteigerten Abbau der AP-Peptide auf 164,5+6,3% (p=0,009; Maxacalcitol),
202,1 £4,2 % (p =0,002; Calcipotriol) bezichungsweise 123,5 + 3,5 % (p = 0,046; Alfacalcidol). In
Ubereinstimmung mit den Vitamin Ds-Analoga konnte durch Behandlung der N2a-Zellen mit den
beiden Vitamin D»>-Analoga Paricalcitol (168,7+2,6% (p=0,002)) und Doxercalciferol
(158,2 £ 2,8 % (p=0,003)) eine signifikante Zunahme der AP-Degradation beobachtet werden. Im
Durchschnitt steigerten die analysierten Vitamin D-Analoga die Degradation von AP signifikant auf
156,1 £3,2 % (p < 0,001) (Abbildung 15 A).
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Mittels ANOVA-Analyse, welche in einem Signifikanzniveau von p <0,001 resultierte, und
anschlieBendem Post-Hoc-Testverfahren wurden signifikante Unterschiede der Effektstirken zwischen
den einzelnen Analoga ausgemacht, die in Tabelle 30 zusammengefasst sind. Verdeutlicht wird, dass
die Analoga, mit Ausnahme von Alfacalcidol, die AB-Degradation im Vergleich zu Calcifediol mit
signifikant grofBeren Effektstdrken steigerten. Innerhalb der analysierten Vitamin Ds;-Analoga
vermittelten Maxacalcitol und Calcipotriol im Vergleich zu Alfacalcidol signifikant stiarker ausgepragte
Steigerungen der AB-Degradation. Auch die Behandlung der N2a-Zellen mit dem Vitamin D,-Analog
Paricalcitol resultierte in einer signifikant gesteigerten Degradation von A im Vergleich zu dem
Alfacalcidol-vermittelten Effekt (Tabelle 30).

Tabelle 30: Ergebnisse der Tukey Post-Hoc-Analyse der AB-Degradationsdaten auf N2a-Zellen.
Statistische Signifikanz wurde als p < 0,05 definiert und die entsprechenden Signifikanzniveaus
wurden in der Tabelle hervorgehoben.

Maxacalcitol  Calcipotriol Alfacalcidol Paricalcitol  Doxercalciferol

Calcifediol 0,013 0,000 0,996 0,008 0,028
Maxacalcitol / 0,456 0,046 1,000 0,998
Calcipotriol / / 0,002 0,597 0,269
Alfacalcidol / / / 0,030 0,092
Paricalcitol / / / / 0,984

Um weiterfiihrend zu analysieren, ob die Vitamin D-Analoga das Potential haben, den AB-Katabolismus
auch in Vitamin D-Mangel-Maushirnproben zu steigern, wurden im Rahmen eines ex vivo Experiments
Homogenate der hypovitaminosen Maushirne mit den Vitamin D-Analoga in Anwesenheit von
synthetischen humanen Ap-Peptiden inkubiert und das verbliebene AP immunologisch detektiert.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Zellkulturexperimente resultierten die Behandlungen mit
Maxacalcitol (128,3+1,3% (p=0,001)), Calcipotriol (123,8 £6,2% (p=0,041)), Alfacalcidol
(120,0 £ 4,5 % (p = 0,027)) und Paricalcitol (112,2 + 3,1 % (p = 0,043)) in einer signifikant gesteigerten
ApB-Degradation. Die Vorstufe des aktiven Vitamin Ds, Calcifediol, und das Vitamin D,-Analog
Doxercalciferol hatten unter diesen experimentellen Bedingungen keinen Einfluss auf den Ap-
Katabolismus. Im Durchschnitt steigerten die Vitamin D-Analoga die Ap-Degradation in
Hirnhomogenaten hypovitaminoser Mause auf 119,2 +3,2 % (p <0,001) (Abbildung 15 B), wobei
keine signifikanten Unterschiede in der Effektstérke zwischen den analysierten Vitamin-Analoga mittels
ANOVA-Analyse detektiert wurden (p = 0,171).
Auf mechanistischer Ebene konnte diese erhdhte Degradation von AB-Peptiden auf die Beeinflussung
von Neprilysin, einem der hauptsdchlichen AB—abbauenden Enzyme, zuriickgefiihrt werden. Wie in
Abbildung 15 C ersichtlich, resultierte die Behandlung von humanen Neuroblastomzellen (SH-
SY5Y WT) mit Maxacalcitol, Alfacalcidol und Paricalcitol in einer signifikanten Zunahme der
Expression des fiir das Protein Neprilysin kodierenden Gens NEP (Maxacalcitol: 119,1 £7,3 %
(p =0,026); Alfacalcidol: 113,8+5,0% (p=0,021); Paricalcitol: 111,6 £3,0% (p=0,003)). Der
durchschnittliche Effekt der Vitamin D-Analoga auf die NEP-Expression belief sich auf eine
signifikante Erhéhung auf 110,7 £ 2,9 % (p = 0,007). Zwischen den analysierten Vitamin D-Analoga
wurden mittels ANOVA-Analyse keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der gesteigerten NEP-
Expression detektiert (p = 0,110).
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Neben der NEP-Expression wurde auch die Aktivitit des Enzyms Neprilysin durch das Vitamin Ds-
Analog Alfacalcidol und das Vitamin D;-Analog Paricalcitol, welche jeweils die Genexpression
steigerten, beeinflusst (Alfacalcidol: 165,2+16,5% (p=0,029); Paricalcitol: 201,8 £35,3 %
(p=0,029)). Die Behandlungen mit den weiteren Vitamin D-Analoga resultierten jeweils
iibereinstimmend in nicht signifikant erh6hten NEP-Aktivititen, was die signifikante durchschnittliche
Erhohung auf 159,6 £12,0 % (p=0,010) bedingte (Abbildung 15 D). Die ANOVA-Analyse zur
Detektion signifikanter Unterschiede in den Effektstéirken zwischen den einzelnen Vitamin D-Analoga
resultierte in einem Signifikanzniveau von p = 0,256, was belegt, dass die analysierten Vitamin D,- und
Ds-Analoga die Aktivitit von Neprilysin in dhnlicher Weise steigern.

Um beurteilen zu konnen, ob sich die Vitamin D-Analoga-vermittelten steigernden Effekte auf die AB-
Degradation und das daran beteiligte Enzym Neprilysin éhneln oder unterscheiden, wurden die
jeweiligen Korrelationen berechnet. Es resultierte, dass die Effekte auf die Ap-Degradation, die in N2a-
Zellen detektiert wurden, tendenziell mit denen, die in Vitamin D-Mangel-Maushirnen ermittelt wurden,
mit einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von r = 0,518 korrelierten, wobei das Signifikanzniveau
nicht erreicht wurde (p =0,292). AuBerdem korrelierte die NEP-Expression tendenziell mit einem
Pearson-Korrelationskoeffizienten von r = 0,521 mit der in Vitamin D-Mangel-Maushirnen analysierten
gesteigerten AB-Degradation (p = 0,289).

Im Vergleich zu den reduzierten AB-Spiegeln in SH-SY5Y-APP®*-Zellen nach Inkubation mit den
analysierten Vitamin D-Analoga verhielten sich die Effekte auf die AB-Degradation &hnlich, was sich
beispielsweise an der tendenziellen Korrelation zwischen den AB-Spiegeln und der AB-Degradation in
murinen Vitamin D-Hypovitaminose-Hirnproben mit einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von
r=0,725 zeigte (p = 0,103). Ein &hnlicher, jedoch nicht signifikant ausgeprigter Zusammenhang wurde
auch flir die reduzierten AP-Spiegel und die gesteigerte AP-Degradation in N2a-Zellen detektiert
(r=0,479 mit p=0,336). Neben diesen Ahnlichkeiten wurden speziell im Hinblick auf die NEP-
Genexpression auch signifikante Unterschiede zwischen den Effektstarken der analysierten Vitamin D-
Analoga detektiert. So unterschied sich der reduzierende Effekt von Calcifediol beziiglich der AB-
Spiegel auf 55,1 % signifikant von der durch die Erhéhung der NEP-Transkription vermittelten
Effektstirke auf 97,6 %, (p <0,001). Ebenso verhielt es sich fiir die beiden Vitamin D3;-Analoga
Calcipotriol (AB-Spiegel auf 68,2 % gegeniiber Transkriptions-vermittelter Effektstéirke auf 98,9 %,
p = 0,009) und Alfacalcidol (AB-Spiegel auf 60,3 % gegeniiber Transkriptions-vermittelter Effektstarke
auf 88,8 %, p=0,001) sowie das Vitamin D,-Analog Paricalcitol (Ap-Spiegel auf 56,3 % gegeniiber
Transkriptions-vermittelter Effektstirke auf 90,0 %, p = 0,013). Diese Ergebnisse deuteten an, dass die
Analoga Calcifediol, Calcipotriol, Alfacalcidol und Paricalcitol ihre AB-reduzierende Wirkung nicht
iiber eine Steigerung der NEP-Genexpression vermitteln. Diese Vermutung wurde dadurch gestarkt,
dass zwischen den reduzierenden Effekten auf die AP-Spiegel und den durch die Erhohung der
Neprilysin-Aktivitit vermittelten Effektstdrken keine signifikanten Unterschiede detektiert wurden
(Calcifediol p=0,062; Maxacalcitol p=0,846; Calcipotriol p= 0,344; Alfacalcidol p=0,590;
Paricalcitol p = 0,515; Doxercalciferol p = 0,583).
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Abbildung 15: Einfliisse von Calcifediol und seinen Analoga auf den Ap-Katabolismus. (A) AB-Degradation
in murinen wildtypischen Neuroblastomzellen (N2a) nach Inkubation mit 100 nM Calcifediol oder Analogon im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (n = 3). (B) AB-Degradation in Vitamin D-Mangel-Maushirnen (n = 5).
(C) Genexpressionsanalyse der NEP-Expression in inkubierten SH-SYS5Y-WT-Zellen (n = 3). (D) Neprilysin-
Aktivitét in N2a-Zellen (n = 8). Die Kontrollbedingungen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und als Linie in den
Sdulendiagrammen dargestellt. Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische
Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05, **p <0,01 und
**%p < 0,001 gelten. Die Durchfiihrung der AB-Degradationsanalyse erfolgte in Kooperation mit Andrea Thiel,
Jakob Winkler und Dr. Johannes Lehmann. Abbildung veréndert nach (GRIMM et al., 2017b).

4.1.1.3  Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf den AB-Anabolismus

Neben dem beschriebenen gesteigerten Katabolismus von AP in Anwesenheit der Vitamin D-Analoga
konnte die in Kapitel 4.1.1.1 beobachtete Reduzierung des AB-Spiegels auch durch einen inhibierten
ApB-Anabolismus bedingt werden. Aus diesem Grund wurde sich folgend auf einen potenziellen Einfluss
der Vitamin D-Analoga auf die APP-Prozessierung und die daran beteiligten Sekretasen konzentriert.
Ein potenzieller Mechanismus, der innerhalb der APP-Prozessierung zu verringerten Af-
Konzentrationen fithren konnte, ist eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen nicht-

amyloidogener und amyloidogener Prozessierung hin zur nicht-amyloidogenen Variante.
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Eine Behandlung von SH-SY5Y-WT-Zellen mit den Vitamin D-Analoga resultierte lediglich im Fall
von Calcifediol und dem Vitamin D»-Analogon Paricalcitol in einer signifikant erhdhten o-Sekretase-
Aktivitit (Calcifediol: 114,5+4,5% (p=0,015); Paricalcitol: 113,9+4,7% (p=0,023);
Abbildung 16). Dies ldsst vermuten, dass dieser Mechanismus zumindest einen Teil des
Wirkungsspektrums der analysierten Vitamin D-Analoga ausmacht.

Abbildung 16: Einfluss von Calcifediol und seinen
120 . . Analoga auf die Aktivitit der a-Sekretase.

5 _ Analyse der a-Sekretase-Aktivitdt in SH-SYSY-WT-
é% Zellen (n=7). Die Kontrollbedingungen wurden
8 g 110 jeweils auf 100 % gesetzt und als Linie in den
o Saulendiagrammen dargestellt. Fehlerbalken
% %: représentieren den Standardfehler. Sterne stellen die
"8’ < 100 ‘ statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem

Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05

gilt. Die Durchfiihrung der Bestimmung der o-

90

Sekretase-Aktivitit erfolgte in Kooperation mit Dr.
& & & Christopher Nelke. Abbildung verdndert nach
&R @v“ SECHE & & (GRIMM etal,, 2017b).

o §

Hinsichtlich des Effektstirkenvergleiches zwischen den Analoga in ihrer Wirkung auf die Aktivitéit der
a-Sekretase erreichte die ANOVA-Analyse knapp das Signifikanzniveau (p = 0,050), der folgende
Tukey Post-Hoc-Test detektierte jedoch keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen
Gruppenvergleichen, wie Tabelle 31 zu entnehmen ist.

Tabelle 31: Ergebnisse der Tukey Post-Hoc-Analyse der a-Sekretase-Aktivitiitin SH-SYSY-WT-
Zellen. Statistische Signifikanz wurde als p<0,05 definiert und die entsprechenden
Signifikanzniveaus wurden in der Tabelle hervorgehoben.

Maxacalcitol  Calcipotriol Alfacalcidol Paricalcitol  Doxercalciferol

Calcifediol 0,273 0,302 0,836 1,000 0,126
Maxacalcitol / 1,000 0,921 0,324 0,998
Calcipotriol / / 0,939 0,356 0,997
Alfacalcidol / / / 0,882 0,731
Paricalcitol / / / / 0,156

Das Pendant zur o-Sekretase im nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg stellt die [B-Sekretase
wihrend der amyloidogenen APP-Spaltung dar. Daher wurde im folgenden Schritt mit Hilfe gereinigter
Membranen von SH-SYS5Y-WT-Zellen analysiert, ob die Vitamin D-Analoga einen direkten Effekt auf
die Aktivitit der B-Sekretase haben. Alle Vitamin D-Analoga, mit der Ausnahme von Calcifediol,
welches keinen signifikanten Effekt vermittelte, waren in der Lage, die Aktivitit der B-Sekretase auch
aullerhalb einer intakten Zellumgebung leicht, jedoch signifikant zu inhibieren: Maxacalcitol
91,7+ 2,3 % (p=0,016), Calcipotriol 94,7 = 1,0 % (p = 0,023), Alfacalcidol 94,1 £ 1,3 % (p = 0,018),
Paricalcitol 93,2 £ 1,6 % (p = 0,013) und Doxercalciferol 90,7 + 1,0 % (p < 0,001) (Abbildung 17 A).
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Die ANOVA-Analyse zur Detektion potenzieller Unterschiede zwischen den Vitamin D-Analoga
hinsichtlich ihrer inhibierenden Wirkung auf die (-Sekretase-Aktivitit in Membranen resultierte in
einem Signifikanzniveau von p = 0,161, welches die Interpretation zuldsst, dass die Analoga sich in
dieser Wirkungsweise nicht statistisch signifikant voneinander unterscheiden. Diese Resultate
hinsichtlich der p-Sekretase konnten in Vitamin D-Analoga-behandelten SH-SY5Y-WT-Zellen
verifiziert werden, wobei die Effekte in ihrer Stirke, mit Ausnahme von Calcipotriol, signifikant
ausgepragter ausfielen (Calcifediol p=0,025; Maxacalcitol p=0,007; Calcipotriol p=0,122;
Alfacalcidol p = 0,018; Paricalcitol p = 0,018; Doxercalciferol p = 0,006). So resultierte die Inkubation
mit Calcifediol im Vergleich zur Kontrolle in einer auf 74,4 + 6,3 % (p =0,009) reduzierten [-
Sekretase-Aktivitdt. Die Vitamin D;-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol bedingten
einheitlich eine Verringerung der Aktivitit der B-Sekretase, wobei der Effekt fiir Calcipotriol keine
statistische Signifikanz erreichte (Maxacalcitol: 69,2 + 5,0 % (p =0,001), Calcipotriol 88,8 + 3,1 %
(p =0,060), Alfacalcidol: 67,5+ 7,1 % (p=0,004)). Auch fiir die Vitamin D,-Analoga wurde ein
signifikanter inhibierender Effekt auf die P-Sekretase-Aktivitdt in SH-SYS5Y-Zellen beobachtet:
Paricalcitol reduzierte die Aktivitit der B-Sekretase auf 61,9 £ 8,4 % (p = 0,003) und Doxercalciferol
auf 77,3 £ 2,9 % (p = 0,002) (Abbildung 17 A). Ahnlich zu den beobachteten einheitlichen Effekten der
Vitamin D-Analoga auf die [(-Sekretase in Membranen, wurden auch in Zellen keine statistisch
signifikanten Unterschiede in den Effektstirken der einzelnen Analoga detektiert (ANOVA p = 0,051).
Ein Vergleich der durchschnittlichen Effektstiarken der Vitamin D-Analoga in gereinigten Membranen
(92,5 £ 0,8 % (p = 0,004)) mit denen in Zellen (72,9 £ 4,7 % (p < 0,001)) verdeutlichte, dass es neben
den direkten Einfliissen der analysierten Vitamin D-Analoga auf die Aktivitdt der B-Sekretase weitere
indirekte Mechanismen, die beispielsweise auf die Genexpression oder Proteinstabilitdt abzielen
konnten, geben muss, iiber welche Vitamin D und seine Analoga ihre Wirkung vermitteln.

Um die FRET-basierte Methode der [-Sekretase-Aktivititsbestimmung zu iiberpriifen, wurde der
Gehalt an 16slichem B-sezernierten APP (sAPPf) im konditionierten Medium von mit Calcifediol
inkubierten SH-SY5Y-Zellen mittels Western Blot analysiert. Wie in Abbildung 17 B dargestellt,
resultierte eine Reduzierung der sAPPB-Menge auf 76,9 £ 1,8 % (p = 0,002), welche vergleichbar zur
auf 74,4 % verringerten B-Sekretase-Aktivitit ist (p = 0,718), die mittels FRET-basierter Analyse unter

gleichen Inkubationsbedingungen in Zellen detektiert wurde.
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Abbildung 17: Einfliisse von Calcifediol und seinen Analoga auf den Ap-Anabolismus. (A) Analyse der [3-
Sekretase-Aktivitét in isolierten Membranen von SH-SYS5Y-WT-Zellen (n = 7) und in metabolisch aktiven SH-

SY5Y-WT-Zellen (n=5).

(B) Validierung der FRET-basierten [-Sekretase-Aktivitdtsanalyse durch

Bestimmung der sAPPB-Menge aus konditioniertem Medium Calcifediol-behandelter SH-SYSY-WT-Zellen
mittels Western Blot-Analyse. (C) -Sekretase-Aktivitit in drei WT-Maushirn- und fiinf Vitamin D-Mangel-
Maushirn-Homogenaten (n = 3). (D) Genexpressionsanalyse von BACE[ in SH-SY5Y-WT-Zellen mittels qRT-
PCR (n = 3). (E) Analyse des BACE1-Proteingehaltes in Zelllysaten von SH-SY5Y-Zellen mittels Western Blot-
Methode (n=3). Die Kontrollbedingungen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und als Linie in den
Sdulendiagrammen dargestellt. Fehlerbalken reprédsentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische
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Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und
**%p < 0,001 gelten. Die Durchfithrung der AB-Anabolismus-Analysen erfolgte in Kooperation mit Andrea
Thiel, Dr. Christopher Nelke, Dr. Johannes Lehmann, Dr. Heike S. Grimm und Daniel Janitschke. Abbildung
verandert nach (GRIMM et al., 2017b).

Das Potenzial der Vitamin D-Analoga, die AB-Konzentration {iber Beeinflussung der p-Sekretase-
Aktivitidt zu reduzieren, wurde weiterfilhrend ex vivo in Hirnproben wildtypischer und Vitamin D-
Hypovitaminose-Méuse (23 % Mangel in Serum 25-Hydroxyvitamin Ds; Kapitel 3.1.4.2) in An- oder
Abwesenheit der Vitamin D-Analoga analysiert. Ein Vergleich der Aktivitit der B-Sekretase in
Abwesenheit der Additive zwischen wildtypischen und hypovitaminosen murinen Hirnproben
verifizierte die bereits in der vorangegangenen Publikation beschriebene signifikant erhdhte -
Sekretase-Aktivitdit in Vitamin D-Mangel-Maushimen im Vergleich zu wildtypischem Gewebe
(Abbildung 17 C; auf die Einzeichnung der Signifikanzsterne wurde auf Grund der besseren
Ubersichtlichkeit verzichtet; aus allen Paarungen resultierte p < 0,001; siche Tabelle 32). In Proben
Vitamin D-Hypovitaminose-Maushirne bedingte die Anwesenheit der Analoga Calcifediol,
Maxacalcitol, Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol eine inhibierte Aktivitit der B-Sekretase
verglichen mit unbehandelten hypovitaminosen Hirnhomogenaten. Dabei erreichten die Effekte von
Calcifediol (p =0,026) und Doxercalciferol (p =0,040) das Signifikanzniveau. Interessanterweise
wurde die reduzierte Sekretase-Aktivitit als Folge der Inkubation mit Vitamin D-Analoga (Calcifediol,
Maxacalcitol, Alfacalcidol und Paricalcitol) auch in Hirnproben von Nicht-Hypovitaminose-Méusen
beobachtet. Die Effekte von Calcifediol (p =0,028), Alfacalcidol (p=0,050) und Maxacalcitol
(p=0,015) waren statistisch signifikant (Abbildung 17 C). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
sowohl Individuen mit einer Vitamin D-Hypovitaminose als auch Menschen mit adédquatem Vitamin D-
Spiegel von einer Supplementierung von Calcifediol oder anderer Analoga profitieren konnten. Diese
auf dem Evidenzniveau der Zellkultur gewonnenen Erkenntnisse sollten in weiterfithrenden Studien
evaluiert werden.

Tabelle 32: Statistische Analyse der Effekte der Vitamin D-Analoga auf die -Sekretase in murinem
Hirngewebe. Die Effektstirken der einzelnen Vitamin D-Analoga hinsichtlich ihrer inhibierenden Wirkung auf
die B-Sekretase-Aktivitit in supplementierten und nicht-supplementierten WT-Maushirnen sowie in
supplementierten und nicht-supplementierten Vitamin D-Mangel-Maushirnen wurden mittels Student-t-Test
verglichen. Statistische Signifikanz wurde als p < 0,05 definiert und die entsprechenden Signifikanzniveaus
wurden in der Tabelle hervorgehoben. Tabelle verandert nach (GRIMM et al., 2017b).

Vitamin D-Analog =~ W1+ / WT+/ WT+/ WT-/ WT-/ Mangel+/
WT- Mangel+ Mangel+ Mangel+ Mangel- Mangel-
Calcifediol 0,028 0,000 0,000 0,005 0,000 0,026
Alfacalcidol 0,050 0,000 0,000 0,003 0,000 0,144
Calcipotriol 0,858 0,002 0,002 0,000 0,000 0,964
Doxercalciferol 0,573 0,499 0,014 0,145 0,000 0,040
Maxacalcitol 0,015 0,000 0,000 0,001 0,000 0,606
Paricalcitol 0,179 0,000 0,000 0,000 0,000 0,223

Die in Abbildung 17 A dargestellten stérkeren Effekte der Vitamin D-Analoga auf die Aktivitit der -
Sekretase in SH-SYS5Y-Zellen verglichen mit den direkten Effekten auf isolierte Membranen lieBen

bereits weitere indirekte Einfliisse dieser Vitamin D-Analoga auf die B-Sekretase vermuten.
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Um zu analysieren, ob die Vitamin D-Analoga die B-Sekretase-Aktivitdt durch Beeinflussung der
Expression von BACE] vermitteln, wurden in behandelten SH-SY5Y-Zellen Genexpressionsanalysen
von BACE1 durchgefiihrt und der BACE1-Proteingehalt mittels Western Blot-Analyse bestimmt. Mit
Ausnahme von Paricalcitol wurde fiir alle Vitamin D-Analoga ein inhibierender Effekt auf die BACE1-
Expression mittels qRT-PCR-Analyse detektiert, wobei Calcifediol (80,8 +2,9 %; p=0,003),
Calcipotriol (75,4 + 8,1 %; p = 0,040) und Alfacalcidol (70,3 £ 5,4 %; p = 0,006) das Signifikanzniveau
erreichten. Im Durchschnitt inhibierten die analysierten Analoga die BACEI-Expression signifikant auf
82,1£4,6% (p=0,005) (Abbildung 17 D). Interessanterweise resultierte die Addition der
Effektstarken von Calcifediol auf die Aktivitit der B-Sekretase in postnukleédren Fraktionen (4,2 %) und
auf die Genexpression von BACEI (19 %) in einer um 23,2 % reduzierenden Wirkung, was mit der
Reduzierung der sAPPB-Spiegel auf 76,9 % einhergeht.

In Ubereinstimmung mit den erhaltenen Ergebnissen der Transkriptionsanalyse resultierte die
Inkubation von SH-SY5Y-WT-Zellen mit den Vitamin D-Analoga Calcifediol (54,1 +5,7 %;
p = 0,004), Maxacalcitol (71,4 = 5,8 %; p = 0,020), Calcipotriol (68,9 £+ 2,8 %; p = 0,009), Paricalcitol
(63,2+4,2%; p=0,005) und Doxercalciferol (74,3 £5,4%; p=0,025) in einem signifikant
reduzierten BACE1-Proteingehalt. Dies spiegelte sich auch in der signifikanten durchschnittlichen
Reduzierung auf 71,1 £ 2,5 % (p = 0,011) wider (Abbildung 17 E).

Sowohl bei der amyloidogenen als auch bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung spielt die y-
Sekretase eine entscheidende Rolle, deren Spaltung des B-CTF oder a-CTF in der jeweiligen Entstehung
von AICD und A (B-CTF) oder p3 (a-CTF) resultiert. Da der indirekte Effekt der Vitamin D-Analoga
auf die p-Sekretase in Zellen ausgepragter ausfiel als der direkte Effekt in isolierten Membranen, wurden
zur Analyse eines potenziellen Einflusses der Analoga auf die Aktivitit der y-Sekretase ebenfalls
metabolisch aktive SH-SYS5Y-WT-Zellen herangezogen. Die Inkubationen mit Calcifediol,
Maxacalcitol, Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol resultierten in einer signifikanten
Inhibierung der fy-Sekretase-Aktivitit (Calcifediol: 85,3+£2,5% (p<0,001), Maxacalcitol:
91,3 £3,0 % (p = 0,039), Alfacalcidol: 74,7 £ 3,3 % (p < 0,001), Paricalcitol: 80,6 £ 4,0 % (p = 0,001),
Doxercalciferol: 80,2 £4,3 % (p =0,002); Abbildung 18 A). Im Durchschnitt lag der Effekt auf die
Aktivitdt der y-Sekretase bei 86,1 £3,4% (p=0,003). Die ANOVA-Analyse zur Detektion von
Unterschieden in den Effektstirken zwischen den Vitamin D-Analoga resultierte in einem
Signifikanzniveau von p = 0,014, weshalb sich eine Post-Hoc-Analyse anschloss (Tabelle 33). Diese
detektierte einen signifikanten Unterschied in der vy-Sekretase-Aktivitit-reduzierenden Wirkung
zwischen Calcipotriol und Alfacalcidol (p = 0,022).

Tabelle 33: Ergebnisse der Tukey Post-Hoc-Analyse der y-Sekretase-Aktivitit in SH-SYSY-WT-Zellen.
Statistische Signifikanz wurde als p < 0,05 definiert und die entsprechenden Signifikanzniveaus wurden in der
Tabelle hervorgehoben.

Maxacalcitol Calcipotriol Alfacalcidol Paricalcitol Doxercalciferol
Calcifediol 0,829 0,455 0,856 1,000 1,000
Maxacalcitol / 0,934 0,102 0,641 0,671
Calcipotriol / / 0,022 0,275 0,298
Alfacalcidol / / / 0,946 0,936
Paricalcitol / / / / 1,000
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Abbildung 18: Einfliisse von Calcifediol und seinen Analoga auf die y-Sekretase. (A) Analyse der y-
Sekretase-Aktivitdit in SH-SYSY-WT-Zellen (n>5). (B) Bestimmung der mRNS-Spiegel der y-
Sekretasekomponente Nicastrin (NCSTN) mittels gqRT-PCR-Analyse (n = 3). Die Kontrollbedingungen wurden
jeweils auf 100 % gesetzt und als Linie in den Séulendiagrammen dargestellt. Fehlerbalken représentieren den
Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet
wurde, dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten. Die Durchfiihrung der y-Sekretase-Analysen
erfolgte in Kooperation mit Andrea Thiel und Dr. Johannes Lehmann. Abbildung verdndert nach (GRIMM et al.,
2017b).

Vergleichbar mit der durchschnittlichen Reduzierung der y-Sekretase-Aktivitét auf 86,1 %, verringerten
die analysierten Vitamin D-Analoga die Genexpression der y-Sekretasekomponente Nicastrin (NCSTN)
im Mittel auf 85,9 £ 1,7 % (p <0,001). Isoliert betrachtet resultierten jeweils die Behandlungen mit
Calcifediol (83,3+4,1% (p=0,015)), Calcipotriol (83,9+2,8% (p=20,005)), Alfacalcidol
(83,1 £3,6 % (p =0,009)), Paricalcitol (88,5 £ 3,2 % (p =0,023)) und Doxercalciferol (82,8 £2,7 %
(p=0,003)) in signifikant reduzierter NCSTN-mRNS-Menge (Abbildung 18 B). Mittels ANOVA-
Analyse wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den analysierten Vitamin D-Analoga detektiert
(p=0,785). Ein Vergleich, der durch die Vitamin D-Analoga vermittelten Effektstirken auf die y-
Sekretase-Aktivitdit mit der auf die NCSTN-Expression zeigte mit Ausnahme von Calcipotriol
(p=0,023) keine signifikanten Unterschiede (Calcifediol p=0,733; Maxacalcitol p=0,955;
Alfacalcidol p = 0,238; Paricalcitol p = 0,343; Doxercalciferol p = 0,914).
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4.1.2 Der Einfluss von Vitamin D auf die Expression von Genen, die mit der
Alzheimerpathologie assoziiert sind
In den beiden vorausgegangenen Studien (GRIMM et al., 2014; GRIMM et al., 2017b) wurden neben
direkten Effekten von Vitamin D oder seinen Analoga, welche mit Hilfe isolierter Membranen analysiert
wurden, auch indirekte Einfliisse, die iiber eine Beeinflussung der Genexpression und des
Proteingehaltes vermittelt wurden, beschrieben. Die transkriptionsregulatorische Wirkung von
Vitamin D kann auf die Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR) zuriickgefiihrt werden. Uber diesen
Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktor, der auch im Gehirn exprimiert wird, kann Vitamin D die
Expression einer Vielzahl von Genen regulieren.
Da nur wenig dariiber bekannt ist, ob diejenigen Gene, die unter der Regulierung des VDR stehen, mit
der Alzheimererkrankung assoziiert sind, wurde in diesem Forschungsprojekt die Transkription von
mehr als 115 ausgewahlten Alzheimer-relevanten Genen in vivo unter Vitamin D-Mangelbedingungen
analysiert. Die Auswahl der Gene beruhte auf der Beteiligung an zelluldren Prozessen, wie APP-
Prozessierung, = APP-Degradation, oxidativem  Stress, Neuroinflammation, Lipid- und
Energiemetabolismus, G-Protein vermittelter Signalweiterleitung, Neurogenese und transkriptioneller
Regulierung, welche in der Alzheimerpathologie beeintrichtigt sind. Zudem wurden diese Gene
teilweise in weiteren Genomics Studien in Assoziation mit der Alzheimererkrankung untersucht
(beispielsweise (JANITSCHKE et al., 2020)).

Die Ergebnisse dieser Studie sind in The Journal of Nutritional Biochemistry (ELSEVIER-Verlag,
Impact Factor dieser Fachzeitschrift Stand November 2022: 6,117) veroffentlicht:

Lauer AA", Grimm MOW", Grosgen S, Thiel A, Lehmann J, Winkler J, Janitschke D, Herr C,
Beisswenger C, Bals R, Grimm HS, Hartmann T. Profiling of Alzheimer's disease related genes
in mild to moderate vitamin D hypovitaminosis. J Nutr Biochem. 2019 May; 67:123-137. doi:
10.1016/j.jnutbio.2019.01.015. Epub 2019 Feb 11. PMID: 30889441. “diese Autoren haben
gleichermafien zu dieser Publikation beigetragen

Der experimentelle Eigenanteil der Autorin der vorliegenden Arbeit belief sich im Rahmen des
Vitamin D-Genomics-Projektes auf die Durchfiihrung der Genexpressionsanalysen. Eine detaillierte
Beschreibung dieses experimentellen Anteils ist den jeweiligen Unterschriften der folgenden

Abbildungen sowie der entsprechenden Kooperationstabelle (Tabelle 34) zu entnehmen.

Tabelle 34: Kooperationen im Rahmen der Vitamin D-Genexpressionsstudie.

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
Dr. Sven Grosgen
Anna A. Lauer

Design der verwendeten Primer

Andrea Thiel
Selektion der analysierten Gene und deren Verbindung  Jakob Winkler
zur Alzheimererkrankung Daniel Janitschke

Tabellen 35-36 Anna A. Lauer

Dr. Sven Grosgen
Analyse der Genexpression in muriner Kohorte I und Andrea Thiel
Kohorte II Dr. Johannes Lehmann
Anna A. Lauer
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Analyse der Genexpression unter Verwendung von vier
housekeeping Genen
Abbildung 19 Studiendesign, Projektbetreuung und -Koordination Prof. Marcus Grimm

Abbildung 20 Anna A. Lauer

Die Analyse der Expression 117 ausgewihlter Gene in murinen hypovitaminosen Hirnproben (Kapitel
3.1.4.2) erfolgte mittels qRT-PCR-Analyse (Kapitel 3.2.1.6). Innerhalb der analysierten Gene dienten
Nep (Neprilysin, Membran-Metallo-Endopeptidase, MME) und Park7 (Parkinson disease (autosomal
recessive, early onset) 7), von denen bereits bekannt war, dass ihre Expression sowohl von der
Alzheimerpathologie als auch von einer Hypovitaminose D beeinflusst wird (Kapitel 5.1.3.1 und
5.1.3.2), als Positivkontrollen. Das Studiendesign, welches in Abbildung 19 dargestellt ist, umfasste
zunichst die Analyse der Transkription der 117 ausgewéhlten Gene in einer ersten Mauskohorte, welche
sich aus vier wildtypischen und vier Vitamin D-Mangel-Tieren zusammensetzte. Die fithrenden
Zielgene wurden objektiv anhand eines Signifikanzwertes p < 0,1 ausgewihlt. Die Expression der aus
dieser Auswahl resultierenden 25 Gene wurde anschliefiend in einer zweiten Mauskohorte, welche aus
drei Kontroll- und drei Vitamin D-Mangel-Tieren bestand, analysiert. Diejenigen elf Gene, deren
Expression auch in der zweiten Vitamin D-Mangel-Mauskohorte verglichen zu den Miusen mit
suffizientem Vitamin D-Status mit einem Signifikanzwert p <0,1 verdndert waren, wurden
anschliefend gegen drei weitere housekeeping Gene (ATP-Synthase Untereinheit Beta, Atp5b,
Myosinphosphatase Rho interagierendes Protein, Mprip und RNS-Polymerase Il Untereinheit F, Polr2f)
evaluiert. Dies resultierte in der signifikanten (p <0,05) Anderung der Transkription von acht
Alzheimer-relevanten Genen unter Vitamin D-Mangelbedingungen in murinen Hirnproben.

Es wurde sich fiir dieses Studiendesign und gegen die gepoolte Analyse beider Mauskohorten
entschieden, da es sich bei dieser getrennten Analyse der beiden Kohorten statistisch gesehen um eine
stringentere und konservativere Art der Expressionsanalyse handelt. In einem gepoolten Ansatz besteht
bei Annahme einer 5 %-igen Irrtumswahrscheinlichkeit die Moglichkeit von circa sechs falsch positiv
verdnderten Genen, wihrend diese Anzahl bei der getrennten Analyse auf Grund der geringeren
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,25 % lediglich 0,3 falsch positiv verdnderte Gene betrdgt. Basierend
darauf wurde sich bei der Auswahl der fiihrenden Zielgene fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 10 %
(p £0,1) entschieden, um fiir beide Kohorten bei 117 analysierten Genen von einer Anzahl an falsch

positiven Genen von < 1,2 ausgehen zu kdnnen.

117 mit der Alzheimererkrankung assoziierte Gene

|
Transkriptionsanalyse in murinen Vitamin D-Mangel-Hirnproben

v
p < 0,1: 25 Zielgene

|
Validierung der Expressionsdnderungen in einer zweiten Mauskohorte

v

p <£0,1: 11 verdnderte Gene

|
Verifizierung mit weiteren housekeeping Genen

v

p <0,05:
8 verdnderte Gene

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Studiendesigns zur Analyse des Einflusses einer
Hypovitaminose D auf die Expression von Genen, die in Alzheimer-relevante Stoffwechselwege involviert
sind, in murinen Hirnproben. Abbildung verdndert nach (GRIMM et al., 2019).
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Die Ergebnisse der qRT-PCR-Analyse dieser 117 Gene in einer ersten Mauskohorte bestehend aus vier

Vitamin D-Mangel-Méusen verglichen mit vier WT-Méusen sind in Tabelle 35 aufgelistet.

Tabelle 35: Expressionsinderungen der 117 ausgewihlten Alzheimer-relevanten Genen unter milder bis
moderater Hypovitaminose D (n = 4). Tabelle verdndert nach (GRIMM et al., 2019).

Gen % der Kontrolle  Standardfehler p Wert
Pkp4 77,95 1,25 0,000 —
Mpp4 52,79 5,06 0,000
Plat 63,75 4,28 0,000
Apbal 65,91 4,59 0,000
Ppplrisb 69,67 5,87 0,001
Nep 67,08 8,07 0,007
Prked 65,99 8,40 0,007
Aphlic 70,55 7,76 0,009
Acat3 144,78 12,90 0,013
Casp4 162,99 18,36 0,014 ausgewdhlte
Gap43 89,39 3,42 0,021 Kandidaten-
Apbb?2 74,42 8,55 0,024 Gene fiir die
Ep300 66,96 11,21 0,026 —  Analysein
Gnb5 63,32 12,79 0,029 einer zweiten
Psmb5 161,47 21,96 0,031 murinen
Gnb4 65,24 14,30 0,051 Kohorte
Gnaol 82,36 7,41 0,055
Snca 140,27 18,53 0,073
Acatl 195,21 44,09 0,074
Ngol 80,66 9,09 0,077
Park7 74,73 11,99 0,080
Prkce 72,35 13,13 0,080
Gpx5 166,18 33,29 0,094
Abcal 157,51 29,09 0,095
dnsr 6725 1677 . 0,09 _J
Prkaa? 79,18 11,68 0,125
Snch 82,63 10,24 0,141
Map?2 93,73 4,04 0,171
Cdkll 93,72 4,06 0,173
Ece2 86,08 9,02 0,174
Xpa 70,31 19,40 0,177
Lpl 119,20 12,59 0,178
Ctsg 333,69 159,88 0,194
Gpx6 139,95 28,36 0,209
Ins 210,65 78,88 0,210
Acat2 159,74 42,99 0,214
Bche 146,34 33,47 0,215
Prkca 81,63 13,29 0,216
Apbbl 87,10 9,38 0,218
Serpina3a 260,19 121,19 0,234
Clu 86,13 10,53 0,236
Mmp?2 146,13 36,96 0,258
Aphlb 92,73 5,84 0,260
Cdk5 113,68 11,63 0,284
Ctsb 146,67 40,77 0,296
Epx 111,53 10,53 0,316
Hdacl 151,76 47,93 0,322
Ide 153,98 50,94 0,330
Ecel 78,59 20,34 0,333
Prdxl 84,55 15,34 0,353
Bace2 126,88 27,15 0,360
Gpx7 132,70 33,09 0,361
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Ernl
Idhl
Ucp3
Gsk3b
Apba3
Plg
Adam9
Plau
Lrp6
Mpo
Chat
Txnip
Prkcl
Prkcq
Mapt
Illa
Gpxl
Prkcg
Adaml17
Bdnf
Lrpl
Cat
Psen2
Hmgcr
Prdx2
Ercc6
Appbpl
Ctsl
Prkebl
Uqcre2
Nestn
Ubginl
Ache
Tpo
Prkaal
Ugcrcl
Apoal
Cdc2
Apoe
Hadh2
App
Psenen?
Mmp9
Aass
Bacel
Duox1
Gabl
Gpx2
Als2
Prdx6
Ace
Txnrd?2
Aphla
Prkcz
A2m
Gnb2
Gsk3a
Psenl
Gpx3
Sodl

115,60
143,13
490,65
170,56

84,97
222,90

89,38

78,38
107,60
157,64
146,56
135,23
119,69
127,20
102,27
120,84

86,52

85,51
113,92
111,42

96,86
109,43
112,84
138,22
108,25
107,48
105,83

95,03

91,20
122,45
115,11
107,95

95,31
129,25
109,64
107,28
124,69

92,96

93,91
115,69
112,38
108,82

93,62
107,73

96,45
112,77

94,45
115,72
112,12
104,81
109,54

94,19
103,96
114,45
106,50
106,41

97,53

92,27

97,02
101,63

15,79
43,99
412,05
75,52
16,40
134,94
11,79
24,54
8,78
70,46
59,33
48,89
27,66
39,09
3,39
31,28
21,48
23,42
22,74
18,80
5,24
15,82
22,02
67,83
15,37
14,62
11,53
9,95
18,67
48,07
32,38
17,20
10,29
65,43
22,06
17,45
60,01
17,12
15,42
40,94
32,59
24,80
18,02
22,24
10,48
38,29
16,76
50,49
39,76
17,60
36,98
22,84
15,65
59,68
39,10
41,28
16,92
54,56
28,02
16,64

0,362
0,365
0,380
0,386
0,395
0,398
0,403
0,412
0,420
0,445
0,462
0,498
0,503
0,513
0,528
0,530
0,554
0,559
0,563
0,566
0,570
0,573
0,581
0,593
0,611
0,627
0,631
0,635
0,654
0,657
0,657
0,660
0,664
0,671
0,678
0,691
0,695
0,695
0,706
0,715
0,717
0,734
0,736
0,740
0,746
0,750
0,752
0,766
0,771
0,794
0,805
0,808
0,809
0,817
0,874
0,882
0,889
0,892
0,919
0,925

Ergebnisse
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Gnbl 101,74 26,65 0,950
Prnp 101,35 30,06 0,966
Nudtl5 101,09 30,20 0,972
Casp3 99,58 15,47 0,979
Ercc2 99,77 10,05 0,982

Die Expression der Gene Pkp4, Mpp4, Plat, Apbal, Ppplri5b, Prkcd, Aphic, Acat3, Casp4, Gap43,
Apbb2, Ep300, GnbS, Psmb5, Gnb4, Gnaol, Snca, Acatl, Nqol, Prkce, Gpx5, Abcal und Insr sowie
der beiden als Positivkontrollen agierenden Gene Nep und Park7 waren in den Proben hypovitaminoser
Maushirne im Vergleich zu denen wildtypischer Mause mit einem Signifikanzniveau p < 0,1 veréndert.
Die Transkriptionsédnderungen dieser 25 Gene wurden in einer zweiten Mauskohorte validiert, deren
Ergebnisse in Tabelle 36 aufgefiihrt sind.

Tabelle 36: Kombinierte Analyse beider Mauskohorten (n=4 + n= 3) der 25 vielversprechendsten
Alzheimer-relevanten Gene, welche basierend auf den Ergebnissen aus der ersten Mauskohorte
ausgewihlt wurden. Tabelle verdndert nach (GRIMM et al., 2019).

Gen % der Kontrolle Standardfehler p Wert
Nep 77,91 6,80 0,00609 7
Acatl 274,22 63,29 0,0175
Psmb5 164,04 24,53 0,0228
Casp4 154,69 21,03 0,0232 ausgewdhlte Gene
Plat 75,05 8,23 0,0290 fur die weitere
Snca 154,86 24,24 0,0430 — Analyse mit drei
Ep300 76,46 11,19 0,0572 zusitzlichen
Park7 80,66 9,34 0,0607 housekeeping Genen
Gnb5 78,94 10,20 0,0613
Apbal 81,24 10,29 0,0933
Abeal M384 13499 | 00060 J
Gpx5 159,41 33,65 0,1029
Gnb4 79,26 11,97 0,1089
Acat3 127,88 17,11 0,1293
Apbb2 87,94 10,09 0,2551
Gap43 116,17 18,41 0,3968
Ngol 125,61 29,18 0,3973
Insr 87,18 15,57 0,4262
Prked 88,15 18,16 0,5263
Aphlc 86,41 20,90 0,5278
Mpp4 86,28 24,49 0,5857
Prkce 94,20 15,97 0,7226
Ppplrish 108,62 30,55 0,7827
Pkp4 96,93 12,01 0,8029
Gnaol 96,67 14,48 0,8221
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Aus der kombinierten Analyse beider Mauskohorten resultierten elf Gene, deren Expression mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,1 unter hypovitaminosen Bedingungen im Vergleich zu Bedingungen
ausreichender Vitamin D-Versorgung verdndert war. Die Transkription der beiden als Positivkontrolle
agierenden Gene Nep und Park7 wurde durch den Vitamin D-Mangel reduziert (Nep: 77,9 £ 6,8 %
(p = 0,007); Park7: 80,7 9,3 % (p = 0,061)). Ahnlich verhielt es sich mit der Expression der Gene Plat
(75,1 £8,2 %; p=0,029), Ep300 (76,5 £ 11,2 %; p=0,057), Park7 (80,7 £ 9,3 %; p=10,061), Gnb5
(78,9 £ 10,2 %; p=0,061) und Apbal (81,2 £ 10,3 %; p = 0,093). Die mRNS-Menge der Gene Acatl
(274,2 £ 63,3 %; p = 0,018), Psmb5 (164,0 £ 24,5 %; p =0,023), Casp4 (154,7 £ 21,0 %; p = 0,023),
Snca (154,9 £24,2 %; p=0,043) und Abcal (343,8 £135,0 %; p=0,096) war, bedingt durch den
Mangel an Vitamin D, erhdht.

Um die erhaltenen Daten weiter zu stérken, wurde eine qRT-PCR-Analyse dieser Gene normalisiert auf
die drei zusitzlichen housekeeping Gene Atp5b, Mprip und Polr2f durchgefiihrt. Die Auswertung
inklusive der Normierung auf den Durchschnitt der insgesamt vier housekeeping Gene resultierte in den
vier signifikant (p < 0,05) reduzierten Genen Plat (70,4 £2,9 %; p <0,001), Gnb5 (77,4 £ 3,4 %;
p<0,001), Nep (83,7+4,5%; p=0,011) und Park7 (88,1 £4,2%; p=0,029) sowie den vier
signifikant erhohten Genen Psmb5 (173,9 + 12,0 %; p <0,001), Casp4 (194,8 £ 16,1 %; p =0,001),
Snca (160,2 £ 10,4 %; p =0,001) und Acatl (214,1 £ 23,1 %; p = 0,003) (Abbildung 20).

Abbildung 20: Expression derjenigen Gene, die
in der kombinierten Analyse Dbeider

240 T Hypovitaminose D-Mauskohorten ein

220 Signifikanzniveau von p<0,1 aufwiesen,

- 200 normiert gegen die vier housekeeping Gene Actb,
832180 Atp5h, Mprip und Polr2f (m=7). Die
é % 160 Kontrollbedingung (suffizienter Vitamin D-Status)
£ 140 wurde auf 100 % gesetzt und als Abszisse im
% < 120 Saulendiagramm dargestellt. Fehlerbalken
o= 100 reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die
20 u LIJ LIJ @ %‘\00 «\“5 &Q& c&\ statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem

ol = : & S Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei

*p <0,05, **p <0,01 und ***p < 0,001 gelten. Die
Durchfiihrung der Genexpressionsanalysen erfolgte
in Kooperation mit Dr. Sven Grosgen, Dr. Johannes
Lehmann und Andrea Thiel. Abbildung verdndert
nach (GRIMM et al., 2019).

N
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An dieser Stelle soll nochmals darauf hingewiesen werden, dass sich diese Transkriptionsdnderungen
bereits unter Bedingungen einer milden bis moderaten Vitamin D-Hypovitaminose detektieren lieen.
Beispielsweise resultierte ein circa 23 %-iger Vitamin D-Mangel im Hirn von Méusen in einer auf
214,11 % gesteigerten Acatl Expression. Dies wiirde bedeuten, dass bei angenommener Effektlinearitit
bereits eine Reduzierung von 25(OH) Vitamin D3 um 1 % eine hypothetische Zunahme der Acati-
Transkription um circa 9 % bedingen wiirde.
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4.1.3 Der Einfluss einer Vitamin D-Hypovitaminose auf die Lipidhomoostase

Die Veridnderungen der Expression Lipidmetabolismus-verbundener Gene wie beispielsweise Acat/ und
Abcal, welche im vorherigen Kapitel 4.1.2 mit Hilfe von hypovitaminosem in vivo Material detektiert
wurden, stehen im Einklang mit klinischen Studien, die einen Vitamin D-Mangel mit einer Dyslipiddmie
in Verbindung bringen (DIBABA, 2019; KIM, JEONG, 2019).

Basierend darauf war das Ziel dieses Forschungsabschnittes in der Analyse des Einflusses einer
Vitamin D-Hypovitaminose auf die Alzheimerpathologie, spezieller Verdnderungen in der
Lipidhomdostase, definiert. Wihrend einige Studien bereits Effekte von Vitamin D auf Lipide in
Geweben wie Niere oder Darm beschrieben haben, ist aktuell wenig iiber den Einfluss dieses
Secosteroids auf den Lipidmetabolismus im Gehirn bekannt. Aus diesem Grund wurden Maushirne mit
einem milden Vitamin D-Mangel von 23 % (Kapitel 3.1.4.2) mittels gezieltem Shotgun Lipidomics-
Ansatz, welcher neben Phospholipiden auch (Acyl- und Acetyl-) Carnitine sowie TAG inkludierte,
analysiert. Bei diesen Lipidspezies handelt es sich um die am héufigsten vorkommenden Vertreter in
SH-SY5Y-Zellen (JAKUBEC et al., 2019) sowie um Lipide, von welchen bekannt ist, dass sie im
Rahmen der Alzheimererkrankung verdndert sind, oder Lipide, von denen beschrieben wurde, dass sie
die Progression der Erkrankung modulieren. Die detektierten Verdnderungen im Lipidprofil der
Maushirne wurden mit humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y-WT) verglichen. Diese wurden unter
Serum-reduzierten Bedingungen (1 % FCS) kultiviert und fiir 48 Stunden entweder mit der
Losungsmittelkontrolle Ethanol (Vitamin D-Mangelbedingungen) oder in Anwesenheit von 100 nM der
1,25-dihydroxylierten Form von Vitamin D3, Calcitriol (Vitamin D-Rescue-Bedingungen) inkubiert.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in Biomolecules (MPDI-Verlag, Impact Factor dieser Fachzeitschrift
Stand November 2022: 6,064) veroftentlicht:

Lauer AA, Griebsch LV, Pilz SM, Janitschke D, Theiss EL, Reichrath J, Herr C, Beisswenger
C, Bals R, Valencak TG, Portius D, Grimm HS, Hartmann T, Grimm MOW. Impact of Vitamin
D3 Deficiency  on  Phosphatidylcholine-/Ethanolamine, Plasmalogen-, Lyso-
Phosphatidylcholine-/Ethanolamine, Carnitine- and Triacyl Glyceride-Homeostasis in
Neuroblastoma Cells and Murine Brain. Biomolecules. 2021 Nov 15;11(11):1699. doi:
10.3390/biom11111699. PMID: 34827697, PMCID: PMC8615687.

Der experimentelle Eigenanteil der Autorin der vorliegenden Arbeit belief sich im Rahmen des
Vitamin D-Lipidomics-Projektes auf die Inkubation der Zellen mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3
(Calcitriol), die lipidanalytischen Analysen inklusive der Etablierung der Detektion ausgewéhlter
Triacylglycerid-Spezies, die Verifizierung der suffizienten Calcitriol-Aufnahme und die Analyse des
Sauerstoffverbrauchs. Eine detaillierte Beschreibung dieses experimentellen Anteils ist den jeweiligen
Unterschriften der folgenden Abbildungen sowie der entsprechenden Kooperationstabelle (Tabelle 37)

zu entnehmen.
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Tabelle 37: Kooperationen im Rahmen der Calcitriol-Lipidomics-Analyse.

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
Analyse der Zellviabilitit mittels LDH- .
Abbildung 21  Zytotoxizitéitsanalyse Lea V. Griebsch

Genexpressionsanalyse (/L-34) Anna A. Lauer
Lea V. Griebsch

Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit 1,25- Sabrina M. Pilz

Dihydroxyvitamin D3 Elena L. Theiss

Anna A. Lauer

Abbildungen  Massenspektrometrische Lipidanalyse der Phospholipid-,
22-26 Carnitin- und TAG-Spiegel in inkubierten SH-SY5Y-
Zellen
Massenspektrometrische Lipidanalyse der Phospholipid-,
Carnitin- und TAG-Spiegel in murinen Hirmproben
Analyse des Sauerstoffverbrauches Anna A. Lauer
Studiendesign, Projektbetreuung und -Koordination Prof. Marcus Grimm

Daniel Janitschke
Anna A. Lauer

Anna A. Lauer

Unter den gewéhlten Inkubationsbedingungen wurde kein Einfluss von Calcitriol auf die Viabilitit der
Neuroblastomzellen festgestellt, wie das in Abbildung21 dargestellte Ergebnis der
Zytotoxizititsanalyse verdeutlicht. Zudem wurde eine zellulire Aufnahme von 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 durch die erhdhte Expression des Gens /L-34, von welchem bekannt ist, dass seine
Transkription in SH-SYS5Y-Zellen, die mit der aktiven Form von Vitamin D inkubiert wurden, gesteigert
ist (ZHANG et al., 2017a), verifiziert (Abbildung 21). Gleichzeitig wurde neben der Aufnahme dieser
aktiven Form von Vitamin D auch die Ausiibung dessen biologischer, transkriptionsregulatorischer
Funktion in den hier herangezogenen humanen Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y-Zellen) unter den
gewihlten experimentellen Bedingungen sichergestellt.

(A) (B)
1801 .
160 Abbildung 21: Einfliisse der Calcitriolbehandlung auf die
100+ = 1401 I Zellviabilitit und  Validierung  der  suffizienten
_ -~ Calcitriolaufnahme. (A) Analyse der Zellviabilitit nach
< 809 23 1 Inkubation von SH-SY5Y-WT Zellen mit 100nM 1,25-
_;:;-_ 60 gé 1001 Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) fiir 48 Stunden mit Hilfe der
s 275 801 Zytotoxizitit-Detektionsanalyse (n=8). (B) Genexpression von
3 401 ;:\E 60 1L-34 in SH-SY5Y-Zellen, die fiir 48 Stunden mit 100 nM 1,25-
101 Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) behandelt wurden (n=175).
201 Fehlerbalken représentieren den Standardfehler. Sterne stellen die
209 statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test
0 S 0- & S berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05 gilt. Die Durchfiihrung der
& & & & Zellviabilititsanalyse erfolgte in Kooperation mit Lea V.
& O P & . . "
é\\\“‘oﬁ\ . &“\60‘@ Griebsch. Abbildung veréndert nach (LAUER et al., 2021a).
S& S
N N

Sowohl in der Zellkultur als auch in vivo resultierten verringerte Vitamin D-Spiegel in verénderten
Lipidmengen, auf die im Folgenden detailliert eingegangen wird. Dabei wird sich auf Kopfgruppe,
Ester- oder Etherbindung, Sittigung und Kettenlinge als Parameter fiir chemische Ahnlichkeiten
zwischen den Lipidspezies fokussiert.
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4.1.3.1 Der Effekt eines Vitamin D-Mangels auf Phospholipide

Phosphatidylcholine (PC; 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-Phosphocholin), welche auch unter dem
Trivialnamen Lecithine bekannt sind, reprasentieren bis zu 10 % der Trockenmasse des humanen
Gehirns und bis zu 35 % der Gesamt-Phospholipide und sind eine essenzielle Komponente der
Membrandoppelschicht (SASTRY, 1985). PC konnen in der Diacylform (PCaa) oder der Alkyl-Acyl-
Form (PCae), welche auch als Plasmalogen bekannt ist, vorkommen.

In SH-SY5Y-WT-Zellen bedingte ein Mangel an Calcitriol einen signifikanten Anstieg der
ungewichteten Effektstirke der analysierten PCaa-Spezies auf 105,1 £ 0,7 % (p <0,001), welcher
unabhéngig der Verteilung der einzelnen PCaa-Spezies innerhalb der Klasse der PCaa-Lipide war. Die
Darstellung im Volcano Plot (Kapitel 3.2.5.3) ermdglicht eine schnelle Gruppenanalyse und
verdeutlicht in Abbildung 22 A, dass die komplette PCaa-Lipidklasse in hypovitaminosen Zellen
ausnahmslos erhoht war. Interessanterweise konnte eine dhnliche Tendenz von gesteigerten PCaa-
Spezies auch in den Vitamin D-Mangel-Maushirnproben beobachtet werden, wobei die signifikante
Erhohung auf 102,9+0,3% (p <0,001) etwas schwicher verglichen zu den Ergebnissen des
Zellkulturansatzes ausfiel (Abbildung 22 C). Die PCaa-Spezies mit einer Kettenldnge > 40
Kohlenstoffatomen (C42:X und C48:X) waren sowohl in den Zellen als auch in den murinen Proben
mit einer Effektstidrke grofer des mittleren Standardfehlers erhoht. In SH-SYS5Y-Zellen bedingte der
Vitamin D-Mangel einen Anstieg an PCaa-Spezies, die gesittigte Fettsduren gebunden haben, was sich
darin &uflerte, dass sechs der acht erhdhten Spezies gesittigte Fettsduren enthielten (C20:0, C24:0,
C26:0, C28:0, C42:0 und C48:0). In den murinen Proben waren neben den vorhin genannten PCaa-
Spezies C42:1 und C48:0 auch die beiden Spezies C34:2 und C34:3 bedingt durch den Mangel an
Calcitriol erhoht. Bei C34:2 handelt es sich laut Literatur um eine der am hiufigsten vertretenen
Phospholipidspezies in SH-SY5Y-Zellen, welche sich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit aus den
Fettsduren 16:1 und 18:1 zusammensetzt (JAKUBEC et al., 2019). Auch unter den experimentellen
Bedingungen in der vorliegenden Arbeit stellte die Spezies PCaa C34:2 mit circa 26 % die Spezies mit
der hochsten relativen Héufigkeit innerhalb der in die Analysen inkludierten PCaa-Spezies dar.

Neben den PC gelten Phosphatidylethanolamine (PE; 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-Phosphoethanolamin) als
zweithdufigster Vertreter der Phospholipide und reprisentieren hiufig eine der Hauptkomponenten
biologischer Membranen. Ahnlich zu den PC-Spezies kénnen auch PE-Spezies in einer Diacyl- (PEaa),
Alkyl-Acyl- (PEae / PE-Plasmalogene) oder Lyso-PE Form vorkommen. Unter den in dieser Arbeit
gewihlten Hypovitaminose D-Bedingungen wurden in SH-SYS5Y-Zellen fast alle PEaa-Spezies mit
einer Effektstirke grofler dem mittleren SEM erhoht vorgefunden (Abbildung 22 B). Der Anstieg der
Gesamt-PEaa in den Vitamin D-Mangel-SH-SYS5Y-Zellen auf 123,2 £ 0,8 % war dabei signifikant
(p £0,001) und dhnlich der signifikanten Erh6hung auf 107,1 + 0,8 % (p < 0,001), welche im murinen
in vivo Material detektiert wurde. Hier war jedoch nur eine PEaa-Spezies mit einer Effektstirke grofer
dem mittleren SEM erhdht, was auf die geringere Anzahl verfiigbarer muriner Hirnproben zuriickgefiihrt
werden konnte (Abbildung 22 D). Bei dieser Spezies handelte es sich um PEaa C40:0, welche auch in
den SH-SYS5Y-Zellen unter Calcitriol-Mangelbedingungen mit einer Effektstirke grofer des mittleren
Standardfehlers erhoht war.
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(A) PCaa (SH-SYS5Y Zellen) (B) PEaa (SH-SYSY Zellen)
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Abbildung 22: Effekte eines Vitamin D-Mangels auf Phosphatidylcholin und -Ethanolaminspezies. (A) Die
Spiegel an PCaa in SH-SY5Y-WT-Zellen, die fiir 48 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol inkubiert
wurden, im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in Zellen, die mit 100 nM 1,25-Dihydroxyvitamin D3 behandelt
wurden (n > 20). Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. Die ausgefiillten Kreise
représentieren Lipidspezies mit einer Effektstirke groBer des durchschnittlichen SEM dieser Lipidklasse und
ohne Erreichung des Signifikanzniveaus, welches auf p <0,05 gesetzt wurde. Die unausgefiillten Kreise
symbolisieren Lipidspezies mit einer Effektstirke innerhalb des durchschnittlichen SEM. Die Sdulendiagramme
rechts der Volcano Plots zeigen die relativen Verdnderungen aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse
und vergleichen Calcitriol-behandelte mit Losungsmittelkontrolle-inkubierten SH-SY5Y-Zellen. Fehlerbalken
représentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-
Test berechnet wurde, dar, wobei ***p < 0,001 gilt. (B) Die Spiegel an PEaa in SH-SYS5Y-WT-Zellen mit
suffizientem Vitamin D-Status im Vergleich zu dem Gehalt in hypovitaminosen Zellen (n > 20). (C) PCaa-
Spiegel in Hirnproben wildtypischer Mause im Vergleich zu Méusen mit milder bis moderater Vitamin D-
Hypovitaminose (n >5). (D) PEaa-Spiegel in Hirnproben wildtypischer Méuse im Vergleich zu Mausen mit
milder bis moderater Vitamin D-Hypovitaminose (n > 5). Die Inkubation der SH-SY5Y-WT-Zellen erfolgte in
Kooperation mit Lea V. Griebsch, Sabrina M. Pilz und Elena L. Theiss, wihrend die massenspektrometrische
Lipidanalytik und Auswertung in Zusammenarbeit mit Daniel Janitschke stattfand. Abbildung verdndert nach
(LAUER et al., 2021a).

Plasmalogene (PCae: 1-alkyl, 2-acyl-sn-glycero-3-Phosphocholin; PEae: 1-alkyl, 2-acyl-sn-glycero-3-
Phosphoethanolamin), die bis zu 22 % der Gesamtphospholipide im menschlichen Gehirn ausmachen,
sind Membran-Glycerophospholipide, die eine Vinylether-Bindung an der sn/-Position enthalten
(BRAVERMAN, MOSER, 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde detektiert, dass die Gesamtmenge der analysierten PCae-Spezies in
Calcitriol-Mangel-Neuroblastomzellen leicht, jedoch signifikant in ihrer ungewichteten Effektstarke auf
101,3+£0,5% (p =0,008) erhéht war, wenn 1,25-Dihydroxyvitamin Ds-inkubierte SH-SYS5Y-WT-
Zellen mit Losungsmittelkontrolle-behandelten Zellen verglichen wurden (Abbildung 23 A).
Hinsichtlich der PE-Plasmalogene tendierten 35 der 37 analysierten PEae-Spezies zu einer Erhohung,
was sich in einer signifikanten Gesamtzunahme auf 122,4+0,7% (p <0,001) &uBerte
(Abbildung 23 B).
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Einhergehend mit den Resultaten der zellkulturbasierten Experimente, waren die Spiegel an PC- und
PE-Plasmalogenen in Hirnproben von Méusen mit milder Hypovitaminose ebenfalls signifikant
gesteigert (PCae: 103,1 £ 0,8 % (p = 0,001); PEae: 107,5 + 1,1 % (p < 0,001); Abbildung 23 C-D). Bei
Betrachtung der einzelnen PCae-Spezies wurde deutlich, dass zwei der drei im Hirngewebe von
Hypovitaminose D-Méusen verédnderten Spezies auch in SH-SY5Y-Zellen unter Calcitriol-Mangel
erhoht vorlagen. Hierbei handelt es sich um PCae C42:0 und C44:5. Neben PCae C42:0 istin SH-SYSY-
Zellen C36:0 als weitere Spezies mit gebundenen geséttigten Fettsduren erhoht. Im Unterschied zu den
PCaa-Spezies, bei welchen hauptséchlich diejenigen Spezies mit geséttigten Fettsduren bedingt durch
den Mangel an Calcitriol gesteigert waren (Abbildung 22), handelte es sich bei den PC-Plasmalogenen
iiberwiegend um Spezies, die einfach oder mehrfach ungesittigte Fettsduren gebunden haben (C30:2,
C38:1,C42:1,C42:3, C42:5, C44:3, C44:4, C44:5). Einhergehend mit den beobachteten Verdnderungen
der PC-Plasmalogene sind auch im Fall der PE-Plasmalogene sowohl in SH-SY5Y-Zellen als auch in
den murinen Hirnproben mehrheitlich Spezies erhoht, die eine Fettsdure gebunden haben, welche
mindestens eine Doppelbindung trigt. So zéhlen zu den in beiden Probentypen einheitlich erhéhten
PEae-Spezies die mehrfach ungesittigten Spezies C36:4, C40:2, C44:3 und C44:5 sowie die gesittigte
Spezies C40:0. Ahnlich zu den PEaa-Spezies resultierte ein Mangel an Calcitriol in SH-SY5Y-Zellen
in einer generellen Erhéhung der Spiegel an PE-Plasmalogenen, was sich dadurch &uflerte, dass mit
Ausnahme von zwei Spezies alle in diese Studie inkludierten PEae-Spezies mit einer Effektstirke grofler

des mittleren Standardfehlers gesteigert waren (Abbildung 23).

(A) PCae (SH-SYS5Y Zellen) (B) PEae (SH-SYS5Y Zellen)
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Abbildung 23: Effekte eines Vitamin D-Mangels auf PC- und PE-Plasmalogenspezies. (A) Die Spiegel an
PC-Plasmalogenen (PCae) in SH-SY5Y-WT-Zellen, die fiir 48 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol
inkubiert wurden, im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in Zellen, die mit 100 nM 1,25-Dihydroxyvitamin D3
behandelt wurden (n > 20). Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. Die ausgefiillten
Kreise reprisentieren Lipidspezies mit einer Effektstirke grofer des durchschnittlichen SEM dieser Lipidklasse
und ohne Erreichung des Signifikanzniveaus, welches auf p < 0,05 gesetzt wurde. Die unausgefiillten Kreise
symbolisieren Lipidspezies mit einer Effektstirke innerhalb des durchschnittlichen SEM. Die Sdulendiagramme
rechts der Volcano Plots zeigen die relativen Verdnderungen aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse
und vergleichen Calcitriol-behandelte mit Losungsmittelkontrolle-inkubierten SH-SYS5Y-WT-Zellen.
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Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels
ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei **p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten. (B) Die Spiegel
an PE-Plasmalogenen (PEae) in SH-SY5Y-Zellen mit suffizientem Vitamin D-Status im Vergleich zu dem
Gehalt in hypovitaminosen Zellen (n > 20). (C) PCae-Spiegel in Hirnproben wildtypischer Méause im Vergleich
zu Méusen mit milder bis moderater Vitamin D-Hypovitaminose (n>5). (D) PEae-Spiegel in Hirnproben
wildtypischer Méuse im Vergleich zu Mausen mit milder bis moderater Vitamin D-Hypovitaminose (n > 5). Die
Inkubation der SH-SY5Y-WT-Zellen erfolgte in Kooperation mit Lea V. Griebsch, Sabrina M. Pilz und Elena
L. Theiss, wihrend die massenspektrometrische Lipidanalytik und Auswertung in Zusammenarbeit mit Daniel
Janitschke stattfand. Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2021a).

Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC: 1- oder 2-acyl-sn-glycero-3-Phosphocholin) werden durch die
katabole Aktivitidt der Phospholipase A, (PLA2) von Phosphatidylcholinen abgeleitet und sind im
Nervensystem vertreten (SASTRY, 1985).

In dieser Arbeit waren auf Grund eines Calcitriol-Mangels in SH-SY5Y-WT-Zellen neun der zehn Lyso-
PC-Spezies, die eine Effektstirke groBer des mittleren SEM aufwiesen, erhoht. Im Durchschnitt waren
die Lyso-PC-Spiegel signifikant auf 106,7 + 2,3 % (p = 0,006) gesteigert. Auffillig war, dass es sich bei
den gesteigerten Lyso-PC-Spezies liberwiegend um Spezies, die eine gesittigte Fettsdure gebunden
haben (C10:0, C12:0, C20:0, C22:0, C24:0, C26:0, C28:0), handelte. Zudem trugen acht von zehn
erhohten Lyso-PC-Spezies eine Fettsdure der Kettenldnge C20 oder langer (C20:X, C22:X, C24:X,
C26:X, C28:X). In den in vivo Proben Vitamin D-Mangel-Maushirne konnte ein &hnlicher, jedoch
geringer ausgepragter signifikanter Effekt einer Hypovitaminose D auf die Lyso-PC-Spiegel
ausgemacht werden (102,8 £ 0,9 % (p = 0,003); Abbildung 24 A und C). Die neun detektierten Lyso-
PE-Spezies waren in Calcitriol-Mangel-SH-SY5Y-WT-Zellen alle stérker als der mittlere SEM erhoht,
was in einer signifikanten Steigerung der Lyso-PE-Spiegel auf 120,4 + 1,9 % (p < 0,001) resultierte.
Allerdings konnte dieser Vitamin D-Mangel-bedingte Effekt nicht in den murinen Hirnproben validiert
werden (Abbildung 24 B und D). Bei den in SH-SYS5Y-Zellen unter Calcitriol-Mangelbedingungen
erhdhten Lyso-PE-Spezies handelt es sich Spezies, die eine Fettsdure mit Kettenldngen zwischen 16 und
22 Kohlenstoffatomen gebunden haben (C16:X, C18:X, C20:X, C22:X). Zudem hatten im Vergleich zu
den Lyso-PC-Spezies innerhalb der Lyso-PE-Spezies lediglich drei der neun gesteigerten Spezies eine
gesittigte Fettsdure gebunden (Abbildung 24).
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(A) Lyso-PC (SH-SYS5Y Zellen) (B) Lyso-PE (SH-SYS5Y Zellen)
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Abbildung 24: Effekte eines Vitamin D-Mangels auf Lyso-PC- und Lyso-PE-Spiegel. (A) Die Spiegel an
Lyso-Phosphatidylcholinen (Lyso-PC) in SH-SYS5Y-WT-Zellen, die fiir 48 Stunden mit der
Losungsmittelkontrolle Ethanol inkubiert wurden, im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in Zellen, die mit
100 nM 1,25-Dihydroxyvitamin D3 behandelt wurden (n > 20). Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist
3.2.5.3 zu entnehmen. Die ausgefiillten Kreise représentieren Lipidspezies mit einer Effektstirke grofer des
durchschnittlichen SEM dieser Lipidklasse und ohne Erreichung des Signifikanzniveaus, welches auf p < 0,05
gesetzt wurde. Die unausgefiillten Kreise symbolisieren Lipidspezies mit einer Effektstdrke innerhalb des
durchschnittlichen SEM. Die Siulendiagramme rechts der Volcano Plots zeigen die relativen Verdnderungen
aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse wund vergleichen Calcitriol-behandelte  mit
Losungsmittelkontrolle-inkubierten SH-SYS5Y-WT-Zellen. Fehlerbalken reprédsentieren den Standardfehler.
Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei
**p < 0,01 und ***p <0,001 gelten. (B) Die Spiegel an Lyso-Phosphatidylethanolaminen (Lyso-PE) in SH-
SYS5Y-Zellen mit suffizientem Vitamin D-Status im Vergleich zu dem Gehalt in hypovitaminosen Zellen
(n >20). (C) Lyso-PC-Spiegel in Hirnproben wildtypischer Méuse im Vergleich zu Méusen mit milder bis
moderater Vitamin D-Hypovitaminose (n > 5). (D) Lyso-PE-Spiegel in Hirnproben wildtypischer Mause im
Vergleich zu Méusen mit milder bis moderater Vitamin D-Hypovitaminose (n > 5). Die Inkubation der SH-
SYS5Y-WT-Zellen erfolgte in Kooperation mit Lea V. Griebsch, Sabrina M. Pilz und Elena L. Theiss, wiahrend
die massenspektrometrische Lipidanalytik und Auswertung in Zusammenarbeit mit Daniel Janitschke stattfand.
Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2021a).

Diese detektierte Erhohung der Lyso-PC-Spiegel konnte in einer gesteigerten Aktivitdt der
Phospholipase A, (PLA) begriindet sein und ldsst vermuten, dass die beobachtete Erhéhung der
PCaa/ae und PEaa/ae-Spezies unter Vitamin D-Mangelbedingungen (Abbildung 23) auf einen Effekt im
Anabolismus zuriickzufiihren ist. Ein reduzierter Katabolismus als mogliche Ursache wiirde sich
hingegen in einer verringerten PLA»-Aktivitit und folglich verminderten Lyso-PC-Spiegeln dullern, was
nicht zutraf.
Neben der Analyse der Daten als relative Verdnderungen zwischen Vitamin D-Behandlung und
Kontroll- bzw. Mangelbedingung wurden die Anderungen auch in mol% verglichen. Diese Daten
resultierten aus der Division des Effekts einer Lipidspezies durch den Effekt der entsprechenden
Lipidklasse, was eine detailliertere Betrachtung der Lipidklassen-unabhidngigen Verdnderungen
ermdglichte. Diese prozessierten Daten wurden hinsichtlich der Kettenldnge und Séttigung der an das
Lipidriickgrat gebundenen Fettsduren interpretiert.
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Eine detaillierte Analyse der zellkulturbasierten PCaa-Daten wies Unterschiede im Verhéltnis
derjenigen PCaa-Spezies, welche gesittigte Fettsduren (saturated fatty acids, SFA), einfach-
ungesittigte Fettsduren (monounsaturated fatty acids, MUFA) und mehrfach-ungesittigte Fettsduren
(polyunsaturated fatty acids, PUFA) enthalten, auf. Die SFA/MUFA- und SFA/PUFA-Verhéltnisse
waren auf Grund erhdhter Spiegel an PCaa-Spezies mit SFA (von 14,6 auf 14,8 mol% (p = 0,012)) und
leicht reduzierter Menge an MUFA- und PUFA-enthaltenen Spezies (MUFA von 45,5 auf 45,3 mol%
(p=0,095); PUFA von 39,9 auf 39,8 mol% (p =0,038)) signifikant gesteigert (SFA/MUFA:
102,1 £0,6 % (p =0,006); SFA/PUFA: 102,0 £ 0,7 % (p =0,033)). Gleichzeitig wurden reduzierte
Spiegel an PCaa-Spezies, welche mittelkettige Fettsduren (C32:X - C36:X) gebunden haben, beobachtet
(Abbildung 25 A). Vergleichbar mit diesen Effekten auf die PCaa-Spezies, waren auch in den PC-
Plasmalogenen die SFA/MUFA- und SFA/PUFA-Verhiltnisse erhoht, wobei ersteres Verhéltnis
statistische Signifikanz erreichte (SFA/MUFA: 101,3 £ 0,5 % (p = 0,043); SFA/PUFA: 101,0 £ 0,9 %
(p =0,454); Abbildung 25 B). Diese Verinderungen in den Séttigungsverhiltnissen konnten durch
tendenziell gesteigerte SFA-enthaltende und reduzierte MUFA-enthaltende PCae-Spezies erklart
werden: SFA von 12,5 auf 12,6 mol% (p =0,286) und MUFA von 31,9 auf 31,7 mol% (p = 0,046).
Hinsichtlich der Kettenlénge der Fettsduren, die die analysierten PCae-Spezies gebunden hatten, wurde
beobachtet, dass diejenigen Spezies, die mittelkettige Fettsduren (C32:X - C36:X) enthalten, durch die
milde Hypovitaminose D3 signifikant von 61,2 auf 60,9 mol% verringert waren (Abbildung 25 B).
Ahnliche Effekte hinsichtlich der Séttigung der detektierten PCae-Spezies konnten auch in den
Hirnproben von Méusen mit milder Hypovitaminose D3 beobachtet werden, wobei diese keine
statistische Signifikanz erreichten, was auf die geringere Stichprobenanzahl zuriickgefiihrt werden
konnte.

Unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen war zudem der Séttigungsgrad der analysierten
Lyso-PC-Spezies durch den Calcitriol-Mangel in SH-SY5Y-WT-Zellen beeinflusst. Das SFA/MUFA-
Verhiltnis war signifikant auf 107,4 £2,8 % (p=0,046) erhoht und das SFA/PUFA-Verhiltnis
tendierte ebenfalls zu einer Erhéhung (106,2 +2,7 % (p=0,092)), wihrend das MUFA/PUFA-
Verhiltnis unveréndert blieb. Dies konnte durch gesteigerte SFA und reduzierte MUFA-Spiegel erklért
werden (SFA von 42,6 auf 44,3 mol% (p = 0,058) und MUFA von 49,4 auf 48,0 mol% (p = 0,056)).
Zudem tendierten die PUFA-Spiegel zu einer Abnahme von 7,9 auf 7,8 mol% (p = 0,323), wobei X:2-
Fettsduren signifikant von 2,5 auf 2,4 mol% (p = 0,020) reduziert waren. Einhergehend mit diesen
Beobachtungen waren diejenigen Lyso-PC-Spezies, die mittelkettige Fettsduren (C16:X - C20:X)
enthielten, in SH-SYS5Y-WT-Zellen, die mit der Losungsmittelkontrolle inkubiert wurden, tendenziell
von 78,8 auf 76,4 mol% (p = 0,078) verringert (Abbildung 25 C).

Hinsichtlich der Alzheimerpathologie lassen diese Ergebnisse vermuten, dass ein Mangel an aktivem
Vitamin D die Lipidhomdostase negativ beeinflusst, da die Spezies, die geséttigte Fettsduren gebunden
haben, ansteigen. Dies konnte dazu fiihren, dass vermehrt Lipid Rafts in der Membran auftreten und die
amyloidogene APP-Prozessierung, die in diesen speziellen Mikrodoménen der Membran abléuft,
begiinstigt wird. Dieser potenzielle Zusammenhang wird in Kapitel 5.1.4.1 detaillierter diskutiert. Zwar
sind die einzelnen Effekte in ihrer Stirke nicht besonders ausgeprigt, jedoch ziehen sich die
pathologischen molekularen Mechanismen, die zur Entstehung und Progression des Morbus Alzheimer

fiihren, auch {iber mehrere Jahre hin.
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Abbildung 25: Einfluss eines Vitamin D-Mangels auf die Fettsiurekomposition. Detaillierte Analyse des
Sattigungsgrades sowie der Kettenlinge von in PCaa- (A), PCae- (B) und Lyso-PC-Spezies (C) gebundenen
Fettsduren in Calcitriol- bzw. Losungsmittel-inkubierten SH-SYS5Y-WT-Zellen (n > 20). Die Séulendiagramme
représentieren zum einen den Sattigungsgrad der in oben genannten Lipidspezies enthaltenen Fettsduren und zum
anderen die Verteilung von Sittigung und Kettenldnge in mol%. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Sterne
stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05
und **p < 0,01 gelten. Die Inkubation der SH-SYS5Y-WT-Zellen erfolgte in Kooperation mit Lea V. Griebsch,
Sabrina M. Pilz und Elena L. Theiss, wiahrend die massenspektrometrische Lipidanalytik und Auswertung in
Zusammenarbeit mit Daniel Janitschke stattfand. Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2021a).
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4.1.3.2  Der Effekt eines Vitamin D-Mangels auf TAG- und Carnitin-Spezies

Triacylglyceride (TAG), welche zur Gruppe der Neutrallipide gehoren, sind wichtige Indikatoren fiir
den zelluldren Energiemetabolismus, da sie durch die Formierung von Lipidtropfen zur Speicherung
von Energie beitragen. AuBerdem werden die Fettsduren, die den TAG entstammen, in den
Mitochondrien zur Energieproduktion metabolisiert. Unter den in dieser Arbeit vorliegenden Calcitriol-
Mangelbedingungen tendierten alle 14 analysierten TAG-Spezies zu einer Reduzierung im Vergleich
zu SH-SYS5Y-WT-Zellen, die suffizient mit Vitamin D versorgt waren. Im Durchschnitt waren die TAG-
Spiegel signifikant auf 95,7 £ 0,8 % (p < 0,001) reduziert (Abbildung 26 A). Dieser auf zellulérer Ebene
verdnderte Gehalt an TAG konnte in vivo unter den analysierten milden Vitamin D-Hypovitaminose-
Bedingungen nicht validiert werden (Abbildung 26 B), deutete jedoch eine Beeinflussung des zelluldren
Energiemetabolismus durch den Vitamin D-Mangel an.

Um die molekularen Mechanismen, durch welche Vitamin D die zellulire Energichomdostase
beeinflusst, detaillierter aufkldren zu konnen, wurden weiterfilhrend die Spiegel an Carnitinen
analysiert. Carnitine spielen eine wichtige Rolle im Transport von Fettsduren vom Zytosol iiber die
innere Mitochondrienmembran in die Mitochondrien, wo die P-Oxidation, der an Carnitine
esterifizierten Fettsduren, stattfindet. Mittels massenspektrometrischer Analyse wurden die Mengen an
freiem L-Carnitin (C0), Acetyl-Carnitin (C2) und Acylcarnitinen (CX mit X>3) in Vitamin D-Mangel-
SH-SY5Y-WT-Zellen im Vergleich zu Zellen mit suffizientem Vitamin D-Status detektiert. Wie in
Abbildung 26 C deutlich wird, konnten keine signifikanten Unterschiede in den CO-, C2- oder CX(X>3)
-Spiegeln detektiert werden. Lediglich die Verhéltnisse C18/C2 und (C16+C18)/C2, die Riickschliisse
auf den Umsatz von Fettsduren in der B-Oxidation zulassen, resultierten unter milden hypovitaminosen
Bedingungen in einer tendenziellen Erhdhung. Ubereinstimmend damit wird anhand des Volcano Plots
deutlich, dass die Acylcarnitin-Spezies C18:0 und C18:1 in SH-SY5Y-WT-Zellen bedingt durch den
Calcitriolmangel signifikant erh6ht wurden.

Basierend auf den reduzierten TAG-Spiegeln sowie den beobachteten Verdnderungen innerhalb der
analysierten Carnitin-Spezies, wurde weiterfiihrend analysiert, ob Vitamin D durch Beeinflussung der
Atmungsketten Auswirkungen auf die mitochondriale Funktion hat. Hierzu wurde der
Sauerstoffverbrauch ~Calcitriol-inkubierter Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit der
Losungsmittelkontrolle Ethanol inkubiert wurden, analysiert. Wie aus Abbildung 26 D hervorgeht,
verringerte der Vitamin D-Mangel den Verbrauch an Sauerstoff unter den experimentellen Bedingungen
signifikant (63,32 £ 5,71 %, p = 0,003). Potenzielle Griinde fiir die Unterschiede in den Effektstirken
werden in Kapitel 5.1.4.2 detailliert diskutiert.
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Abbildung 26: Einfluss eines Vitamin D-Mangels auf TAG- und Carnitin-Spezies. (A) Die Spiegel an
Triacylglyceriden (TAG) in SH-SYS5Y-WT-Zellen, die fiir 48 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle Ethanol
inkubiert wurden, im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in Zellen, die mit 100 nM 1,25-Dihydroxyvitamin D3
behandelt wurden (n > 20). Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. Die schwarz
ausgefiillten Kreise reprasentieren Lipidspezies mit einer Effektstarke grofer des durchschnittlichen SEM dieser
Lipidklasse und ohne Erreichung des Signifikanzniveaus, welches auf p < 0,05 gesetzt wurde. Die unausgefiillten
Kreise symbolisieren Lipidspezies mit einer Effektstirke innerhalb des durchschnittlichen SEM. Die
Saulendiagramme rechts der Volcano Plots zeigen die relativen Verdnderungen aller gemessenen Lipidspezies
dieser Lipidklasse und vergleichen Calcitriol-behandelte mit Losungsmittelkontrolle-inkubierten SH-SYS5Y-
Zellen. (B) TAG-Spiegel in Hirnproben wildtypischer Méuse im Vergleich zu Méusen mit milder bis moderater
Vitamin D-Hypovitaminose (n>5). (C) Die Spiegel an Carnitinen in SH-SY5Y-Zellen mit suffizientem
Vitamin D-Status im Vergleich zu dem Gehalt in hypovitaminosen Zellen (n>20). Im Volcano Plot sind
diejenigen Lipidspezies, die durch rot ausgefiillte Kreise dargestellt sind, signifikant mit einer Effektstarke groBer
des durchschnittlichen SEM dieser Lipidklasse erhoht. Die Inkubation der SH-SYS5Y-WT-Zellen erfolgte in
Kooperation mit Lea V. Griebsch, Sabrina M. Pilz und Elena L. Theiss, wihrend die massenspektrometrische
Lipidanalytik und Auswertung in Zusammenarbeit mit Daniel Janitschke stattfand. (D) Sauerstoffverbrauch in
SH-SY5Y-Zellen mit suffizientem Vitamin D-Status im Vergleich zu dem in hypovitaminosen Zellen (n =5).
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels
ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei **p <0,01 und ***p <0,001 gelten. Abbildung
verandert nach (LAUER et al., 2021a).
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4.2 Der Einfluss des Vitamin A-Derivates Acitretin auf Hirn- und Leber-
Lipidhomoostase von transgenen Alzheimer-Miusen

Neben einem Effekt des fettloslichen Vitamins Ds auf den Alzheimer-assoziierten Lipidmetabolismus,
welcher in der vorliegenden Arbeit im vorausgehenden Kapitel gezeigt werden konnte, wurden auch fiir
andere Vitamine, wie beispielsweise das ebenfalls fettlosliche Vitamin E, Einfliisse auf Lipide wie
beispielsweise Cholesterin  gezeigt, welche mit der Entstehung und Progression der
Alzheimererkrankung in Verbindung stehen (GRIMM et al., 2016d).

Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte in dieser Arbeit das fettlosliche Vitamin A hinsichtlich
potenzieller Zusammenhénge mit der Lipidhomdostase analysiert werden. Da im Rahmen der
Vitamin D-Studien ebenfalls positive Effekte der pharmazeutisch eingesetzten Analoga hinsichtlich der
Alzheimerpathologie beobachtet wurden, wurde sich in dieser Arbeit auf das aromatische synthetische
Vitamin A-Derivat Acitretin, welches zur Therapierung entziindungsbedingter Hauterkrankungen
eingesetzt wird, konzentriert. Es wurde der Einfluss einer Acitretinbehandlung auf die Lipidkomposition
von Leber und Gehirn in Alzheimer-Modellm&usen mittleren Alters mittels semi-quantitativer Shotgun
Massenspektrometrie analysiert. Dabei wurde sich auf Lipide, von denen bekannt ist, dass sie durch die
Alzheimerpathologie oder die Prozessierung von APP beeinflusst werden oder dass sie in Serumproben

von Acitretin-behandelten Patienten verdndert sind, konzentriert.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in Scientific Reports (Nature Research-Verlag, Impact Factor dieser
Fachzeitschrift Stand November 2022: 4,996) verdffentlicht:

Lauer AA", Janitschke D”, Dos Santos Guilherme M", Nguyen VTT, Bachmann CM, Qiao S,
Schrul B, Boehm U, Grimm HS, Hartmann T, Endres K*, Grimm MOW". Shotgun lipidomics
of liver and brain tissue of Alzheimer's disease model mice treated with acitretin. Sci Rep. 2021
Jul 27;11(1):15301. doi: 10.1038/s41598-021-94706-3. PMID: 34315969; PMCID:
PM(C8316403. “diese Autoren haben gleichermaBen zu dieser Publikation beigetragen

Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit umfasste in dieser Studie die
massenspektrometrische Lipidanalyse der Sphingomyeline, Carnitine, Phosphatidylcholine und deren
Plasmalogene, Lyso-Phosphatidylcholine inklusive Etablierung der Detektion ausgewdhlter
Triacylglycerid-Spezies. Die detaillierte Beschreibung dieses experimentellen Anteils ist den jeweiligen
Unterschriften der folgenden Abbildungen sowie der entsprechenden Kooperationstabelle (Tabelle 38)

zu entnehmen.
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Tabelle 38: Kooperationen im Rahmen der Acitretin-Lipidomics-Analyse.

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
Malena dos Santos
Behandlung der 5xFAD-Maiuse mit Acitretin Guilherme
Vu Thu Thuy Nguyen
Abbildungen = Massenspektrometrische Lipidanalyse der Phospholipid-, Daniel Janitschke
28-32 Carnitin- und TAG-Spiegel in Hirn- und Leberproben Cornel M. Bachmann
der Acitretin-behandelten SxFAD-Miuse Anna A. Lauer
Olrot-O-Férbung der Leberproben von 5xXFAD-Miusen Prof. Blanca Schrul
Sen Qiao
Prof. Marcus Grimm
Abbildung 27  Studiendesign, Projektbetreuung und -Koordination PD Dr. Kristina
Endres

Zur Analyse eines moglichen Einflusses von Acitretin auf die Alzheimer-relevante Lipidhomdostase
wurde 30 Wochen alten S5xFAD-Maéusen eine tégliche Dosis von 10 mg Acitretin pro Kilogramm
Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Diese Dosis richtete sich nach der maximalen Dosierung im
Menschen (50 mg/Tag) und entspricht den experimentellen Bedingungen, unter denen bereits gezeigt
werden konnte, dass Acitretin Verhaltens- oder Kognitionsdefizite in Alzheimer-Mausmodellen
verbessern kann. Die nachfolgende semi-quantitative massenspektrometrische Lipidanalyse inkludierte
750 Parameter, darunter Phospholipide (Sphingomyeline (SM), Phosphatidylcholine (PCaa),
Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae), Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC)), Neutral-Lipide
(Triacylglyceride (TAG)) sowie Carnitine (Acyl- und Acetyl-Carnitine), die Bestandteile des Carnitin-
Carrier-Systems sind, welches fiir den Transport von Fettsduren vom Zytosol in die Mitochondrien, wo
die Fettsduren in der B-Oxidation metabolisiert werden, verantwortlich ist. Dabei wurden die Daten der
Acitretin-behandelten transgenen Méuse (n=35) denen der kontrollbehandelten Tiere (n=>5)

gegeniibergestellt. Eine schematische Ubersicht des Studiendesigns ist Abbildung 27 zu entnehmen.
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transgenes Alzheimer-Mausmodell
(5xFAD)

Kontrollgruppe Acitretin-behandelte Gruppe

Leber Hirn Leber Hirn

/ | \

Neutrallipide Phospholipide Energiemetabolismus
Phosphatidylcholine (PCaa) Carnitin (CO)
Triacylglyceride (TAG) Plasmalogene (PCae) Acetylcarnitine (C2)

Sphingomyeline (SM) Acylcarnitine (CX mit X>3)|

Normalisierung der Daten
mit Hilfe interner Standards

Berechnung der relativen Verdnderung
im Vergleich zur Kontrollgruppe

Prozessierung und
Darstellung der Daten

TN

Volcano Plots Balkendiagramme
a) einzelne Lipidspezies ¢) Verteilung runter- und
b) Effekte einzelner Lipidspezies hochregulierter Lipidspezies

unabhingig des Lipidklassen-Effektes d) mittlere Effektstirke der Lipidklasse

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Studiendesigns zur Analyse des Einflusses des Vitamin A-
Derivates Acitretin auf die Lipidhomoéostase im Leber- und Hirngewebe von transgenen Alzheimer-
Modellméusen (5xFAD). ESI: Elektronen-Spray-Ionisation; MS: Massenspektrometrie; SRM: single reaction
monitoring. Abbildung veréndert nach (LAUER et al., 2021b).

Zusammenfassend konnte unter den in dieser Arbeit verwendeten experimentellen Bedingungen, im
Einklang mit der Literatur, eine Acitretin-vermittelte Zunahme der TAG in der Leber, begleitet von
erhdhten PCaa-, PCae-, und Acyl-Carnitin-Spiegeln beobachtet werden, wihrend die SM-Spezies
reduziert waren. Neben den Verdnderungen der Lipidhomdostase in der Leber wurde auch der
Lipidmetabolismus im Gehirn in Abhéngigkeit von Acitretin analysiert. Im Hirngewebe waren die in
der Leber beobachteten Effekte dhnlich beziehungsweise teilweise verstéirkt oder aber auch umgekehrt.
Wihrend fiir SM und PCae dhnliche Verdnderungen detektiert wurden, zeigten PCaa, TAG und Acyl-
Carnitine zum Teil signifikant inverse Effekte im Vergleich zu den Leberproben. In den folgenden
Abschnitten soll detailliert auf die detektierten Acitretin-vermittelten Veranderungen der einzelnen

Lipidspezies eingegangen werden.

113



Ergebnisse

4.2.1 Analyse der Triacylglyceride im Leber- und Hirngewebe von Acitretin-behandelten
transgenen Alzheimer-Miusen

In der massenspektrometrischen Analyse wurde deutlich, dass in den Leberproben der mit Acitretin
behandelten Miuse im Vergleich zu unbehandelten Mausen 36 der 39 analysierten TAG-Spezies erhoht
waren (Abbildung 28 A). Auch wenn keine einzelnen TAG-Spezies signifikant erh6ht waren, so sollte
der Effekt in der Verteilung dieser Lipide mit chemischen Ahnlichkeiten, welcher sich in einer
signifikanten Zunahme der mittleren Effektstirke (114,6 £2,9 %; p<0,001) &uBert, in der
Gruppenanalyse Beachtung finden und nicht durch Fokussierung auf signifikante Parameter verloren
gehen. Die Ergebnisse dieses Lipidomics-Ansatzes wurden mit einer zweiten Methode, der Olrot-O-
Firbung, verifiziert. In Ubereinstimmung mit der Acitretin-bedingten Zunahme an TAG resultierte die
Olrot-O-Firbung von Leberschnitten Acitretin-behandelter Miuse in einer verstirkten Firbung von
Lipidtropfen, dem intrazelluldren Speicherort von TAG (Abbildung 28 H). Nach Normalisierung der
einzelnen TAG-Spezies auf den durchschnittlichen TAG-Lipidklasseneffekt, um mildernde oder
verstiarkende Einfliisse der gebundenen Fettsduren abschétzen zu kdnnen, wurde deutlich, dass es sich
bei den durch Acitretin-Behandlung reduzierten TAG-Spezies im Lebergewebe um Spezies handelt, die
mehrfach-ungesittigte Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, PUFA) enthalten (Abbildung 28 C).

Im Hirngewebe von 5xFAD-Maéusen bedingte die Behandlung mit Acitretin eine Reduzierung von 28
der 39 analysierten TAG-Spezies (Abbildung 28 B), was sich in einer signifikant verringerten mittleren
Effektstirke (89,2 £2,0%; p<0,001) duBerte, dic im Gegensatz zu den in den Leberproben
beobachteten Verdnderungen steht (Abbildung 28 F). Auch die néhere Betrachtung der in den beiden
Geweben reduzierten oder erhhten TAG-Spezies zeigte, dass die Schnittmenge der in Leber und Hirn
gleichermallen verdnderten Neutrallipidspezies gering ist (Abbildung 28 G). Einhergehend mit den
Verdnderungen im Lebergewebe wurde auch in den Hirnproben der Acitretin-behandelten Méuse eine
Reduzierung der PUFA-enthaltenden TAG detektiert (Abbildung 28 D). Daher ist von einem Acitretin-
bedingten Mangel an Docosahexaensdure (docosahexaenoic acid, DHA; C22:6) und
Eicosapentaensiure (eicosapentaenoic acid, EPA; C20:5) auszugehen und die Supplementierung dieser
beiden Fettsduren fiir Patienten, die mit Acitretin behandelt werden, zu empfehlen. Die sowohl fiir DHA
als auch fiir EPA vermutete wichtige Rolle in der Alzheimerpathologie wurde bereits einleitend
beschrieben und wird auch in der Diskussion (Kapitel 5.2) wieder aufgegriffen werden.
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Abbildung 28: Acitretin-vermittelte Anderungen der TAG-Spiegel in Leber- und Hirngewebe von 5xFAD-
Mausen. Die relativen Verdnderungen einzelner TAG-Spezies in murinem Leber- und Hirngewebe nach
Behandlung mit Acitretin sind in den oberen Volcano Plots (A: Leber, B: Gehirn) dargestellt. Die unteren
Volcano Plots reprasentieren die Effekte einzelner Lipidspezies unabhéngig des Lipidklasseneffektes (C: Leber,
D: Gehirn). Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. (E) Verteilung der TAG-Spezies
dargestellt als Anzahl der erhohten oder reduzierten Lipide in Leber- und Hirngewebe in einem Séulendiagramm.
Die statistische Signifikanz der beobachteten Verschiebungen hin zu reduzierten oder gesteigerten Spezies im
Leber- oder Hirngewebe wurde mittels Binomialtest berechnet, wahrend fiir die Analyse signifikanter
Unterschiede in der TAG-Verteilung zwischen Leber- und Hirngewebe der Exakte Fisher Test verwendet wurde.
(F) Mittlere Effektstirke der analysierten TAG in Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin (n =
5). Die Berechnung der statistischen Signifikanz der mittleren Effektstéirke in Leber- und Hirngewebe im
Vergleich zu Kontrolltieren wurde mittels Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wihrend die Unterschiede der
mittleren Effektstirken zwischen den beiden analysierten Geweben mit Hilfe des Student-t-Test beurteilt wurden.
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei
**%p < 0,001 gilt. (G) Das Venn-Diagramm zeigt sowohl exklusiv verdnderte als auch iiberlappende TAG-
Spezies in Leber- und Hirngewebe. Spezies mit einer Effektstirke groBer des durchschnittlichen SEM sind
hervorgehoben. (H) Olrot O-Firbung von Lipidtropfen im Lebergewebe von Kontroll-behandelten (links) und
Acitretin-behandelten (rechts) Mausen. Es sind reprisentative 1 pm-Z-Schnitte sechs unabhingiger Proben von
sechs Tieren (n=3 Kontroll- und n=3 Acitretin-behandelte Mause) dargestellt, Malistab =50 pm. Die
Behandlung der Miuse mit Acitretin erfolgte durch Malena dos Santos Guilherme und Vu Thu Thuy Nguyen.
Die Fiarbung der Lipidtropfen wurde von Prof. Bianca Schrul und Sen Qiao durchgefiihrt. Die
massenspektrometrische Lipidanalytik sowie Auswertung erfolgten in Kooperation mit Daniel Janitschke und
Cornel M. Bachmann. Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2021b).

4.2.2 Acitretin-induzierte Verinderungen der Phospholipide im Leber- und Hirngewebe von
transgenen Alzheimer-Miusen

Auf Grund dessen, dass die TAG-Spiegel mit der Bildung von Lipidtropfen, welche von einer
Phospholipid-Monoschicht umgeben sind, korrelieren und dass die Synthese von Phosphatidylcholin
mit der Expansion von Lipidtropfen in Zusammenhang steht (KRAHMER et al., 2011; WILFLING et
al., 2013), konnte angenommen werden, dass die Acitretin-bedingten Verdnderungen in den TAG-
Spezies auch einen Einfluss auf die Gesamt-PCaa-Menge haben. Ubereinstimmend mit der Literatur
wurde unter den in dieser Studie angewandten experimentellen Bedingungen eine Erhohung von 40 der
43 analysierten PCaa-Spezies in Acitretin-behandelten Leberproben detektiert. Die mittlere Effektstirke
war dabei signifikant auf 133,9 + 4,9 % (p < 0,001) gesteigert. Zudem zeigte sich eine Erh6hung dreier
PCaa-Spezies, welche die m-6 PUFA-Arachidonsdure (C20:4) enthalten, was hinsichtlich Acitretin-
induzierter inflammatorischer Prozesse eine Rolle spielen konnte (Abbildung 29).

Ahnlich zu den im Hirngewebe beobachteten kontroversen Effekten auf TAG im Vergleich zum
Lebergewebe, zeigten alle 43 im Gehirn von Acitretin-behandelten SxFAD-Méusen analysierten PCaa-
Spezies eine reduzierte Tendenz und die mittlere Effektstirke war signifikant auf 76,4 + 1,6 %
(p £0,001) verringert (Abbildung 29). Zusammenfassend wurde deutlich, dass im Lebergewebe sowohl
die TAG- als auch die PCaa-Spiegel auf Grund der Behandlung mit Acitretin erhoht waren, wiahrend im
Hirngewebe die Spiegel an TAG und PCaa Acitretin-bedingt reduziert waren.
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Abbildung 29: Veriinderte Phosphatidylcholin-(PCaa-) Spiegel in murinem S5xFAD-Leber- und
Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin. Die relativen Veranderungen einzelner PCaa-Spezies in murinem
Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin sind in den Volcano Plots (A: Leber, B: Gehirn)
dargestellt. Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. (C) Verteilung der PCaa-Spezies
dargestellt als Anzahl der erhohten oder reduzierten Lipide in Leber- und Hirngewebe in einem Séulendiagramm.
Die statistische Signifikanz der beobachteten Verschiebungen hin zu reduzierten oder gesteigerten Spezies im
Leber- oder Hirngewebe wurde mittels Binomialtest berechnet, wahrend fiir die Analyse signifikanter
Unterschiede in der PCaa-Verteilung zwischen Leber- und Hirngewebe der Exakte Fisher Test verwendet wurde.
(D) Mittlere Effektstiarke der analysierten PCaa in Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin (n =
5). Die Berechnung der statistischen Signifikanz der mittleren Effektstéirke in Leber- und Hirngewebe im
Vergleich zu Kontrolltieren wurde mittels Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wihrend die Unterschiede der
mittleren Effektstirken zwischen den beiden analysierten Geweben mit Hilfe des Student-t-Test beurteilt wurden.
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei
**%p < 0,001 gilt. Die Behandlung der Méuse mit Acitretin erfolgte durch Malena dos Santos Guilherme und Vu
Thu Thuy Nguyen. Die massenspektrometrische Lipidanalytik sowie Auswertung erfolgten in Kooperation mit
Daniel Janitschke und Cornel M. Bachmann. Abbildung veréndert nach (LAUER et al., 2021b).

Neben den PCaa-Spezies konnte auch fiir die PC-Plasmalogene eine Acitretin-bedingte signifikante
Verschiebung hin zu erhohten Spezies im Lebergewebe beobachtet werden. 30 der 39 in die Analyse
inkludierten PCae-Spezies zeigten eine Erhdhung, was in einer signifikanten Zunahme der mittleren
Effektstarke nach Acitretinbehandlung resultierte (105,2 + 1,3 % mit p < 0,001; Abbildung 30 D).
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Dieser Acitretin-induzierte Trend in den Plasmalogen-Spiegeln konnte einen positiven Aspekt in der
potenziellen therapeutischen Anwendung dieses Retinoids im Zusammenhang mit der
Alzheimererkrankung andeuten und als Ansatzpunkt flir weitere Studien dienen, da in
Alzheimerpatienten reduzierte Konzentrationen an Plasmalogenen berichtet wurden (SENANAYAKE,
GOODENOWE, 2019). Beziiglich der PC-Plasmalogene resultierten aus der Analyse des Hirngewebes
Acitretin-behandelter Tiere signifikant erhohte Gesamt-PCae-Spiegel (110,9 £ 0,8 % mit p < 0,001),
wobei hier die mittlere Effektstirke im Vergleich zu derjenigen im Lebergewebe signifikant stirker
ausgepragt war (p <0,001; Abbildung 30 D). Interessanterweise waren die PC-Plasmalogen-Spiegel
nach Behandlung mit Acitretin im Hirngewebe signifikant erhdht, was der Acitretin-bedingten
signifikanten Reduzierung der PCaa-Spezies im Hirngewebe gegeniibersteht.
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Abbildung 30: Verinderte Phosphatidylcholin-Plasmalogen-(PCae-) Spiegel in murinem SxFAD-Leber-
und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin. Die relativen Verdnderungen einzelner PCae-Spezies in
murinem Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin sind in den Volcano Plots (A: Leber, B: Gehirn)
dargestellt. Der detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. (C) Verteilung der PCae-Spezies
dargestellt als Anzahl der erhohten oder reduzierten Lipide in Leber- und Hirngewebe in einem Séulendiagramm.
Die statistische Signifikanz der beobachteten Verschiebungen hin zu reduzierten oder gesteigerten Spezies im
Leber- oder Hirngewebe wurde mittels Binomialtest berechnet, wahrend fiir die Analyse signifikanter
Unterschiede in der PCae-Verteilung zwischen Leber- und Hirngewebe der Exakte Fisher Test verwendet wurde.
(D) Mittlere Effektstiarke der analysierten PCae in Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin (n =
5). Die Berechnung der statistischen Signifikanz der mittleren Effektstérke in Leber- und Hirngewebe im
Vergleich zu Kontrolltieren wurde mittels Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wihrend die Unterschiede der
mittleren Effektstirken zwischen den beiden analysierten Geweben mit Hilfe des Student-t-Test beurteilt wurden.
Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei **p < 0,01

und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Kooperationen sind Abbildung 29 zu entnehmen. Abbildung
verandert nach (LAUER et al., 2021b).
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Wihrend die TAG-, PCaa- und Plasmalogen-Spiegel in Leberproben Acitretin-behandelter SxFAD-
Mause im Vergleich zu unbehandelten Tieren erh6ht waren, resultiere die Retinoidbehandlung in Bezug
auf die SM-Spezies in einer signifikanten Reduzierung der mittleren Effektstirke auf 93,2 £ 1,5 %
(p £0,001) (Abbildung 31 D). Im Hinblick auf die Alzheimererkrankung ist dieser SM-reduzierende
Effekt als kritisch einzustufen, da berichtet wurde, dass SMasen (SM katabolisierende Enzyme) im
Gehirn von Alzheimerpatienten erhoht sind (HE et al., 2010). Zudem konnte auf molekularer Ebene ein
Vorwirtsregelkreislauf zwischen Sphingolipiden und der APP-Prozessierung beschrieben werden:
Sphingomyelin ist in der Lage die Aktivitit der y-Sekretase zu inhibieren, was in reduzierten Ap-
Spiegeln resultiert. Auf Grund dessen, dass AP die SMase-Aktivitdt erhoht, bedingt der SM-bedingte
verringerte AB-Spiegel gesteigerte Sphingomyelin Spiegel (ZINSER et al., 2007). Die mit den Effekten
im Lebergewebe einheitliche Acitretin-induzierte Reduzierung der mittleren SM-Effektstirke war im
Hirngewebe stirker ausgeprégt (84,5 = 1,4 % mit p < 0,001), wobei 14 der 15 analysierten SM-Spezies
in beiden Geweben iibereinstimmend reduziert vorlagen, was anhand des Venn-Diagramms deutlich
wird (Abbildung 31 E).
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Abbildung 31: Veriinderte Sphingomyelin-(SM-) Spiegel in murinem SxFAD-Leber- und Hirngewebe
nach Behandlung mit Acitretin. Die relativen Verdnderungen einzelner SM-Spezies in murinem Leber- und
Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin sind in den Volcano Plots (A: Leber, B: Gehirn) dargestellt. Der
detaillierte Aufbau der Volcano Plots ist 3.2.5.3 zu entnehmen. (C) Verteilung der SM-Spezies dargestellt als
Anzahl der erhohten oder reduzierten Lipide in Leber- und Hirngewebe in einem S#ulendiagramm. Die
statistische Signifikanz der beobachteten Verschiebungen hin zu reduzierten oder gesteigerten Spezies im Leber-
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oder Hirngewebe wurde mittels Binomialtest berechnet, wihrend fiir die Analyse signifikanter Unterschiede in
der SM-Verteilung zwischen Leber- und Hirngewebe der Exakte Fisher Test verwendet wurde. (D) Mittlere
Effektstirke der analysierten SM in Leber- und Hirngewebe nach Behandlung mit Acitretin (n= 5). Die
Berechnung der statistischen Signifikanz der mittleren Effektstérke in Leber- und Hirngewebe im Vergleich zu
Kontrolltieren wurde mittels Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wéhrend die Unterschiede der mittleren
Effektstirken zwischen den beiden analysierten Geweben mit Hilfe des Student-t-Test beurteilt wurden.
Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei **p < 0,01
und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). (E) Das Venn-Diagramm zeigt sowohl exklusiv verédnderte als
auch tiberlappende SM-Spezies in Leber- und Hirngewebe. Spezies mit einer Effektstirke groBer des
durchschnittlichen SEM sind hervorgehoben. Kooperationen sind Abbildung 29 zu entnehmen. Abbildung
verandert nach (LAUER et al., 2021b).

4.2.3 Gehalt an (Acyl- / Acetyl-) Carnitinen in Anwesenheit von Acitretin im Leber- und
Hirngewebe von transgenen Alzheimer-Méusen

Durch das Detektieren von Acitretin-bedingten Verdanderungen in den TAG-Spiegeln sowohl im Leber-
als auch im Hirngewebe von 5xFAD-Méusen konnte bereits ein potenzieller Einfluss dieses Retinoids
auf den zelluldren Energiemetabolismus vermutet werden. Um diesen potenziellen Zusammenhang
detaillierter beurteilen zu kdnnen, wurden die Mengen an Carnitin (C0), Acetyl-Carnitin (C2) und Acyl-
Carnitinen (CX mit X > 3) in Leber- und Hirnproben Acitretin-behandelter SxFAD-Méuse analysiert.
Unter Acyl-Carnitinen wurden alle Carnitine CX mit X > 3 zusammengefasst, da es sich bei C3 um das
Pendant zu C2 handelt, welches bei der B-Oxidation ungeradzahliger Fettsduren als Produkt entsteht.
In beiden Geweben wurden die Mengen an CO-Carnitin sowie Acetyl-Carnitin (C2) durch Acitretin nicht
signifikant verdndert (Leber, C0: 99,3 £22,2 % (p = 0,984) und C2: 125,2 + 27,2 % (p = 0,396); Hirn,
C0: 99,1 £3,8 % (p =0,832) und C2: 100,9 = 4,8 % (p = 0,905)). Die mittlere Effektstidrke der Acyl-
Carnitine (CX mit X > 3) verhielt sich Acitretin-vermittelt sowohl in den Leber- als auch den
Hirngeweben dhnlich zu den Effektstdrken, die zuvor fiir die Lipidklassen TAG und PCaa quantifiziert
wurden. In der Leber resultierte die Acitretinbehandlung in einer signifikanten Zunahme der mittleren
Acyl-Camitin-Effektstirke auf 117,2+4,0 % (p <0,001), wihrend sie im Hirn eine signifikante
Abnahme der mittleren Effektstirke auf 91,0 £ 0,8 % (p < 0,001) bedingte (Abbildung 32).
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35 E](d}::]bﬁ:‘n Signifikanz der mittleren Effektstirke in

Leber- und Hirngewebe im Vergleich zu
Kontrolltieren wurde mittels Einstichproben-t-Test ausgefiihrt, wahrend die Unterschiede der mittleren
Effektstirken zwischen den beiden analysierten Geweben mit Hilfe des Student-t-Test beurteilt wurden.
Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei
**%p < 0,001 gilt. Kooperationen sind Abbildung 29 zu entnehmen. Abbildung verandert nach (LAUER et
al., 2021b).
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4.3 Der Einfluss gesittigter mittelkettiger Fettsiuren auf die IDE-vermittelte Ap-

Degradation
Anhand der bereits vorgestellten Ergebnisse wurde auf Zellkultur- und muriner Ebene deutlich, dass
additive Substanzen in der Lage sind, den Metabolismus Alzheimer-assoziierter Lipide zu beeinflussen.
Im Zusammenhang mit einem Vitamin D-Mangel wurde beispielsweise beobachtet, dass die Spiegel an
gesittigten Fettsduren (SFA), die innerhalb von Phosphatidylcholin-Spezies gebunden vorlagen,
signifikant erhoht waren. Damit einhergehend waren innerhalb der analysierten Phospholipid-Spezies
(PCaa, PCae und Lyso-PC) die SFA/MUFA- und SFA/PUFA-Verhiltnisse auf Grund des Mangels an
Calcitriol signifikant veréndert (Abbildung 25). Basierend darauf bestand das Ziel der im folgenden
Abschnitt vorgestellten Studie in der experimentellen Adressierung des Effektes von gesittigten
Fettsduren auf die Alzheimerpathologie. Auf Grund dessen, dass in der Lipidomics-Analyse neben dem
Einfluss auf den Sattigungsgrad auch Effekte des Calcitriol-Mangels auf die Kettenldnge, speziell die
mittelkettigen Fettsduren (Abbildung 25), detektiert wurden, und innerhalb der geséttigten Fettsduren
eine weitere Aufteilung nur noch anhand der Kettenldnge moglich ist, fokussierte sich die Analyse auf
Fettsduren mit einer Kettenldnge von 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 24 Kohlenstoffatomen. Neben den
Hypovitaminose D-bedingten Verdnderungen der Lipidhomdostase wurde in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls ein Einfluss von Vitamin D auf die AB-Degradation beobachtet (Abbildung 15). Aufbauend
darauf und auf den Ergebnissen einer vorausgegangenen Studie der Experimentellen Neurologie, die
bereits einen Effekt verschiedener Phospholipide auf die Aktivitit von an der APP-Prozessierung
beteiligten Sekretasen demonstrierten (GRIMM et al., 2013a), wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit experimentell adressiert, ob es einen Zusammenhang zwischen der Liange gesittigter Fettsduren
und der Degradation des neurotoxischen AB-Peptids gibt. Auf diese Weise sollte evaluiert werden, ob
die durch einen Mangel an Vitamin D verursachten Effekte auf den Sattigungsgrad sowie die
Kettenlidnge der Fettsduren eine Relevanz im Hinblick auf die Alzheimerpathologie, die potenziell iiber

die Degradation von A vermittelt werden konnte, besitzen.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in Cells (MDPI-Verlag, Impact Factor dieser Fachzeitschrift Stand
November 2022: 7,666) verdffentlicht:

Mett J, Lauer AA, Janitschke D, Griebsch LV, Theiss EL, Grimm HS, Koivisto H, Tanila H,
Hartmann T, Grimm MOW. Medium-Chain Length Fatty Acids Enhance Af Degradation by
Affecting  Insulin-Degrading  Enzyme. Cells. 2021 Oct 29;10(11):2941.  doi:
10.3390/cells10112941. PMID: 34831163; PMCID: PMC8616162.

Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit umfasste in dieser Studie die
Verifizierung der mittels Western Blot verdeutlichten Einfliisse der Kettenlédnge auf die IDE-abhéngige
ApB-Degradation durch die ELISA-Methode, die Experimente zur Beurteilung der Phospholipid-
Aufnahme, die Validierung des linearen Western Blot-Nachweises von synthetischem AP sowie die
Propidiumiodidférbung. Die detaillierte Beschreibung dieses experimentellen Anteils ist den jeweiligen
Unterschriften der folgenden Abbildungen sowie der entsprechenden Kooperationstabelle (Tabelle 39)

zu entnehmen.
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Tabelle 39: Kooperationen im Rahmen der Analyse gesiittigter Fettsiduren.

Ergebnisse

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
MS-Analyse der Phospholipidaufnahme Anna A. Lauer
Analyse. d.e{ Zellviabilitét mittels LDH- Dr. Janine Mett
Zytotoxizitdtsanalyse
Lea V. Griebsch
Abbildung 33 Propidiumiodidfarbung Dr. Janine Mett
Anna A. Lauer
Proteingehalt B-Aktin Dr. Janine Mett
SEAP-Aktivitit Dr. Janine Mett
Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot Dr. Janine Mett
Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot Dr. Janine Mett
Abbildung 34 Analyse der AB—Degradat?on rn%ttels ELISA . Anna A. Lauer
Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot in Dr. Janine Mett
IDE-KD-Zellen ]
Genexpressionsanalyse /de Dr. Janine Mett
Proteingehalt IDE Dr. Janine Mett
. Aktivitdt IDE Dr. Janine Mett
Abbildung 35 Analyse der AB-Degradation durch rekombinantes IDE A
; nna A. Lauer
mittels ELISA

Dr. Janine Mett
Prof. Marcus Grimm

Aktivitit IDE in murinen Serumproben
Studiendesign, Projektbetreuung und -Koordination

Zur Analyse potenzieller Effekte der Fettsduren-Kohlenstoffkettenlinge auf die AB-Degradation
wurden murine Neuroblastomzellen (N2a) mit Phosphatidylcholinen (PC), welche jeweils die
identischen gesittigten Fettsduren aufsteigender Lénge (PC10:0/10:0, PC12:0/12:0, PC14:0/14:0,
PC16:0/16:0, PC18:0/18:0, PC20:0/20:0, PC22:0/22:0 und PC24:0/24:0; siche Kapitel 3.1.6) in der snl-
und sn2 Position enthielten, behandelt. Die zu analysierenden Phospholipide wurden dabei in drei
Gruppen zusammengefasst: [) PC16:0-18:0, welche Palmitin- (16:0) und Stearinséure (18:0), die Haupt-
SFAs im menschlichen Gehirn (SASTRY, 1985), enthalten und als Kontrolle (100 %) gesetzt wurden;
IT) PC10:0-14:0, welche die mittelkettigen Fettsduren Caprin- (10:0), Laurin- (12:0) und Myristinsiure
(14:0) enthalten und III) PC20:0-24:0, die die sehr langkettigen Fettsduren Arachin- (20:0), Behen-
(22:0) und Lignocerinséure (24:0) (very long chain fatty acids, VLCFAs) inkludieren.

Die Analyse der zelluliren Phosphatidylcholin-Aufnahme ergab eine zelluldre Aufnahme der

supplementierten Lipide unter den gewihlten experimentellen Bedingungen, welche in
Ubereinstimmung mit der Literatur ist (GRIMM et al., 2013a) und in einer mindestens dreifachen
Erhéhung iiber die endogenen Mengen resultierte (Abbildung 33 A). Eine Korrelation der Aufnahme
der einzelnen PC-Spezies mit den beobachteten Effekten auf die AB-Degradation (Abbildung 34)
konnte ausgeschlossen werden (p = 0,541).

Die Analysen der Zellviabilitit mittels LDH-Analyse und Propidiumiodidfiarbung detektierten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei analysierten Gruppen geséttigter Fettsduren (LDH-
Aktivitdt: p=0,633; Propidiumiodid-Aufnahme (- Triton): p =0,795; Propidiumiodid-Aufnahme
(+ Triton): p =0,358). Dies weist darauf hin, dass die beobachteten Effekte nicht auf durch die
unterschiedlichen Phospholipide verdnderte Membranintegritit und somit Zellviabilitit zurtickzufiihren

sind.
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Auch der Proteingehalt an -Aktin sowie die konstitutive Proteinsekretion zeigten keine Verdnderungen
groBBer 5 % (Abbildung 33 B-E). Die detektierten Unterschiede verschiedener Parameter wurden relativ
zu den Effekten, die durch diejenigen PC-Spezies, welche Fettséduren mit einer Kettenldnge von 16-18
Kohlenstoffatomen inkludierten, bedingt wurden, ausgewertet. Wie in Abbildung 33 F abgebildet,
resultierte die Behandlung mit diesem Palmitinséure-enthaltenden Kontrolllipid PC16:0/16:0 in keiner
signifikanten Verdnderung der AP-Degradation im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle Ethanol
(p=0,552).
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Abbildung 33: Validierung der verwendeten Inkubationsbedingungen sowie der Verwendung von
PC16:0-18:0 als Kontrolllipidgruppe. (A) Phospholipidaufnahme durch N2a-Zellen. Die Séulendiagramme
stellen das massenspektrometrisch analysierte Phosphatidylcholin-Profil von N2a-Zellen dar, die mit PC10:0-
14:0, PC16:0-18:0 oder PC20:0-24:0 (jeweils n = 3) inkubiert wurden. Es wurde keine signifikante Korrelation
zwischen der Aufnahme der einzelnen PC-Spezies und den beobachteten Effekten auf die AP-Degradation
detektiert (p = 0,541). (B) Zytotoxizitét nach Inkubation der analysierten Phospholipide detektiert durch LDH-
Aktivitdt im Zellkulturmedium (n > 9) sowie durch die zelluldre Aufnahme von Propidiumiodid (n > 25; C) (-
Triton X-100: tote Zellen nach PC-Behandlung; + Triton X-100: Gesamtzellzahl nach PC-Inkubation). (D) B-
Aktin-Proteingehalt in N2a-Zellen nach Behandlung mit den analysierten Phospholipiden (n=>6). (E)
Konstitutive Proteinsekretion abgebildet durch die Aktivitdt der sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP)
im Zellkulturiiberstand von N2a-Zellen nach Inkubation der analysierten Phospholipide (n =9). (G) Effekt der
Losungsmittelkontrolle Ethanol auf die ApB-Degradation in murinen Neuroblastomzellen (N2a) verglichen mit
dem Einfluss von PC16:0/PC16:0, welcher auf 100 % gesetzt wurde (n > 6). Fehlerbalken repréasentieren den
Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05 gilt (n.s.: nicht signifikant). Die
Analyse der Zytotoxizitit, des B-Aktin-Proteingehaltes, der SEAP-Aktivitit sowie der AB-Degradation erfolgten
durch Dr. Janine Mett. Die Propidiumiodidfarbung wurde in Kooperation mit Dr. Janine Mett und Lea V.
Griebsch durchgefiihrt. Abbildung verdndert nach (METT et al., 2021).
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4.3.1 Der Effekt der Fettsidure-Kettenliinge auf die IDE-abhéingige AB-Degradation
Hinsichtlich der AB-Degradation konnten Kettenldngen-abhédngige Effekte detektiert werden. Hierzu
wurde die Menge an nicht-degradiertem humanem AB40 im Zellkulturiiberstand PC-behandelter N2a-
Zellen bestimmt. Es wurde sich fiir AB40 und gegen AB42 entschieden, da zweiteres auf Grund zweier
zusitzlicher Aminosduren ein grofleres Oligomerisierungspotenzial besitzt und AB-Oligomere die
Aktivitit von IDE beeintrichtigen.

Die Menge an verbliebenem AB40 im Zellkulturiiberstand von PC10:0- und PC14:0-behandelten Zellen
war im Vergleich zu PC16:0-18:0-inkubierten Zellen signifikant reduziert (p = 0,030 und p = 0,005),
was eine gesteigerte AP-Degradation repréasentierte. Auch in Anwesenheit von PC12:0 tendierte die
Menge an verbliebenem AP40 zu einer Verringerung, wobei der Effekt keine statistische Signifikanz
erreichte (p =0,092). Im Gegensatz dazu resultierte die Western Blot-Analyse des konditionierten
Mediums von mit PC20:0, PC22:0 und PC24:0 inkubierten Zellen im Vergleich zu PC16:0 in einer
inhibierten Degradation von A, wobei die Menge an verbliebenem A in Anwesenheit von PC22:0
und PC24:0 jeweils signifikant erhoht war (jeweils p < 0,001, Abbildung 34 A und B). Aus den Daten
der AB-Degradationsanalyse ging eine signifikante Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenlédnge und
der Menge an verbleibendem AP hervor (R? = 0,76 mit p = 0,005; Abbildung 34 C).

Die Betrachtung der gruppierten Daten resultierte in einer signifikanten Reduzierung von nicht-
degradiertem AP auf 66,8 + 3,7 % (p < 0,001) in Zellen, die mit PC10:0-14:0 im Vergleich zu PC16:0-
18:0 behandelt wurden. Im Gegensatz dazu bedingte die Behandlung mit den léngerkettigen Spezies
PC20:0-24:0 signifikant erhdohte Mengen an verbliebenem AP (147,7 = 8,1 %; p < 0,001), wobei sich
dieser Effekt signifikant von dem, der durch Inkubation mit PC10:0-14:0 vermittelt wurde, unterscheidet
(p £ 0,001) (Abbildung 34 D). Diese gegensitzlichen Einfliisse auf die Degradation von A wurden
mittels einer zweiten Methode, der enzymgekoppelten Immunadsorptionsanalyse (ELISA), verifiziert
(PC10:0-14:0 auf 95,3 £2,6 %, PC20:0-24:0 auf 105,3 £3,4 %; p= 0,035; Abbildung 34 E). Die
vorliegenden Daten lassen vermuten, dass die AB-Degradation durch geséttigte mittelkettige Fettsduren
stimuliert wird, wahrend sehr langkettige geséttigte Fettsduren einen gegenteiligen Effekt zu haben
scheinen.

Um weiterfithrend zu analysieren, ob die beobachteten Einfliisse der Fettséure-Kettenlédnge auf die Ap-
Degradation abhingig vom Af-degradierenden Enzym IDE sind, wurde das Experiment in stabil
transfizierten N2a-IDE-Knockdown-(KD-) Zellen wiederholt. In dieser Zelllinie beeinflussten weder
PC10:0-14:0 noch PC20:0-24:0 die AP-Degradation im Vergleich zu PC16:0-18:0 signifikant
(p=0,129 beziehungsweise p =0,969). Ubereinstimmend damit, dass keine der analysierten PC-
Spezies die Degradation von A} im Vergleich zu PC16:0/16:0 signifikant verdnderte, konnte in N2a-
IDE-KD-Zellen keine signifikante Korrelation zwischen Fettsdure-Kettenlénge und der Menge an nicht-
degradiertem AP detektiert werden (R? = 0,17 mit p = 0,31; Abbildung 34 F). Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die geséttigten mittelkettigen und sehr langkettigen Fettséduren die IDE-vermittelte Ap-

Degradation beeinflussen.
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Abbildung 34: Effekt der Fettsiiure-Kettenliinge auf die IDE-abhiingige Degradation von Af. (A) Analyse
der Einfliisse ansteigender Fettsdure-Kettenlinge (PC10:0/10:0, PC12:0/12:0, PC14:0/14:0, PC18:0/18:0,
PC20:0/20:0, PC22:0/22:0 und PC24:0/24:0) auf die AB-Degradation in murinen Neuroblastomzellen (N2a)
verglichen mit PC16:0/16:0, welches auf 100 % gesetzt wurde (n > 3). (B) Représentative immunologische
Nachweise des nicht-degradierten AB40 nach Behandlung von N2a-Zellen mit den aufgefiihrten Phospholipid-
Spezies. (C) Pearson-Korrelation zwischen der Fettsdure-Kettenldnge und der Menge an verbliebenem AB40
(R?=0,76 und R = 0,87). (D) Gruppierte Analyse der Effekte der analysierten Phospholipide auf die Degradation
von AP in N2a-Zellen mittels Western Blot (n > 11). (E) Gruppierte Analyse der Effekte der analysierten
Phospholipide auf die Degradation von AP in N2a-Zellen mittels ELISA (n=9). (F) Validierung des Ide-
Knockdowns in murinen Neuroblastomzellen durch reduzierte IDE-Proteinspiegel in N2a-Ide-KD-Zellen
verglichen mit N2a-Kontrollzellen. Einhergehend damit eine verringerte AB-Degradation, abgebildet durch
erhohte Mengen an verbliebenem A in N2a-Ide-KD-Zellen im Vergleich zu N2a-Kontrollzellen. (G) Analyse
der Effekte der Fettséure-Kettenldnge auf die Ap-Degradation in stabil transfizierten N2a-I/de-KD-Zellen mittels
Western Blot (n = 9) sowie resultierende Pearson-Korrelation zwischen Fettsdure-Kettenldnge und der Menge an
nicht-degradiertem AB (R*= 0,17 und R = 0,31). Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne stellen
die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Die

Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot erfolgte durch Dr. Janine Mett. Abbildung verdndert nach
(METT etal., 2021).
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4.3.2 Der Einfluss der Fettsiure-Kettenlinge auf die Sekretion von IDE sowie dessen
katalytische Aktivitit

Die detaillierteren Analysen der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen konzentrierten sich
zunichst auf die /de-Genexpression, da MCFAs als endogene Aktivatoren des Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptors Gamma (PPARy) bekannt sind. PPARy kann an das funktionale Peroxisom-
Proliferator-Antwort-Element in der Promotorregion von /DE binden und es wurde berichtet, dass so
die Transkription von /DE in Primédrneuronen gesteigert wurde (DU et al., 2009; LIBERATO et al.,
2012).

Die durchgefiihrte Genexpressionsanalyse demonstrierte, dass die Transkription von /de unter den in
der vorliegenden Arbeit gewihlten experimentellen Bedingungen nicht in Abhéngigkeit der Kettenlédnge
beeinflusst wird. Weder die Behandlung von N2a-Zellen mit PC10:0-14:0 (p = 0,763) noch diejenige
mit PC20:0-24:0 (p = 0,717) hatte Einfluss auf die /de-Expression (Abbildung 35 A). Dies weist darauf
hin, dass die Fettsdure-Kettenldnge-abhingigen Effekte auf die IDE-abhingige Degradation von Af}

nicht durch Verdnderungen der /de-Genexpression bedingt werden.

Auf Grund dessen, dass IDE Exosomen-vermittelt in den Extrazellularraum freigesetzt werden kann, in
dem es eine Rolle im Katabolismus sezernierter AB-Peptide spielt (BULLOJ et al., 2010; VEKRELLIS
et al., 2000), wurde zur weiteren Aufklidrung der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der
Einfluss der Fettsdure-Kettenldnge auf die zelluldre Sortierung von IDE experimentell adressiert.
Mittels Western Blot-Analyse wurde ein signifikant erhdhter Proteingehalt an extrazelluldrem IDE
(138,9 £ 7,8 %; p < 0,001), begleitet von einem signifikant reduzierten intrazelluliren IDE-Spiegel
(76,1 £4,4 %; p = 0,040), in N2a-Zellen, die mit PC10:0-14:0 im Vergleich zu PC16:0-18:0 behandelt
wurden, detektiert. Der zelluldre Anteil an $-Aktin, welches als Kontrollprotein im Rahmen der Western
Blot-Analyse herangezogen wurde, war unter diesen Bedingungen unverindert (Abbildung 33 D). Auch
ein genereller Effekt der analysierten Fettsduren auf die Proteinsekretion iiber den konstitutiven, nicht-
regulierten sekretorischen Signalweg konnte durch nur geringe (<5 %) Verdnderungen der SEAP-
Aktivitit im Zellkulturiiberstand ausgeschlossen werden (Abbildung 33 E). Im Gegensatz zu den
Einfliissen von PC10:0-14:0 beeinflussten PC20:0-24:0 die zelluldre IDE-Sortierung nicht, da weder der
Proteingehalt an extrazelluldrem noch der an intrazelluldrem IDE in den entsprechend inkubierten N2a-
Zellen im Vergleich zu PC16:0-PC18:0 verdndert war (p = 1,000 bzw. p =0,571) (Abbildung 35 B).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die beobachtete Steigerung in der AP-Degradation nach
Behandlung der Zellen mit PC10:0-14:0 auf eine erhohte exosomale IDE-Sekretion zuriickgefiihrt
werden konnte, welche in erhShten extrazelluliren und reduzierten intrazelluliren IDE-Spiegeln
resultiert.
Den reduzierenden Einfliissen von PC20:0-24:0 auf die AP-Degradation scheinen hingegen andere
molekularen Mechanismen zugrunde zu liegen. Daher wurden potenzielle direkte Einfliisse der
Fettsdure-Kettenldnge auf die katalytische Aktivitdt von IDE analysiert. Hierzu wurde rekombinantes
IDE in vitro mit den verschiedenen PC-Spezies inkubiert, bevor eine Quantifizierung der Enzymaktivitat
mittels spezifischem fluoreszierenden Substrat erfolgte. Die Inkubation mit gesittigten mittelkettigen
Fettsduren erhohte die Aktivitit von rekombinantem IDE direkt (134,9 £ 7,6 %; p = 0,013), wihrend
die Behandlung mit ldngerkettigen Fettsduren in einer inhibierten Enzymaktivitdt im Vergleich zu
PC16:0-18:0 resultierte (56,0 + 6,9 %; p = 0,002).
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Zudem lieferte der Vergleich von PC10:0-14:0- und PC20:0-24:0- bedingten Effekten ebenfalls einen
signifikanten Unterschied (p <0,001) (Abbildung 35 C). Auch diese Ergebnisse wurden unter
Verwendung des ELISA als zweite Methode validiert, wobei das fluorogene Substrat durch
synthetisches humanes AB40 ersetzt wurde, dessen geringeres Oligomerisierungspotenzial im Vergleich
zu AP42 keine inhibierende Wirkung auf die degradierende Aktivitdt von IDE haben sollte. Wéhrend
unter diesen experimentellen Bedingungen die Inkubation mit PC10:0-14:0 in einer leicht, jedoch nicht
signifikant, verringerten Menge an nicht-degradiertem Af resultierte (89,6 £ 4,1 %; p = 0,537), erhohte
die Inkubation mit PC20:0-24:0 das verbliecbene AP signifikant auf 133,2 £ 8,2 %, wobei diese
Anderung sowohl verglichen mit PC16:0-18:0 (p =0,011) als auch mit PC10:0-14:0 (p = 0,002) das
Signifikanzniveau erreichte (Abbildung 35 D). Somit schien die katalytische Aktivitdt von IDE durch
gesittigte mittelkettige Fettsduren direkt stimuliert zu werden, wihrend sie durch geséttigte sehr
langkettige Fettsduren inhibiert wird.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die gesittigten kurzkettigen Fettsduren ihren Effekt auf die AB-
Degradation potenziell iiber die Sortierung von IDE vermitteln, wihrend die langkettigen gesittigten
Fettsduren einen direkten Einfluss auf die katalytische IDE-Aktivitét zu haben scheinen.

Die Effekte der gesittigten mittelkettigen Fettsduren auf die Aktivitdt des AB-degradierenden Enzyms
IDE konnten in vivo anhand von APPswe/PS1AE9-Miusen, die mit einer Kokosnuss-Ol-angereicherten
Diit, welche groBe Mengen an mittelkettige Fettsduren enthilt, gefiittert wurden, validiert werden. Im
Serum dieser Mause wurde eine auf 142,4 £ 5,0 % (p < 0,001) signifikant gesteigerte IDE-Aktivitét im
Vergleich zum Serum von Tieren, die eine isokalorische Kontrolldidt erhielten, detektiert
(Abbildung 35 E). Diese Daten deuten an, dass die Supplementierung von geséttigten MCFA auch die
Aktivitdt von IDE in extrazelluldren Kompartimenten im ex vivo Modell erhoht. Zudem unterstreichen
sie, dass nicht nur mehrfach ungeséttigte Fettsduren, wie beispielsweise die Docosahexaenséure (DHA),
sondern auch mittelkettige gesittigte Fettsiuren, wie sie beispielsweise in Kokosnuss-Ol enthalten sind,
hinsichtlich Pravention und Behandlung der Alzheimererkrankung vorteilhaft sein konnten.
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Abbildung 35: Effekte der Fettsdure-Kettenlinge auf die Sekretion von IDE und dessen Kkatalytische
Aktivitit. (A) Genexpressionsanalyse der Einfliisse der Fettsédure-Kettenlédnge (PC10:0-14:0 und PC20:0-24:0
wurden jeweils mit PC16:0-18:0 verglichen) auf die /de-Transkription in N2a-Zellen (n > 11). (B) Analyse des
Einflusses von PC10:0-14:0 und PC20:0-24:0 auf die zelluldre Sortierung von IDE in N2a-Zellen. Die extra- und
intrazelluliren IDE-Proteinspiegel wurden mittels Western Blot-Analyse detektiert (n >9). (C) Analyse der
direkten Effekte der Fettsdure-Kettenldnge auf die katalytische IDE-Aktivitit unter Verwendung des fluorogenen
Substrats MCA-RPPGFSAFK(Dnp)-OH (n > 12) (C) oder des humanen AB40-Peptides (n =5) (D). (E) Analyse
des Einflusses von MCFA auf die Aktivitit von IDE im Serum von APPswe/PS1AE9-Maiusen, die mit einer
Kokosnuss-Ol-angereicherten Diéit oder einer isokalorischen Kontrolldit gefiittert wurden (n = 7). Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und
**%p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Die Analysen von IDE-Transkription, -Proteingehalt und -Aktivitét
erfolgte durch Dr. Janine Mett. Abbildung verdndert nach (METT et al., 2021).
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4.4 Analyse eines regulatorischen Riickkopplungszyklus zwischen der APP-
Intrazelluléiren Doméne (AICD) und IDE

Im vorangegangenen Abschnitt konnte ein regulierender Einfluss von Phospholipiden, die gesittigte
mittelkettige Fettsduren inkludieren, auf das AB-degradierende Enzym IDE demonstriert werden. Dieser
ist dem bereits in der Literatur beschriebenen Effekt geséttigter Fettsduren auf die APP-prozessierenden
Sekretasen (GRIMM et al., 2013a) sehr &hnlich. Dieser Einfluss auf die Sekretasen konnte die
Grundlage fiir einen weiteren Weg sein, liber den Vitamin D die IDE-vermittelte AB-Degradation
beeinflussen konnte: durch die Lipidhomoostase-modulierenden Eigenschaften ist Vitamin D in der
Lage, die Sekretasen, die an der APP-Prozessierung beteiligt sind, zu beeinflussen, was sich wiederum
auf die Menge an AICD, welches sowohl aus der amyloidogenen als auch nicht-amyloidogenen APP-
Prozessierung resultiert, auswirkt. Fiir die AICD ist bekannt, dass sie transkriptionsregulatorische
Eigenschaften besitzt und neben der Expression der Sekretasen auch die des AB-degradierenden Enzyms
Neprilysin (NVEP) reguliert (GRIMM et al., 2015a; VON ROTZ et al., 2004). Basierend darauf wurde
sich im Folgenden auf die Analyse eines potenziellen Zusammenhangs zwischen der AICD und der
IDE-vermittelten Ap-Degradation fokussiert.

Die Ergebnisse dieser Studie sind in Aging Cell (Wiley-Blackwell-Verlag, Impact Factor dieser
Fachzeitschrift Stand November 2022: 11,005) vertftentlicht:

Lauer AA", Mett J*, Janitschke D, Thiel A, Stahlmann CP, Bachmann CM, Ritzmann F, Schrul
B, Miiller UC, Stein R, Riemenschneider M, Grimm HS, Hartmann T*, Grimm MOW".
Regulatory feedback cycle of the insulin-degrading enzyme and the amyloid precursor protein
intracellular ~ domain: Implications for Alzheimer's disease. Aging Cell. 2020
Nov;19(11):¢13264. doi: 10.1111/acel.13264. Epub 2020 Oct 31. PMID: 33128835; PMCID:
PMC7681056. “diese Autoren haben gleichermafen zu dieser Publikation beigetragen

Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit umfasste in dieser Studie die Analyse
der AB-Degradation in verschiedenen Zelllinien unter unterschiedlichen Bedingungen, die Analyse der
IDE-Aktivitdt, des IDE-Proteingehaltes, der /DE-Promotoraktivitdt und der IDE- / Ide-, APP- sowie
PGC-1o-Genexpressionen. Die detaillierte Beschreibung dieses experimentellen Anteils ist den
jeweiligen Unterschriften der folgenden Abbildungen sowie der entsprechenden Kooperationstabelle
(Tabelle 40) zu entnehmen.

Tabelle 40: Kooperationen im Rahmen der Analyse eines potenziellen Zusammenhangs zwischen AICD
und IDE.

Abbildung Experimenteller Anteil / Téitigkeit ausfithrende Person
Dr. Janine Mett
Anna A. Lauer
Daniel Janitschke

Abbildung 37 Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot

Analyse der AB-Degradation mittels Western Blot

Abbildung 38 in Anwesenheit von Insulin und / oder Thiorphan Cornel M. Bachmann
Anna A. Lauer
Analyse der IDE-Aktivitit Dr. Janine Mett
Dr. Janine Mett

Abbildung 39  Analyse des IDE-Proteingehaltes mittels Western

Blot Andrea Thiel

Anna A. Lauer
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Dr. Janine Mett
Abbildung 40  Analyse der /DE-Genexpression mittels qRT-PCR  Dr. Christoph P. Stahlmann
Anna A. Lauer
Dr. Janine Mett
Anna A. Lauer
Dr. Janine Mett
Andrea Thiel
Anna A. Lauer
Dr. Janine Mett
Anna A. Lauer
Dr. Janine Mett
Anna A. Lauer

Analyse der IDE-Genexpression mittels qRT-PCR

Abbildung 41 Analyse des IDE-Proteingehaltes mittels Western

Blot

Abbildung 42 Analyse der IDE-Promotoraktivitét

Analyse der Ide-Genexpression mittels gRT-PCR

Abbildung 43 Analyse des IDE-Proteingehaltes mittels Western Dr. Felix Ritzmann
Blot Anna A. Lauer
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4.4.1 Validierung der in diesem Projekt verwendeten Zelllinien

Im Rahmen der Analyse eines potenziellen Zusammenhanges zwischen der AICD und dem Ap-
degradierenden Enzym IDE wurden verschiedene zellulire Modelle unterschiedlichen Ursprungs
(murin und human) verwendet. Dieses Kapitel veranschaulicht die initiale Validierung derjenigen
Zelllinien, die genetisch so verdandert wurden, dass sie beispielsweise AICD- oder IDE-defizient waren

(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Verifizierung der zur Analyse des potenziellen Riickkopplungsmechanismus zwischen der
AICD und IDE verwendeten Zelllinien. (A) Verifizierung der Presenilin 1-Retransfektion in MEF-PS1/27"-
Zellen durch Western Blot-Analyse (NTF: N-terminales Fragment). In Ubereinstimmung mit der Literatur
(GRIMM et al., 2005; HERREMAN et al., 2000). Abbildung veréndert nach (ZINSER, 2009). (B) Reduzierte
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IDE-Genexpression in MEF-PS1/27- + IDE-KD-Zellen. (C) Reduzierte Expression von APP und APLP2 in MEF-
APP/APLP27-Zellen verglichen mit MET-WT-Zellen. In Ubereinstimmung mit der Literatur (HEBER et al.,
2000). (D) Reduzierte Expression der AICD in MEF-APPACT15-Zellen verglichen mit MEF-WT-Zellen. In
Ubereinstimmung mit der Literatur (RING et al., 2007). (E) Uberexpression der 50 C-terminalen Aminosiuren
von APP in transfizierten MEF-APPACT15-Zellen verglichen mit MEF-WT-Zellen. (F) x-fache Uberexpression
von APP®3, APP”3! und APP”” in transfizierten MEF-APP/APLP2""-Zellen verglichen mit MEF-WT-Zellen. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede im Expressionsniveau zwischen den APP-Isoformen detektiert. (G)
Verifizierung des 4PP-Knockouts in der entsprechenden SH-SYS5Y-Zelllinie mittels Western Blot-Analyse
verglichen zu mock-transfizierten Zellen. Abbildung verdndert nach (STAHLMANN, 2018). (H) Verifizierung
des PSI-Knockouts in der entsprechenden SH-SYS5Y-Zelllinie mittels Western Blot-Analyse verglichen zu
mock-transfizierten Zellen (NTF: N-terminales Fragment). Abbildung verdndert nach (STAHLMANN, 2018).
(I) x-fache Uberexpression von C50 in transfizierten SH-SY5Y-Zellen verglichen mit SH-SY5Y-WT-Zellen.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels
ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05 und **p < 0,01 gelten. Abbildung verdndert
nach (LAUER et al., 2020).

4.4.2 Analyse der AB-Degradation in PS1/2-, APP/APLP2- und AICD-defizienten embryonalen
Maus-Fibroblasten

Zur Analyse des Einflusses der katalytisch aktiven Untereinheiten des y-Sekretasekomplexes, Presenilin
1 und 2 (PS1 / PS2), auf die intrazelluldre AB-degradierende Aktivitit, wurden embryonale Maus-
Fibroblasten ohne PS1 und PS2 (MEF-PS1/27) sowie PS1-retransfizierte Kontrollzellen (MEF-PS1res),
die zuvor validiert wurden (Kapitel 4.4.1), zur Vermeidung klonaler Heterogenitét herangezogen. Die
Funktionalitdt der PS1-Retransfektion hinsichtlich des AB-Katabolismus wurde durch die Beobachtung,
dass keine signifikanten Unterschiede in der AB-Degradation zwischen wildtypischen embryonalen
Maus-Fibroblasten (MEF-WT) und MEF-PSlres-Zellen detektiert wurden (p=0,526), verifiziert
(Abbildung 37 A). In den beiden verglichenen Zelllinien wird durch die Aktivitét der y-Sekretase AICD
gebildet, welches tliber die Expression von NEP die Degradation von A regulieren kann. Die
intrazellulére Degradation von A3 wurde experimentell adressiert, indem synthetisches humanes AP fiir
eine Stunde zu den entsprechenden Zelllysaten gegeben wurde und die nicht-degradierten, verbliebenen
Peptide mittels Western Blot-Analyse quantifiziert wurden (Kapitel 3.2.3.9).

Ubereinstimmend mit dem bereits in der Literatur beschriebenen transkriptionsregulatorischen Einfluss
der AICD auf das AB-degradierende Enzym NEP (GRIMM et al., 2015a), war die ApB-Degradation in
MEF PS1/2"-Zellen im Vergleich zu MEF-PS1res-Zellen signifikant reduziert, was sich in signifikant
erhohten Mengen an verbliebenem A auf 120,5 + 3,2 % (p < 0,001) widerspiegelte (Abbildung 37 A).
Die Effektstirke war im identischen experimentellen Setting in MEF-PS1/27-Zellen mit transientem
Ide-KD im Vergleich zu MEF-PSlres-Zellen mit transientem /de-KD geringer und nicht mehr
signifikant ausgepragt: 113,0 £ 9,1 % (p = 0,339) (Abbildung 37 B). Dies deutete darauf hin, dass neben
NEP auch das AB-degradierende Enzym IDE von der Inhibierung der y-Sekretase-Aktivitit beeinflusst
wird.

Basierend darauf, dass neben APP eine Vielzahl weiterer Substrate des y-Sekretasekomplexes
beschrieben wurde, wurde weiterfithrend experimentell adressiert, ob der Effekt der PS1/PS2-Defizienz
auf die ApB-Degradation von APP und seinen y-Sekretase-vermittelten Prozessierungsprodukten A} und
AICD abhingt.
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Hierzu wurde die Degradation von AP in embryonalen Maus-Fibroblasten ohne Volllaingen-APP und
APLP2 (MEF-APP/APLP2”) und embryonalen Maus-Fibroblasten ohne die 15 C-terminalen
Aminoséuren von APP (MEF-APPACT15) analysiert. Auf Grund dessen, dass die Expression des APP-
Homologes APLP1 auf neuronale Zellen beschrinkt ist (THINAKARAN et al., 1995), fehlt den
verwendeten MEF-APP/APLP2""-Zellen die komplette APP-Familie. Den MEF-APPACT15-Zellen, die
eine C-Terminal verkiirzte Form von APP exprimieren, fehlt hingegen das YENPTY-Motiv, welches
fiir die Translokation von AICD zum Zellkern essenziell ist (KIMBERLY et al., 2001). Verglichen mit
MEF-WT-Zellen war die AB-Degradation in MEF-APP/APLP2"- und MEF-APPACT15-Zellen
inhibiert, was anhand der signifikant erhdhten Menge an nicht-degradiertem AP auf 143,0 £ 6,3 %
(p <0,001; MEF APP/APLP2") und 151,5+8,2% (p<0,001; MEF APPACT15) deutlich wurde
(Abbildung 37 C).
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Abbildung 37: Analyse eines potenziellen Zusammenhangs zwischen y-Sekretase-vermittelter APP-
Prozessierung und der Degradation von AB. (A) Analyse der AP-Degradation in embryonalen Maus-
Fibroblasten ohne PS1 und PS2 (MEF-PS1/27") sowie MEF-WT-Zellen im Vergleich zu MEF-PS1/27-Zellen, die
mit PS1 retransfiziert wurden (MEF-PSlres) (n>5). (B) Degradation von AB in MEF-PS1/2”-Zellen mit
transientem IDE-Knockdown (MEF-PS1/2”-+ IDE-KD) verglichen mit MEF-PS 1res-Zellen mit transientem IDE-
KD (MEF-PSlres + IDE-KD) (n = 5). (C) Analyse der AB-Degradation in MEF-Zellen ohne APP-Proteinfamilie
(MEF-APP/APLP2”") und MEF-Zellen, die eine verkiirzte APP-Form ohne funktionale AICD exprimieren (MEF-
APPACT1S5) verglichen mit MEF-WT-Zellen (n > 14). Die Bestimmung der AB-Degradation erfolgte durch
Zugabe von humanem, synthetischem AB40 zu den entsprechenden Zelllysaten. Die verbliebenen AB-Peptide
wurden mittels Western Blot-Analyse und immunologischem Nachweis durch den W02-Antikorper, der humanes,
aber nicht murines, endogenes AP detektiert, quantifiziert. Rechts der Sdulendiagramme sind reprisentative
Western Blots dargestellt. Zwischen den verglichenen Zelllinien existieren keine signifikanten Unterschiede im f3-
Aktin-Signal (MEF-WT: 109,4 %, p=0,640; MEF-PS1/2": 104,3 %, p=0,877; MEF-PS1/2”- + IDE-KD:
103,5 %, p = 0,441; MEF-APP/APLP2": 90,4 %, p = 0,357; MEF-APPACT15: 95,2 %, p = 0,111). Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei ***p < 0,001 gilt (n.s.:
nicht signifikant). Basierend darauf, dass die Daten in allen Fdllen normalverteilt waren, wurde im Falle der
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Varianzhomogenitit (A-B) die ANOVA als statistischer Test herangezogen, wahrend bei Verletzung der
Varianzhomogenitét (C) die statistische Signifikanz mittels Welch-ANOVA beurteilt wurde. Die Analysen der
AB-Degradation erfolgten in Kooperation mit Dr. Janine Mett. Abbildung verandert nach (LAUER et al., 2020).

Zusammenfassend werden die detektierten Effekte hinsichtlich der AB-Degradation in den einzelnen
Zellkulturmodellen in Tabelle 41 tabellarisch aufgelistet.

Tabelle 41: Uberblick iiber die AB-Degradation in den analysierten Zellkulturmodellen. MW:
Mittelwert; SEM: mittlerer Standardfehler.

gegeneinander verglichene Zelllinien verbleibendes A3 p Wert
MEF-PS1res (100 %) vs. MEF-WT 103,5£3,7% 0,526
MEF-PS1res (100%) vs. MEF-PS1/27 120,5 £ 3,2 % <0,001
MEF-PSlres + Ide-KD (100 %) vs. MEF-PS1/27 + Ide-KD 113,0+£9,1 % 0,339
MEF-WT (100 %) vs. MEF-APP/APLP2 " 143,0 £ 6,3 % <0,001
MEF-WT (100 %) vs. MEF-APPACT15 151,5+£8,2% <0,001

Eine statistische Analyse der Effektstirken zwischen den analysierten Zelllinien auf die Degradation
von AP detektierte, dass die Spiegel an verbliecbenem AB in MEF-APP/APLP2”"- und MEF-APPACT15-
Zellen im Vergleich zu MEF-PS1/27-Zellen signifikant erhoht waren, was auf eine stiirker inhibierte
AB-Degradation in den APP/APLP2”- und APPACT15-Zellen hinweist (120,5 % in MEF-PS1/27-
Zellen im Vergleich zu 143,0 % in MEF-APP/APLP2"-Zellen mit p = 0,003 sowie im Vergleich zu
151,5 % in MEF-APPACT15-Zellen mit p =0,003). Dies konnte darin begriindet sein, dass die
Inhibierung der y-Sekretase-Aktivitit in den MEF-PS1/2""-Zellen durch das Fehlen von Presenilin 1 und
Presenilin 2 als eine von vier Komponenten des y-Sekretasekomplexes hinsichtlich der Blockierung der
AICD-Generierung nicht so suffizient war wie das Defizit an Substrat (APP/APLP2""-Zellen) oder die
genomische Deletion der letzten 15 Aminosduren von APP (APPACT15-Zellen).

Zur weiteren Validierung eines regulierenden Einflusses des Presenilin-abhéngigen APP-
Prozessierungsproduktes AICD auf IDE wurde die AB-Degradation in MEF-APP/APLP2"-Zellen im
Vergleich zu MEF-WT-Zellen in Anwesenheit des kompetitiven IDE-Inhibitors Insulin analysiert.

In Anwesenheit von Insulin war die Menge an nicht-degradiertem AP in MEF-APP/APLP2""-Zellen im
Vergleich zu MEF-WT-Zellen zwar noch immer signifikant erh6ht (114,3 + 3,1 %, p = 0,006), jedoch
war die Effektstirke nicht so ausgeprégt wie in Zellen, die nicht mit diesem IDE-Inhibitor behandelt
wurden (143,0 % mit Losungsmittelkontrolle im Vergleich zu 114,3 % mit Insulin, p <0,001;
Abbildung 38 A zu B).

Eine dhnliche Beobachtung resultierte aus der Behandlung mit dem NEP-Inhibitor Thiorphan (117,3 £
4,3 %, p=0,035; Abbildung 38 C; 143,0 % mit Losungsmittelkontrolle im Vergleich zu 117,3 % mit
Thiorphan, p=0,003). Einhergehend mit den vorherigen Erkenntnissen fiihrte die kombinierte
Anwesenheit beider Inhibitoren zur Authebung des AICD-vermittelten, signifikanten Effekts auf die
Degradation von A (104,5 £ 7,7 %, p = 0,686; Abbildung 38 D; 143,0 % mit Losungsmittelkontrolle
im Vergleich zu 104,5 % mit beiden Inhibitoren, p = 0,007).
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Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die aus der y-Sekretase-vermittelten APP-
Prozessierung resultierende AICD neben dem berichteten Einfluss auf NEP (GRIMM et al., 2015a) auch

in die Regulierung des AB-degradierenden Enzyms IDE involviert zu sein scheint.
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Abbildung 38: AB-Degradation in Anwesenheit des IDE-Inhibitors Insulin und / oder des NEP-Inhibitors
Thiorphan in MEF-WT- und MEF-APP/APLP2"-Zellen. Behandlung der Zellen mit der
Losungsmittelkontrolle (n = 20) (A), Insulin (n = 15) (B), Thiorphan (n = 5) (C) oder der Kombination aus Insulin
und Thiorphan (n=5) (D). Zwischen den beiden jeweils verglichenen Zelllinien existieren keine signifikanten
Unterschiede im B-Aktin-Signal (MEF-APP/APLP2”- Lésungsmittelkontrolle: 90,4 %, p = 0,357; Insulin: 99,3 %,
p = 0,970; Thiorphan: 102,0 %, p =0,902; Kombination beider Inhibitoren: 93,4 %, p =0,622). Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und
**%p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Basierend darauf, dass die Daten in allen Fillen normalverteilt waren,
wurde im Falle der Varianzhomogenitit (B-D) die ANOVA als statistischer Test herangezogen, wihrend bei
Verletzung der Varianzhomogenitét (A) die statistische Signifikanz mittels Welch-ANOVA beurteilt wurde. Die
Analysen der AB-Degradation erfolgten in Kooperation mit Daniel Janitschke und Cornel M. Bachmann.
Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2020).
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4.43 Analyse der IDE-Aktivitit und des IDE-Proteingehaltes in PS1/2-, APP/APLP2- und
AICD-defizienten embryonalen Maus-Fibroblasten

Die vorausgehenden Ergebnisse weisen eine beeintriachtigte AB-Degradation in MEF-Zellen, denen
bedingt durch ein Defizit an PS1/2 oder APP/APLP2 bezichungsweise der letzten 15 Aminoséduren von
APP (APPACT15) die AICD fehlt, nach. Durch den Ide-Knockdown sowie den Einsatz des IDE-
Inhibitors Insulin wurde eine Beteiligung von IDE an diesem molekularen Mechanismus bestétigt. Um
diese Beteiligung von IDE zu verifizieren, wurde die katalytische IDE-Aktivitdt in unterschiedlichen
Zellmodellen experimentell adressiert. Die Analyse der enzymatischen IDE-Aktivitit in MEF PS1/27-,
MEF-APP/APLP2""- und MEF-APPACT15-Zellen verglichen mit den jeweiligen Kontrollzelllinien
resultierte jeweils in einer signifikanten Reduzierung der IDE-Aktivitdt (MEF -PS1/27": 88,5+ 2,5 %,
p=0,019; MEF-APP/APLP2": 82,6+ 1,7%, p=0,005; und MEF-APPACTI15: 73,9+ 49 %,
p=0,002) (Abbildung 39 A-B). Weiterfilhrend wurde analysiert, ob die beobachtete verringerte
Enzymaktivitit von IDE mit einem reduzierten IDE-Proteingehalt einhergeht. Wie in Abbildung 39 C-
D ersichtlich, basieren diese Effekte auf einer signifikanten Reduzierung des IDE-Proteingehaltes. Das
Fehlen der katalytischen Untereinheit des y-Sekretasekomplexes in MEF-PS1/27-Zellen resultierte in
einem auf 69,8 £ 3,8 % (p <0,001) signifikant reduzierten IDE-Proteingehalt im Vergleich zu MEF-
PS1res-Zellen. Ubereinstimmend damit bedingte auch eine Inhibition der y-Sekretase-Aktivitit in MEF-
PSlres-Zellen durch DAPT einen dhnlichen Effekt auf den IDE-Proteinspiegel (MEF-PS1res + DAPT:
68,7 = 5,9 %; p <0,001), was validiert, dass die Proteinmenge von IDE eng mit der Aktivitit der y-
Sekretase zusammenhingt. Auch in MEF-Zellen, denen die APP-Proteinfamilie oder eine funktionale
AICD fehlen, konnten &hnliche, signifikant reduzierende Effekte auf den Proteingehalt von IDE
detektiert werden (MEF-APP/APLP2-/-: 41,4 £ 4,2 %; p < 0,001 und MEF-APPACT15: 59,3 + 10,4 %;
p =0,007) (Abbildung 39 D). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das Fehlen der AICD, welches
durch das Defizit an PS1/2, APP/APLP2 oder den terminalen 15 Aminoséduren von APP (APPACT15)
sowie durch den Einsatz des y-Sekretaseinhibitors DAPT experimentell bedingt wurde, einen Effekt auf
die Ide-Genexpression haben konnte, welcher sich in den beobachteten reduzierten Proteinspiegeln
duBert. Dieser potenzielle transkriptionsregulatorische Einfluss der AICD auf IDE wurde daher im
folgenden Kapitel analysiert.
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Abbildung 39: Analyse der IDE-Enzymaktivitiit und des IDE-Proteingehaltes in PS1/2-, APP/APLP2- oder
AICD-defizienten embryonalen Maus-Fibroblasten. (A) Aktivitit von IDE in MEF-PS1/27-Zellen verglichen
mit MEF-PS1/27-Zellen, die mit PS1 retransfiziert wurden (MEF-PSlres) (n=14). (B) Reduzierte IDE-
Enzymaktivitét in MEF-APP/APLP2"-- und MEF-APPACT15-Zellen im Vergleich zu MEF-WT-Zellen (n = 8).
(C) Mittels Western Blot-Analyse detektierter IDE-Proteingehalt in MEF-PS1/27- oder MEF-PS 1res-Zellen, die
mit dem y-Sekretase-Inhibitor DAPT inkubiert wurden im Vergleich zu MEF-PSlres-Zellen (n > 8). (D) IDE-
Proteingehalt in MEF-APP/APLP2”"- und MEF-APPACT15-Zellen verglichen mit MEF-WT-Zellen (n= 7).
Rechtssténdig sind reprisentative Western Blots abgebildet. Zwischen den gegeniibergestellten Zelllinien wurden
keine Unterschiede im B-Aktin-Signal detektiert (MEF-PS1/27-: 106,8 %, p =0,099; MEF-PS1/2”- + DAPT:
106,1 %, p=0,761; MEF-APP/APLP2-/-: 93,2%, p=0,769; MEF-APPACT15: 112,7%, p=0,518).
Fehlerbalken repriasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05,
**p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Waren die Daten normalverteilt, wurde im Falle der
Varianzhomogenitét (A und D (MEF-WT gegen MEF-APP/APLP27)) die ANOVA als statistischer Test
verwendet, wahrend bei Verletzung der Varianzhomogenitit (D (MEF-WT gegen MEF-APPACTIS)) die
statistische Signifikanz mittels Welch-ANOVA beurteilt wurde. Fiir C wurde zur Beurteilung des
Mehrfachvergleichs der Tukey-HSD Post-Hoc-Test verwendet. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurde
die statistische Signifikanz mittels Kruskal-Wallis-Test (B) berechnet. Die Analysen der IDE-Aktivitét erfolgten
in Kooperation mit Dr. Janine Mett und die des IDE-Proteingehaltes in Kooperation mit Dr. Janine Mett und
Andrea Thiel. Abbildung veridndert nach (LAUER et al., 2020).
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4.4.4 Der Einfluss von Presenilin, APP und AICD auf die IDE-Genexpression in embryonalen
Maus-Fibroblasten und humanen Neuroblastomzellen

AICD kann in den Nukleus translozieren und ist dort in die Regulierung einiger Zielgene involviert
(GRIMM et al., 2015a; PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005; ROBINSON et al., 2014; VON ROTZ et
al., 2004). Um zu iiberpriifen, ob die Reduzierungen des IDE-Proteingehaltes und der IDE-Aktivitit in
Zellen ohne PS, APP oder AICD durch eine verringerte /DE-Genexpression in Abwesenheit von AICD
bedingt werden, wurden Echtzeit-PCR-Analysen der entsprechenden Zelllinien durchgefiihrt. Die
Transkription von Ide war in MEF-PS1/2”-, MEF-APP/APLP2”- und MEF-APPACT15-Zellen
signifikant verringert (MEF—PSI/Z'/ 74,7+ 7,2 % mit p=0,010; MEF-APP/APLP2" 76,6 £ 6,4 % mit
p<0,001 und MEF-APPACT15 37,9£9,7% mit p<0,001) (Abbildung 40 A-B). Weiterfiihrend
wurde analysiert, ob die AICD-abhéngige Transkriptionsregulierung von Ide auf MEF-Zellen
beschrénkt ist. Auf Grund der wichtigen AB-degradierenden Funktion von IDE im humanen Gehirn
wurde sich fiir die humane Neuroblastomzelllinie SH-SYSY als zweites Zellkulturmodell entschieden.
In Ubereinstimmung mit den in murinen Fibroblasten beobachteten Effekten war die IDE-
Genexpression in SH-SY5Y-Zellen, in denen die fiir PS1 (SH-SY5Y-PS17") oder APP (SH-SYS5Y-APP
") kodierenden Gene mittels CRISPR/Cas9-Methode deletiert wurden, signifikant reduziert (SH-SY5Y-
PS17: 87,2+ 5,7 % mit p = 0,015; SH-SYSY-APP": 51,6 + 3,3 % mit p = 0,002) (Abbildung 40 C-D).
Der signifikante Unterschied in den Effektstirken zwischen SH-SY5Y-PS17"- und SH-SYS5Y-APP”-
Zellen (87,2 % im Vergleich zu 51,6 % mit p <0,001) konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass der
Knockout von PSI in SH-SY5Y-Zellen auf Grund des Vorhandenseins von PS2 die y-Sekretase-
Aktivitdt nicht so stark beeintrachtigt wie der Knockout von APP. Im Einklang mit diesen
Beobachtungen resultierte die Uberexpression von APP®”, der am hiufigsten vorkommenden APP-
Isoform in neuronalen Zellen, in einer signifikant auf 169,9 +29.4 % (p = 0,005) gesteigerten IDE-
Genexpression in SH-SYS5Y-Zellen (Abbildung 40 D). Auf Grund dessen, dass in der Literatur aktuell
diskutiert wird, ob die Kernlokalisierung und die genregulatorische Aktivitit auf die von APP*"-
stammende AICD beschriankt ist (BELYAEV et al., 2010), wurde weiterfilhrend der Einfluss
verschiedener APP-Isoformen auf die /de-Genexpression in MEF-APP/APLP27-Zellen analysiert. Die
transiente Retransfektion mit Plasmiden, die fiir APP®, APP”*! und APP’"°, die drei hauptsichlichen
SpleiB3-Isoformen von APP, kodieren, resultierte in einer Hochregulierung der Ide-Transkription in
vergleichbarem Mafle, erreichte jedoch nicht das Expressionsniveau in MEF-WT-Zellen (MEF-
APP/APLP2" + APP*”: 131,6 + 6,9 % mit p = 0,047; MEF-APP/APLP2" + APP™": 134,0 £ 6,9 % mit
p =0,022; MEF-APP/APLP2” + APP": 134,5+4,4 % mit p=0,018 im Vergleich zu MEF-WT:
186,6 = 14,5 % mit p < 0,001) (Abbildung 40 E).
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Abbildung 40: Analyse der IDE-Genexpression mittels Echtzeit-PCR in verschiedenen Zelllinien ohne
katalytisch aktive Komponenten des y-Sekretasekomplexes, der APP-Familie oder AICD sowie in APP-
iiberexprimierenden Zellen. (A) Ide-Genexpression in MEF-Zellen ohne PS1 und PS2 (MEF-PS1/27") im
Vergleich zu MEF-PS1/27-Zellen mit Retransfektion von PS1 (MEF-PS1res) (n = 16). (B) Beeintrichtigte Ide-
Genexpression in MEF-Zellen ohne APP-Familie (MEF-APP/APLP2") oder funktionale AICD (MEF-
APPACTI1S) im Vergleich zu MEF-WT-Zellen (n>11). (C) Reduzierte /DE-Genexpression in humanen
Neuroblastomzellen mit CRISPR/Cas-vermitteltem Knockout fiir PS1 (SH-SY5Y-PS17) im Vergleich zu SH-
SYS5Y-WT-Zellen (n= 10). (D) IDE-Genexpression in humanen Neuroblastomzellen mit CRISPR/Cas-
vermitteltem Knockout fiir APP (SH-SYS5Y-APP”) sowie in stabil APP*-iiberexprimierenden SH-SY5Y-
Zellen (SH-SYS5Y + APP%?) im Vergleich zu SH-SY5Y-WT-Zellen (n > 5). (E) Genexpression von Ide in MEF-
APP/APLP2"-Zellen, die transient mit den Haupt-APP-Isoformen APP%°>, APP”' und APP"" retransfiziert
wurden, sowie in MEF-WT-Zellen verglichen mit der Expression in MEF-APP/APLP2”-Zellen (n=15).
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05,
**p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant). Da die aus der Genexpressionsanalyse resultierten
Daten nicht normalverteilt waren, wurde die statistische Signifikanz mittels Kruskal-Wallis-Test berechnet (A-
E). Fiir E erfolgte der Dunn’s Paarweise-Vergleich. Die Analysen der IDE-Aktivitét erfolgten in Kooperation
mit Dr. Janine Mett und die des IDE-Proteingehaltes in Kooperation mit Dr. Janine Mett und Dr. Christoph P.
Stahlmann. Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2020).
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4.4.5 Die Wirkung der AICD auf IDE-Genexpression und Proteinspiegel

Um die Rolle der AICD in der Regulierung von IDE detaillierter aufzukldren, wurden MEF-
APPACT15-Zellen, die keine funktionale AICD besitzen, transient mit einem AICD-exprimierenden
Plasmid, welches fiir die letzten 50 Aminosduren des C-Terminus von APP (C50) kodiert, transfiziert
und die /de-Genexpression analysiert. Die Re-Transfektion mit C50 stellte hierbei das optimale
Kontrollexperiment dar, da die Ergebnisse nach Re-Transfektion von APP nicht alleinig auf die AICD
zuriickfiihrbar gewesen wiren, da die ACT15-Deletion mit reduzierten AB-Spiegeln einhergeht (RING
et al., 2007).

Im Vergleich zu untransfizierten MEF-APPACT15-Zellen wurde in C50-iiberexprimierenden Zellen
eine signifikant auf 131,4 + 11,6 % (p = 0,005) gesteigerte Ide-Expression detektiert. Ubereinstimmend
damit resultierten sowohl eine kurzzeitige (48 h) als auch eine langzeitige (neun Tage) Inkubation von
MEF-APPACT15-Zellen mit AICD-Peptiden in einer signifikanten Zunahme der /de-Genexpression
(48 h: 139,6 £10,2% (p<0,001); 9d: 1454 +12,3% (p<0,001)), wobei zwischen den C50-
iiberexprimierenden Zellen sowie den fiir neun Tage mit AICD-Peptiden inkubierten Zellen kein
statistisch signifikanter Unterschied detektiert wurde (p = 0,608) (Abbildung 41 A). Auf Grund dessen,
dass beide AICD-Inkubationsbedingungen vergleichbare Effekte bedingten und um die Menge an AICD
einzusparen, wurde sich im Folgenden nur noch auf die kurzzeitige AICD-Behandlung konzentriert.
Auch in humanen SH-SY5Y-Zellen, die stabil mit C50 transfiziert wurden, konnte eine signifikant auf
147,8 £ 10,4 % (p = 0,002) hochregulierte IDE-Genexpression quantifiziert werden (Abbildung 41 B).
In Ubereinstimmung mit der erhdhten IDE-Genexpression in MEF-APPACT15-Zellen nach Inkubation
mit AICD-Peptid oder Transfektion von C50, war der IDE-Proteingehalt nach 48-stiindiger
Anwesenheit von AICD signifikant auf 128,4 £+ 8,5 % (p = 0,027) und nach transienter Transfektion mit
C50 signifikant auf 1359+6,4% (p=0,004) erhoht (Abbildung4l C). Die Effektstirken
unterschieden sich dabei nicht signifikant voneinander (p = 0,498). Eine signifikante Zunahme des IDE-
Proteingehaltes wurde auch in Presenilin-defizienten MEF-Zellen detektiert, welche fiir 48 Stunden mit
AICD behandelt wurden (MEFPS1/2” + AICD: 135,9 +2,3 % (p < 0,001)) (Abbildung 41 D). Auch
die, durch das Fehlen von PS1 und PS2 bedingten, Beeintrichtigungen in der AB-Degradation konnten,
in Ubereinstimmung mit der erhdhten IDE-Proteinexpression durch transiente Transfektion mit C50
oder Behandlung mit AICD-Peptiden behoben werden. Die transiente Transfektion von MEF-PS1/27
mit C50 resultierte in einer wiederhergestellten AB-Degradation, die keinen signifikanten Unterschied
zu der Degradation von AP in MEF-PSlres-Zellen aufwies (MEF-PS1/2”~ + C50: 104,0 4,2 %
(p =0,675)). Gleichzeitig war die Menge an nicht-degradierten AB-Peptiden in MEF-PS1/27+C50-
Zellen verglichen mit MEF-PS1/2”"-Zellen ohne transiente Transfektion signifikant von 120,5 + 3,2 %
auf 104,0 + 4,2 % (p = 0,030) reduziert (Abbildung 41 E).

139



Ergebnisse

(A) .KOTO”C (B) H Kontrolle
@ C50 @ C50

1801 — s O AICD 48h 160- L
1604 T O AICD 9d 140 JF
= Py ) ;\; 1
S :;g ] I I 2 1204
(=] 1 —
‘@ Z 100
% 1001 - £ o
5 801 g
& o0 ° 40-
§ 40 E
20 = 201
0- 0-
MEF APPACTI15 SH-SYSY
©) M Kontrolle (D) M Kontrolle
o cso ) O AICD 48h )
O AICD 48h ™ & &
@‘%9 RSy R &
kad 160
160 — 180 kDa — 180 kDa
A140 - I 180 kDa 130kDa— | |« IDE = 140 . nomi
=120 l;MDt «IDE 95 kDf‘, = 120 9\ (D= =+ IDE
= 5 kDa 72 kDa S o
3 100 72 kDa 3 100 o
= =
5 80 5 80
2 43kDa— | 0 ] Akt H 43 kDa—
£ 60 34 kDa < B-Aktin 43y, e . B-Aktin & 60+ 31 KDa— = s/ < B-Aktin
m 26 kDa— 34 kDa— m 26 kDa—
g 40 - 26 kDa— g 40 26 kDa
20 1 17 kDa— 201 17 kDa—
0 - 0-
MEF APPACTI15 MEF PS1/2™
(E) .
B MEF PSlres &
’ . X
O MEF PS1/2™ \@C’ \\r\, \\n‘,
O MEF PS1/2" + C50 P L
. $ & &
1404 s MR
PrYS 17 kDa
120
S =a 10 kDa—| < AB
<100
<
2 80
2 60 55 kDa
5 .
3 A3 KD e e +— B-Aktin
= 40 34 kDa
5 26 kDa—|
~ 20 17 kDa
0 .

Abbildung 41: Analyse der IDE-Gen- und Proteinexpression in Anwesenheit von AICD. (A) Ide-
Genexpression in MEF-APPACT15-Zellen, welche mit einem Plasmid, das fiir die letzten 50 Aminosiuren des C-
Terminus von APP (C50) kodiert, transfiziert oder kurzzeitig (48 Stunden) bzw. langzeitig (neun Tage) mit AICD-
Peptiden inkubiert wurden (n > 5). (B) Erhohte IDE-Genexpression in humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y),
die C50 stabil {iberexprimieren, im Vergleich zu mock-transfizierten Kontrollzellen (n = 6). (C) Gesteigerter IDE-
Proteingehalt in MEF-APPACT15-Zellen, die mit C50 transfiziert oder fiir 48 Stunden mit AICD inkubiert wurden
(n > 5). (D) Erhohte IDE-Spiegel in MEF-PS1/27"-Zellen nach 48-stiindiger Inkubation mit AICD (n = 5). (E) AB-
Degradation in MEF-PS1res-, MEF-PS1/2"- und MEF-PS1/2”--Zellen transfiziert mit C50 (MEF-PS1/27+C50)
(n > 5). Rechtsstindig sind jeweils reprasentative Western Blots abgebildet. Zwischen den gegeniibergestellten
Zelllinien wurden keine Unterschiede im B-Aktin-Signal detektiert (MEF-APPACT1S5 + C50: 96,8 %, p=0,771;
MEF-APPACT15+AICD: 104,6 %, p = 0,664; MEF-PS1/2”+AICD: 109,8 %, p = 0,599; MEF-PS1/27~: 104,3 %,
p = 0,877; MEF-PS1/27+C50: 101,5 %, p = 0,892). Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne stellen
die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten (n.s.: nicht signifikant).
Waren die Daten normalverteilt, wurde im Falle der Varianzhomogenitét die ANOVA als statistischer Test
herangezogen (C-D). Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurde die statistische Signifikanz mittels
Kruskal-Wallis-Test (A-B) berechnet. Fir A wurde zur Beurteilung des Mehrfachvergleichs der Dunn’s
Paarweise-Vergleich und fiir D der Games-Howell-Test herangezogen. Die Analysen der IDE-Gen- und
Proteinexpression sowie der AB-Degradation erfolgten in Kooperation mit Dr. Janine Mett und Andrea Thiel.
Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2020).
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4.4.6 Der Einfluss einer funktionalen AICD auf die IDE-Promotoraktivitit

Weiterfiihrend wurde analysiert, ob die Aktivitit des IDE-Promotors in Zellen, denen die APP-
Proteinfamilie oder eine funktionale AICD fehlt, beeintrichtigt ist. Dazu wurden MEF-APP/APLP27-
sowie MEF-APPACT15-Zellen transient mit dem dualen Reportersystem-Vektor pEZX-PG04-IDE-
Gluc transfiziert, bei welchem das Gen der Gaussia Luciferase (GLuc) als Reportergen fungiert, dessen
Expression unter der Kontrolle der /DE-Promotorregion steht. In beiden analysierten Zelllinien war die
Luciferase-Aktivitit, welche die Aktivitit des /DE-Promotors abbildet, im Vergleich zu wildtypischen
MEF-Zellen signifikant reduziert (MEF-APP/APLP2™: 32,2 +2.3 % (p = 0,004); MEF-APPACT15:
57,5+2,4% (p £0,001)), wobei der Effekt in MEF-APP/APLP2"- signifikant stirker ausgebildet war
als in MEF-APPACT15-Zellen (32,2 % zu 57,5 % mit p = 0,002) (Abbildung 42 A). Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass AICD in der Lage ist, die Promotorregion der /DE-kodierenden Sequenz zu
regulieren. Dieser Hinweis wurde weiterfiihrend durch die Beobachtungen der C50-
Transfektionsexperimente gestiitzt. In MEF-APPACT15-Zellen resultierte die Transfektion mit C50 in
einer signifikanten Zunahme der /DE-Promotoraktivitit auf 125,7 £ 4,1 % (p = 0,003) im Vergleich zu
Kontroll-transfizierten Zellen (Abbildung 42 B).
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20 einer Fluoreszenz-basierten Analyse detektiert.
0- Fehlerbalken représentieren den Standardfehler.
MEF APPACT1s  Sterne stellen die statistische Signifikanz dar,
wobei **p < 0,01 und ***p < 0,001 gelten. Waren
die Daten normalverteilt, wurde im Falle der
Varianzhomogenitét die ANOVA als statistischer
Test herangezogen (B). Im Falle normalverteilter,
aber  nicht-varianzhomogener Daten wurde die
Welch-ANOVA angewendet (A, MEF-
APPACT1S). Lag keine Normalverteilung der
Daten vor, wurde die statistische Signifikanz mittels
Kruskal-Wallis-Test (A, MEF-APP/APLP27)
berechnet. Die Analysen der /DE-Promotoraktivitéit
erfolgten in Kooperation mit Dr. Janine Mett.
Abbildung verandert nach (LAUER et al., 2020).
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4.477 Die Alzheimer-Relevanz der AICD-abhingigen IDE-Genexpression

Zur Validierung der auf zelluldrer Ebene beobachteten Zusammenhénge zwischen der AICD und dem
AB-degradierenden Enzym IDE wurde die Genexpression von Ide in APP-KO-Méusen (APP™) und in
heterozygoten Mausen, die eine verkiirzte APP-Form ohne die letzten 15 C-terminalen Aminosduren
exprimieren (APPACT15""), analysiert.

Die Ide-Genexpression war in Hirnhomogenaten von APP”-Miusen im Vergleich zu WT-Miusen
signifikant auf 86,9 + 4,8 % (p =0,014) reduziert. Ahnlich dazu wurde eine signifikant verringerte
Expression von Ide in APPACT 15" -exprimierenden, heterozygoten, transgenen Miusen im Vergleich
zu WT-Mausen detektiert (91,7 £ 2,9 % (p = 0,007)) (Abbildung 43 A).

Einhergehend mit den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse wurde ein signifikant verminderter IDE-
Proteingehalt in Hirnhomogenaten von APPACT15""-Miusen im Vergleich zum Hirngewebe von WT-
Mausen quantifiziert (77,3 £ 4,9 % (p = 0,041)) (Abbildung 43 B).
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Abbildung 43: Analyse von murinen APP”"- und APPACT15" - Hirngewebeproben. (A) Ide-Genexpression
in Hirnhomogenaten von APP-defizienten Mausen (APP”") und in Méusen, die eine verkiirzte Form von APP,
welcher die letzten 15 Aminosiuren des APP-C-Terminus fehlen, exprimieren (APPACT15"), verglichen mit
WT-Méusen (n>4). (B) IDE-Proteingehalt in Hirnhomogenaten von APPACT15"-Miusen im Vergleich zu
WT-Miusen (n=>4). Rechtsstindig sind jeweils représentative Western Blots abgebildet. Zwischen den
gegeniibergestellten Mausmodellen wurden keine Unterschiede im [-Aktin-Signal detektiert (MEF-
APPACT15"-Méause: 105,5 %, p = 0,406). Fehlerbalken représentieren den Standardfehler. Sterne stellen die
statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05 und **p < 0,01 gelten. Waren die Daten normalverteilt, wurde im
Falle der Varianzhomogenitit die ANOVA als statistischer Test herangezogen (B). Lag keine Normalverteilung
der Daten vor, wurde die statistische Signifikanz mittels Kruskal-Wallis-Test (A) berechnet. Die Analysen der
IDE-Gen- und Proteinexpression erfolgten in Kooperation mit Dr. Janine Mett und Dr. Felix Ritzmann.
Abbildung verdndert nach (LAUER et al., 2020).

Um die Alzheimerrelevanz der AICD-vermittelten Hochregulierung der [DE-Genexpression
detaillierter beurteilen zu kdnnen, wurde die Transkription der beiden Gene /DE und APP in humanen
post mortem Hirnproben von 156 Alzheimerpatienten (detaillierte Charakterisierung in Tabelle 7)
mittels Echtzeit-PCR analysiert. Wie anhand Abbildung 44 A deutlich wird, korrelierte die Expression
von APP signifikant positiv mit der /DE-Genexpression (R = 0,455 mit p < 0,001) in Patienten, deren
Braak-Status zwischen 4-6 charakterisiert wurde, was den spiten Stadien der Alzheimererkrankung
entspricht.
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Auch fiir 67 Patienten mit Braak-Stadien zwischen 1-3 (detaillierte Charakterisierung in Tabelle 8),
welche friihe Alzheimer-Stadien darstellen, wurde eine positive Korrelation zwischen APP- und IDE-
Expression beobachtet, welche mit R = 0,261 (p = 0,033) im Vergleich zu der Korrelation in Patienten
mit fortgeschrittener Alzheimerprogression weniger stark ausgeprégt war (Abbildung 44 B).
Einhergehend mit diesen Ergebnissen resultierte die kombinierte Analyse beider Patientenkohorten
(Braak 1-3 und Braak 4-6) in einer signifikant positiven Korrelation zwischen der Transkription der
Gene APP und I[IDE (R=0,327 mit p<0,001) (Abbildung44 C). Die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse konnten in zuféllig ausgewéhlten Patientenproben aus den Braak-Stadien 1-6,
von denen noch ausreichend Hirnhomogenate fiir weitere Analysen zur Verfligung standen, auf
Proteinebene validiert werden. Die Western Blot-Analyse resultierte in einer signifikant positiven
Korrelation zwischen APP- und IDE-Proteingehalt (R = 0,497 mit p = 0,030) (Abbildung 44 D).

Ein Vergleich der Expressionen von APP und IDE in den Braak-Stadien 2-6 gegeniiber dem Braak-
Stadium 1, welches den frilhen Beginn der Alzheimererkrankung représentiert, resultierte in keinen
signifikanten Verdnderungen (Abbildung 44 E). Des Weiteren schien die positive Korrelation zwischen
APP- und IDE-Transkription nicht geschlechtsspezifisch zu sein, da sowohl fiir Frauen als auch fiir
Mainner signifikant positive Korrelation detektiert wurde (Frauen: R = 0,323 mit p < 0,001; Ménner:
R =0,335 mit p = 0,006) (Abbildung 44 F).
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Abbildung 44: Expression von IDE und APP in humanen post mortem Hirnproben. (A) Spearman-
Korrelation der APP/IDE-Transkription in humanen post mortem Hirnproben von Alzheimerpatienten, bei
welchen ein Braak-Status zwischen 4 und 6 diagnostiziert wurde (n= 156). (B) Pearson-Korrelation der
APP/IDE-Transkription in humanen post mortem Hirnproben von Alzheimerpatienten, bei welchen ein Braak-
Status zwischen 1 und 3 diagnostiziert wurde (n = 67). (C) Kombinierte Analyse und resultierende Korrelation
der APP/IDE-Transkription in Hirnproben von Patienten mit Braak-Status 1-6 (n =223). (D) Korrelation von
APP- und IDE-Proteingehalt in humanen Hirnproben mit ausreichend Proteinmenge fiir eine Western Blot-
Analyse (n=19). (E) Subgruppenanalyse der /DE- und APP-Genexpressionen hinsichtlich Braak-Status
dargestellt als Boxplots (Signifikanzberechnung mittels ANOVA; n=223). (F) Pearson-Korrelation der
APP/IDE-Transkription in Abhéngigkeit des Geschlechts (Frauen: n = 157; Ménner: n = 66). Fiir normalverteilte
Daten und Stichprobengrofen > 200 wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet, wohingegen bei
nicht-normalverteilten Daten der Spearman-Korrelationskoeffizient ermittelt wurde. Abbildung verdndert nach
(LAUER et al., 2020).
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4.5 Im Rahmen von Kooperationen generierte Ergebnisse weiterer Projekte
Das folgende Kapitel stellt Ergebnisse vor, die von der Autorin der vorliegenden Arbeit im Rahmen
verschiedener Kooperationen generiert und publiziert wurden. Neben der Veranschaulichung der Daten

wird kurz auf deren Bedeutung fiir das jeweilige Projekt eingegangen.

4.5.1 Methylxanthine und die Alzheimererkrankung

Die Ergebnisse der Studien, die sich mit dem Einfluss von Methylxanthinen auf die molekularen
Mechanismen der Alzheimererkrankung befassten, sind in biomolecules (MDPI-Verlag, Impact Factor
dieser Fachzeitschrift Stand September 2022: 4,879) und International Journal of Molecular Sciences
(MDPI-Verlag, Impact Factor dieser Fachzeitschrift Stand September 2022: 5,924) verdffentlicht:

Janitschke D, Nelke C*, Lauer AA, Regner L, Winkler J, Thiel A, Grimm HS, Hartmann T,
Grimm MOW. Effect of Caffeine and Other Methylxanthines on Af-Homeostasis in SH-SY5Y
Cells. Biomolecules. 2019 Nov 2;9(11):689. doi: 10.3390/biom9110689. PMID: 31684105;
PMCID: PMC6920871. “diese Autoren haben gleichermaBen zu dieser Publikation beigetragen

Janitschke D, Lauer AA", Bachmann CM", Seyfried M, Grimm HS, Hartmann T, Grimm
MOW. Unique Role of Caffeine Compared to Other Methylxanthines (Theobromine,
Theophylline, Pentoxifylline, Propentofylline) in Regulation of AD Relevant Genes in
Neuroblastoma SH-SY5Y Wild Type Cells. Int J Mol Sci. 2020 Nov 27;21(23):9015. doi:
10.3390/ijms21239015. PMID: 33260941; PMCID: PMC7730563. ‘diese Autoren haben

gleichermafien zu dieser Publikation beigetragen

Janitschke D", Lauer AA", Bachmann CM, Winkler J, Griebsch LV, Pilz SM, Theiss EL,
Grimm HS, Hartmann T, Grimm MOW. Methylxanthines Induce a Change in the AD/
Neurodegeneration-Linked Lipid Profile in Neuroblastoma Cells. Int J Mol Sci. 2022 Feb
18;23(4):2295. doi: 10.3390/ijms23042295. PMID: 35216410; PMCID: PMC8875332. “diese

Autoren haben gleichermalien zu dieser Publikation beigetragen

Methylxanthine sind von Purinen abgeleitete Xanthinderivate und Vertreter wie Koffein, Theophyllin
und Theobromin kommen natiirlicherweise in Lebensmitteln, wie Kaffee, grilnem Tee oder Kakao vor.
Synthetische Methylxanthine, wie Propentofyllin oder Pentoxifyllin, werden auf Grund ihrer
bronchoprotektiven Wirkungen als Pharmazeutika zur Behandlung von Atemwegsverengungen
eingesetzt. Auf molekularer Ebene stellen Methylxanthine Antagonisten von Adenosinrezeptoren sowie
Phosphodiesterase-Inhibitoren dar und es wurden Effekte auf das cholinerge System, die
Genregulierung und die Histon-Deacetylase-Aktivierung beschrieben. Diese lassen anti-
inflammatorische, anti-oxidative sowie neuroprotektive Eigenschaften der Xanthinderivate vermuten
und bilden gemeinsam mit nur moderaten Nebenwirkungen die Grundlage fiir die Erforschung ihres
potenziellen Einsatzes zur Prévention und Therapierung neurodegenerativer Erkrankungen
(JANITSCHKE et al., 2021). Die folgend vorgestellten Studien beabsichtigten, die mechanistischen
Einfliisse der drei natiirlichen Methylxanthine Koffein, Theobromin und Theophyllin sowie der beiden
synthetischen Xanthinderivate Propentofyllin und Pentoxifyllin auf die Alzheimerpathologie

aufzukléren.
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Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit umfasste in der ersten Studie die Analyse
der B-Sekretase-Aktivitdt in postnukledren Fraktionen (PNF) muriner Hirne sowie die Analyse der
Transkription von ADAM10, BACEI und APP in humanen Neuroblastomzellen nach deren Inkubation
mit den natiirlich vorkommenden Methylxanthinen Koffein, Theobromin und Theophyllin sowie den
synthetischen Methylxanthinen Propentofyllin und Pentoxifyllin. Die Analysen basierten darauf, dass
eine Behandlung von Zellen mit diesen Methylxanthinen in initialen Experimenten in signifikant
reduzierten Mengen an AP resultierte und weiterfithrend die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen aufgeklirt werden sollten. Die Analysen der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung
lieferten, auf Grund signifikant erhdhter Spiegel an sAPPa, Hinweise auf eine gesteigerte a-Sekretase-
vermittelte APP-Spaltung. Einhergehend damit war die Aktivitit der a-Sekretase in Zellen unter
Anwesenheit von 100 uM der analysierten Methylxanthine signifikant erhdht. Mogliche Griinde hierfiir
konnten direkte Effekte auf die enzymatische Aktivitdt oder indirekte Effekte, welche die Gen- oder
Proteinexpression, den Proteintransport oder die Proteinstabilitit beeinflussen, sein. Basierend darauf
wurde der ADAM10-Proteingehalt weiterfiihrend experimentell adressiert und es zeigte sich, dass die
in die Studie inkludierten Methylxanthine diesen signifikant erhdhten. Um beurteilen zu kdnnen, ob der
gesteigerte ADAM10-Proteingehalt auf eine erhdhte ADAM0-Transkription zuriickzufiihren ist, wurde
von der Autorin der vorliegenden Arbeit eine qRT-PCR-Analyse inkubierter Zellen durchgefiihrt,
welche verdeutlichte, dass die Methylxanthine im Durchschnitt eine schwache, aber signifikante
Reduzierung der 4DAM10-Genexpression bedingten (Abbildung 45 A). Diese Ergebnisse deuten an,
dass die Xanthinderivate die Erhohung des ADAMI10-Proteingehaltes nicht {iber eine gesteigerte
Transkription hervorrufen. Einhergehend damit wurde weiterfiihrend detektiert, dass das natiirlich
vorkommende Methylxanthin Koffein die Proteinstabilitit von ADAMIO signifikant erhoht. Im
Gegensatz zur gesteigerten nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung, war die amyloidogene
Prozessierung in Anwesenheit der Xanthinderivate reduziert. Dies wurde unter anderem durch
signifikant verringerte sAPP[-Spiegel oder eine signifikant verminderte Aktivitit der B-Sekretase nach
der Inkubation mit Koffein deutlich. Dariiber hinaus konnte die Autorin der vorliegenden Arbeit durch
Analysen an postnukledren Fraktionen muriner Hirnproben darlegen, dass das natiirlich vorkommende
Xanthinderivat Koffein in der Lage ist, die B-Sekretase-Aktivitét direkt zu reduzieren (Abbildung 45 B).
Neben diesem direkten Einfluss auf die B-Sekretase wies die Analyse der BACEI-Transkription, die in
Anwesenheit der Methylxanthine signifikant reduziert war (Abbildung 45 C), darauf hin, dass es auch
einen indirekten Einfluss zu geben scheint, iiber welchen die Xanthinderivate die amyloidogene APP-
Prozessierung hemmen konnen. Auf Grund dessen, dass die Alzheimerpathologie und die Ap-
Konzentrationen nicht nur von der nicht- beziechungsweise amyloidogenen Prozessierung, sondern auch
von weiteren, in die AB-Homdostase involvierten, zellulédren Prozessen abhéngig sind, analysierte die
Autorin der vorliegenden Arbeit in einem weiteren Experiment die Transkription von APP und
detektierte eine signifikante Abnahme in Koffein-behandelten humanen WNeuroblastomzellen
(Abbildung 45 D).
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Abbildung 45: Methylxanthine beeinflussen die an der APP-Prozessierung beteiligten Sekretasen. (A)
qRT-PCR-Analyse der ADAMI0-Transkription in den mit den Methylxanthinen Koffein, Theobromin,
Theophyllin, Propentofyllin und Pentoxifyllin behandelten SH-SYS5Y-WT-Zellen im Vergleich zu den
Losungsmittelkontrolle-inkubierten Zellen (n > 10). (B) Aktivitdt der B-Sekretase in Koffein-behandelten
postnukledren Fraktionen von WT-Maushirnen (n=6). (C) Analyse der Expression von BACE! in mit
verschiedenen Methylxanthinen behandelten SH-SYS5Y-WT-Zellen mittels qRT-PCR (n > 10). (D) qRT-PCR-
Transkriptionsanalyse von APP nach Inkubation mit Koffein und den weiteren Xanthinderivaten Theobromin,
Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin (n > 10). Die Kontrollbedingungen wurden auf 100 % gesetzt und
als Linie im Séulendiagramm dargestellt. Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die
statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05 und
**p < 0,01 gelten. Abbildung verdndert nach (JANITSCHKE et al., 2019).

Neben diesen beeinflussten APP-Gen- und Proteinspiegeln konnten in der Studie auch verringerter
oxidativer Stress, reduzierte Cholesterinspiegel sowie eine verringerte APi.4-Aggregation in
Anwesenheit der Methylxanthine als weitere, pleiotrope Mechanismen identifiziert werden, durch
welche diese Xanthinderivate ihre positiven Einfliisse auf die Alzheimerpathologie vermitteln konnten.

Weiterfithrend sollte in einer zweiten Studie analysiert werden, ob weitere Prozesse, die in die
Alzheimerpathologie involviert sind, durch Methylxanthine beeinflusst werden. Hierzu wurde die
transkriptionelle Regulierung von 83 Alzheimer-relevanten Genen in verschiedenen zelluldren
Systemen nach Inkubation unterschiedlicher Methylxanthine (Koffein, Theobromin, Theophyllin,
Propentofyllin, Pentoxifyllin) mittels qRT-PCR analysiert. Der Anteil der Autorin der vorliegenden
Arbeit an dieser Studie umfasste die initialen qRT-PCR-Analysen der behandelten SH-SY5Y-Zellen
sowie in Kooperation mit Cornel M. Bachmann und Daniel Janitschke die Auswahl der Gene, das
Entwerfen der Primer, die experimentelle HKG-Selektion und die Auswertung der generierten Daten.
Es wurde deutlich, dass die Transkription derjenigen Gene, die in die zelluldren Prozesse oxidativer
Stress, Lipid- und Energiemetabolismus, Signaltransduktion und Genexpression, AB- und Tau-
Pathologie, Inflammation sowie neuronale Funktion involviert sind, nach 24-stiindiger Behandlung
humaner Neuroblastomzellen mit 100 uM der analysierten Xanthinderivate im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle unterschiedlich durch die verschiedenen Methylxanthine reguliert wird
(Abbildung 46 A). Im Sdulendiagramm wurde die Anzahl an signifikant hoch- oder runterregulierten
Genen abhéngig der analysierten Methylxanthine dargestellt und es wurde deutlich, dass es signifikante
Unterschiede in den Verteilungsmustern, speziell fiir Koffein, gab (Abbildung 46 B). Folgend wurde
mit Hilfe von multivariaten Verfahren deutlich, dass Koffein im Vergleich zu den weiteren
Xanthinderivaten unterschiedliche und teilweise inverse Effekte auf die Genregulierung bedingt.
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Abbildung 46: Methylxanthine beeinflussen die Expression Alzheimer-relevanter Gene. (A)
Transkriptionelle Verdnderungen von Genen, die unterschiedlichen Signalwegen, wie oxidativem Stress, Lipid-
und Energiemetabolismus, Signaltransduktion, Genexpression, Af- und Tau-Pathologie und Inflammation,
zugeordnet werden konnen, nach 24-stiindiger Behandlung von SH-SYSY-WT-Zellen mit 100 uM der
Xanthinderivate Koffein, Theophyllin, Pentoxifyllin, Theobromin oder Propentofyllin im Vergleich zu
Losungsmittelkontrolle-inkubierten Zellen dargestellt als Heatmap. (B) Sdulendiagramm zur Darstellung der
Anzahl an signifikant verdnderten Genen durch die einzelnen Methylxanthine. Die statistische Signifikanz wurde
mittels ANOVA und folgendem Dunnett’s Post-Hoc-Test berechnet. Abbildung veréndert nach (JANITSCHKE
et al., 2020).
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Die dritte Studie befasste sich mit der Aufklarung der Fragestellung, ob Methylxanthine, fiir die bereits
Einflisse auf Triglyzerid- und Cholesterin-Spiegeln beobachtet wurden, in der Lage sind, die
Homdostase derjenigen Lipidklassen zu verdndern, welche fiir die Entstehung und Progression der
Alzheimererkrankung relevant sind. Der Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit an dieser Studie
umfasste die Auswertung der generierten Shotgun Lipidomics-Daten in Kooperation mit Daniel
Janitschke sowie die Erstellung der Abbildungen und die Mitwirkung bei der Anfertigung des
Manuskriptes. Die in den beiden Neuroblastomzelllinien N2a (muriner Ursprung) und SH-SYS5Y
(humaner Ursprung) generierten Ergebnisse wiesen auf zusdtzliche FEinfliisse der analysierten
Xanthinderivate Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin auf die
Lipidklassen Sphingomyeline, Ceramide, Phosphatidylcholine und Plasmalogene hin. Diese resultierten
zum einen in positiven Effekten hinsichtlich der Alzheimerpathologie, aber auch in gegenteiligen
Effekten, die nicht zu vernachldssigen sind, und unterstreichen damit die Komplexitit des
Zusammenhangs zwischen Methylxanthinen und der Alzheimererkrankung. Zu den unerwiinschten
Effekten hinsichtlich der neurodegenerativen Alzheimererkrankung zihlen beispielsweise der durch die
beiden synthetischen Xanthinderivate Propentofyllin und Pentoxifyllin mediierte Riickgang in
denjenigen Plasmalogenspezies, die die ®-3 Fettsduren EPA und DHA enthalten konnen.
Demgegeniiber bewirken diese beiden Methylxanthine einen Anstieg in dem Verhéltnis Gesamt-
PCae/Gesamt-PCaa, was eine positive Wirkung hinsichtlich derjenigen Alzheimermechanismen
andeutet, die mit oxidativem Stress assoziiert sind. Dariiber hinaus wurden nach Inkubation der in die
Studie inkludierten Xanthinderivate erhdhte Sphingomyelin- und reduzierte Lyso-PC-Spiegel in den
neuronalen Zellen detektiert, die als positive Aspekte hinsichtlich der Alzheimerpathologie angesehen

werden konnen.

Auf Grund der moderaten Effektstirken konnen Methylxanthine zwar nicht als alleinige Praventions-
oder Behandlungsstrategie fiir die Alzheimererkrankung angesehen werden, nichtsdestotrotz sollten sie
auf Grund ihrer pleiotropen positiven Einfliisse auf die APP-Prozessierung in eine gesunde
Ermédhrungsweise integriert werden. Auflerdem scheinen einzelne Methylxanthine, wie Koffein
beispielsweise, einzigartige Wirkungsmuster vor allem auf genregulatorischer Ebene zu mediieren.
Hinsichtlich der Einfliisse der analysierten Xanthinderivate Koffein, Theobromin, Theophyllin,
Pentoxifyllin und Propentofyllin auf die Homdostase Alzheimer-relevanter Lipide konnten sowohl
positive als auch zu vermeidende Effekte ausgemacht werden, die den kombinierten Einsatz von
Methylxanthinen und einer den Lipidmetabolismus positiv beeinflussenden Erndhrung, die sich
beispielsweise durch eine hohe Aufnahme langkettiger ungesittigter Fettsduren auszeichnen konnte,
empfehlen. Zusammenfassend bieten die auf Zellkulturebene beobachteten positiven Effekte natiirlicher
und synthetischer Methylxanthine auf die Alzheimer-relevante Lipidhomdostase sowie die molekularen
Mechanismen der AB-Bildung eine Grundlage fiir weitere in vivo Studien, um das préventive und
potenziell therapeutische Potenzial von Xanthinderivaten hinsichtlich neurodegenerativer
Erkrankungen umfassender beurteilen zu kénnen.
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4.5.2 Der Einfluss von Capsaicinoiden auf die APP-Prozessierung in SH-SY5Y-Zellen

Die Ergebnisse der folgend vorgestellten Studie, die den Einfluss von Capsaicinoiden auf die
Prozessierung von APP analysierte, sind in Scientific Reports (Nature Research-Verlag, Impact Factor
dieser Fachzeitschrift Stand September 2022: 4,380) veroftentlicht:

Grimm MOW’, Bliimel T", Lauer AA, Janitschke D, Stahlmann C, Mett J, Haupenthal VJ,
Miederer AM, Niemeyer BA, Grimm HS, Hartmann T. The impact of capsaicinoids on APP
processing in Alzheimer's disease in SH-SY5Y cells. Sci Rep. 2020 Jun 8;10(1):9164. doi:
10.1038/s41598-020-66009-6. PMID: 32514053; PMCID: PMC7280252. “diese Autoren haben
gleichermafien zu dieser Publikation beigetragen

Bei Capsaicin handelt es sich um den priméren und natiirlich vorkommenden Inhaltsstoff von Capsicum
Spezies, der fiir die Schirfe von Chilischoten verantwortlich ist und strukturell zu der chemischen
Gruppe der Vanilloide gehort (CORDELL, ARAUJO, 1993). Neben Capsaicin stellt Dihydrocapsaicin
den zweithdufigsten Vertreter der Capsaicinoide dar und wurde aus diesem Grund, ebenso wie eine
natiirlich vorkommende Mischung, in die systematische Analyse potenzieller Effekte auf die
Alzheimerpathologie inkludiert. Grundlage fiir diese Studie bilden die pleiotropen pharmakologischen
und physiologischen Aktivititen, die fiir Capsaicinoide beschrieben wurden, sowie deren
weitverbreiteter Konsum als Erndhrungskomponente (CHAUDHARY et al., 2022; ZHANG et al.,
2020). So stellt beispielsweise Capsaicin einen hochselektiven Agonisten des Transienten Rezeptor-
Potential-Kationenkanals der Unterfamilie V(anilloid) Subtyp 1 (TRPV1) dar, dessen Aktivierung im
zentralen Nervensystem unter anderem in die synaptische Plastizitit oder auch die hippokampale
Gedéchtnisfunktion involviert ist (KAUER, GIBSON, 2009). Neben positiven Effekten von Capsaicin
hinsichtlich oxidativem Stress oder der Tau-Pathologie ist bisher wenig liber eine potenzielle
Beeinflussung der APP-Prozessierung bekannt, weshalb diese Gegenstand der folgend vorgestellten
Studie war.

Basierend auf den initialen Erkenntnissen, dass die 24-stiindige Behandlung von Neuroblastomzellen
mit 10 uM der Capsaicinoide in einem erhdhten Ap-Proteingehalt einhergehend mit erhohten
Proteinmengen an sAPPP und B-CTF resultierte, analysierte die Autorin der vorliegenden Arbeit in
Kooperation mit Dr. Heike S. Grimm den BACE1-Proteingehalt nach Inkubation mit Capsaicin, welcher
signifikant erhoht war (Abbildung 47 A). Dariiber hinaus adressierte sie die y-Sekretase-Aktivitit in
Capsaicin-behandelten Zellen und detektierte eine signifikante Zunahme (Abbildung 47 B), die
einhergehend mit einer gesteigerten Genexpression sowie einem Wechsel der Lokalisierung von
Presenilin von Nicht-Raft in Raft-Membrandoménen war. Die in SH-SY5Y-Zellen beobachteten
Erhéhungen in den Aktivitidten der B- und y-Sekretasen wurden durch die von ihr durchgefiihrten
Analysen in HEK- und N2a-Zellen bestitigt, da die Behandlung mit der natiirlichen Capsaicinoid-
Mischung dort ebenfalls in gesteigerten pro-amyloidogenen Aktivititen resultierte (Abbildung 47 C).
Neben der gesteigerten AB-Generierung wurde eine beeintrachtigte AB-Degradation detektiert, welche
auf eine signifikant reduzierte IDE-Aktivitit nach Inkubation mit der natiirlichen Capsaicinoid-
Mischung zuriickgefiihrt werden konnte (Abbildung 47 D).
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Abbildung 47: Der Einfluss von Capsaicinoiden auf die an der amyloidogenen APP-Prozessierung
beteiligten Sekretasen sowie auf das Ap-degradierende Enzym IDE. (A) BACEI-Proteingehalt in SH-SY5Y-
APP®*3-Zellen nach Inkubation mit Capsaicin, experimentell adressiert mittels Western Blot-Analyse (n > 3). (B)
Aktivitdt der y-Sekretase in Capsaicin-behandelten SH-SYS5Y-WT-Zellen (n >9). (C) Effekt der natiirlichen
Mischung auf die AB-Degradation. Analyse der IDE-Aktivitét in N2a-Zellen, die mit der natiirlichen Mischung
inkubiert wurden (n = 6). (D) Einzelne und durchschnittliche Aktivititen der - und y-Sekretase in SH-SYS5Y-,
HEK- und N2a-Zellen (n>5). Die Kontrollbedingungen wurden auf 100 % gesetzt und als Linie im
Sdulendiagramm dargestellt. Fehlerbalken reprdsentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische
Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05, **p <0,01 und
**%p < 0,001 gelten. Abbildung verdndert nach (GRIMM et al., 2020).

Zusammenfassend lieferten diese Ergebnisse Hinweise darauf, dass neben zahlreichen positiven
Effekten, die fiir Capsaicinoide beschrieben wurden, hinsichtlich der APP-Pathologie im Rahmen der
Alzheimererkrankung durch pro-amyloidogene Eigenschaften dieser Substanzklasse ein therapeutischer

Einsatz auf der zelluldren Evidenzstufe abgelehnt werden sollte.

4.5.3 Spleiivarianten von STIM1 und die Alzheimererkrankung

Das folgende Kapitel befasst sich mit einer Studie, die sich mit der Charakterisierung einer kurzen,
neuronal spezifischen Isoform des Proteins Stroma-Interaktionsmolekiil 1 (stromal interaction
molecule 1, STIM1) beschéftigt und welche in Cell Reports (Cell Press-Verlag, Impact Factor dieser
Fachzeitschrift Stand September 2022: 9,423) verdffentlicht wurde:

Ramesh G*, Jarzembowski L*, Schwarz Y*, Poth V, Konrad M, Knapp ML, Schwir G, Lauer AA,
Grimm MOW, Alansary D, Bruns D, Niemeyer BA. 4 short isoform of STIMI confers frequency-
dependent  synaptic  enhancement. Cell Rep. 2021 Mar 16;34(11):108844. doi:
10.1016/j.celrep.2021.108844. PMID: 33730587. “diese Autoren haben gleichermafen zu dieser
Publikation beigetragen
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STIM-Proteine sind im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und fiir die Erfassung des
Kalziumgehaltes sowie die Vermittlung des Kalziumeinstroms iiber die Offnung hochselektiver ORAI-
Kanile zustindig. Dieser Prozess wird als speichergesteuerter Kalziumeinstrom (store-operated Ca’*-
entry, SOCE) bezeichnet und verbindet die Kalziumdepletion im Endoplasmatischen Retikulum mit
dessen Wiedereintritt (PRAKRIYA, LEWIS, 2015). Wahrend bekannt ist, dass STIM1 eine wichtige
Rolle in Immunzellen spielt, ist liber eine potenzielle Rolle in der neuronalen Kalziumhomdostase bisher
wenig bekannt. In der hier kurz vorgestellten Studie wurde basierend darauf die Neuronen-spezifische
STIMI-SpleiBBvariante STIM1B charakterisiert, deren Proteingehalt im Kleinhirn iiber den von STIM1
hinausgeht. Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit an dieser Studie umfasste
die Transkriptionsanalyse von STIM-Spleifvarianten in post mortem Hirnproben von Patienten mit der
familidren und sporadischen Form der Alzheimererkrankung. In Abbildung 48 wird ersichtlich, dass der
relative Anteil an gespleilitem ST/M1B im Vergleich zur Expression von ST/MI sowohl in familiéren
als auch sporadischen Alzheimerféllen signifikant reduziert war. Dies konnte auf eine abweichende
Regulierung des Spleilens von ST/M1 im Rahmen der Alzheimerpathologie hindeuten.
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Abbildung 48: Transkriptionsanalyse verschiedener STIM1-Spleiivarianten in post mortem Hirnproben
von Alzheimerpatienten. Dargestellt ist die relative Expression von STIM1B, Nicht-B und Gesamt-STIM1 in
Hirnproben von familidren (PS1 I1143T und PS2 L286V) und sporadischen Alzheimerpatienten im Vergleich zu
gesunden altersentsprechenden Individuen (85 gesunde Individuen und 175 Alzheimerpatienten). Sterne stellen
die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05 gilt. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA und
folgendem Tukey-HSD-Post-Hoc-Test berechnet. Abbildung verandert nach (RAMESH et al., 2021).

Gemeinsam mit den weiteren Erkenntnissen dieser Studie, welche beispielsweise verdeutlichten, dass
STIM1B selektiv auf das présynaptische Endoplasmatische Retikulum abzielt, trigt die Detektion des
alternativen STIM1-Spleifens in der Alzheimererkrankung dazu bei, dass das Spleien von STIM] als
wichtiger regulatorischer Faktor in der neuronalen Kalziumhomoostase und der synaptischen Plastizitat

angesehen werden kann.
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4.5.4 Lipidomics-Analyse der Mitochondrien eines zelluléiren Alzheimer Modells

Die folgend vorgestellte Studie fiihrte eine gezielte Lipidomics-Analyse von Mitochondrien in einem
zelluldaren Modell der Alzheimererkrankung durch und wurde in biomedicines (MDPI-Verlag, Impact
Factor dieser Fachzeitschrift Stand September 2022: 4,757) verdffentlicht:

Kurokin I", Lauer AA", Janitschke D", Winkler J, Theiss EL, Griebsch LV, Pilz SM, Matschke V,
van der Laan M, Grimm HS, Hartmann T, Grimm MOW. Targeted Lipidomics of Mitochondria
in a Cellular Alzheimer's Disease Model. Biomedicines. 2021 Aug 21;9(8):1062. doi:
10.3390/biomedicines9081062. PMID: 34440266. “diese Autoren haben gleichermaBen zu dieser
Publikation beigetragen

Hinsichtlich der molekularen Mechanismen der Pathophysiologie der Alzheimererkrankung riickt die
mitochondriale Funktion derzeit immer weiter in den Fokus. Basierend darauf, dass ein Zusammenhang
zwischen der Alzheimererkrankung und der Lipidhomoostase existiert, aber bisher nicht ausreichend
iiber mogliche Verédnderungen in der Lipidkomposition der Mitochondrien bekannt ist, war das Ziel
dieser Studie die Analyse potenzieller Verdnderungen der mitochondrialen Lipidklassen PC und PE
sowie deren korrespondierender Plasmalogene in einem zelluldren Alzheimermodell (SH-SYSY-
APPswe) im Vergleich zu SH-SY5Y-Zellen, die mit einem Kontrollplasmid transfiziert wurden. Diese
Anderungen wurden denen, die im selben zelluliren Vergleich in den Zellhomogenaten detektiert
wurden, gegeniibergestellt. Der experimentelle Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit belief sich
im Rahmen dieser Studie auf die Durchfiihrung sowie Auswertung der Lipidomics-Analyse mit Fokus
auf der detaillierteren Analyse der einzelnen Lipidspezies und den Vergleich der beiden zelluldren
Alzheimermodelle SH-SY5Y-APPswe und -APPwt.

Die initiale Betrachtung der Gesamtheit an 226 Lipidspezies, die in dieser Studie analysiert wurden,
verdeutlichte, dass Lipidverdnderungen im Vergleich SH-SY5Y-APPswe und Kontroll-transfizierten
SH-SYS5Y-Zellen existieren, die spezifisch fiir Mitochondrien sind und nicht aus der Analyse der
Gesamt-Zellhomogenate vorhergesagt werden konnen (Abbildung 49 A).

Eine detailliertere Analyse der einzelnen Lipidspezies zeigte auf, dass speziell Lipide, die drei- oder
vierfach ungesittigte Fettsduren, wie beispielsweise Arachidonsdure, enthalten und iiberwiegend ®-6
Fettsduren reprédsentieren, in Mitochondrien von SH-SYS5Y-APPswe-Zellen erhoht waren. Dem
gegeniiber waren die Spezies, die flinf- oder sechsfach ungeséttigte Fettséuren, wie beispielsweise die
-3 Fettsduren EPA oder DHA, enthalten, in mitochondrialen Proben dieses zelluldren
Alzheimermodells reduziert (Abbildung 49 B, oben und unten). Die beobachteten Verdnderungen im
Lipidmetabolismus wurden von Anderungen im Carnitin-Carrier-System in den Homogenat-Proben
begleitet, was eine verdnderte mitochondriale Funktionalitit in APPswe-Zellen im Vergleich zu
Kontroll-transfizierten Zellen andeutet (Abbildung 49 C).
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Abbildung 49: Lipidverinderungen in Homogenaten und Mitochondrien von SH-SY5SY-APPswe-Zellen
im Vergleich zu Kontroll-transfizierten SH-SYSY-Zellen. (A) Verteilung derjenigen Lipidspezies mit einer
Effektstirke groBer des durchschnittlichen Standardfehlers und einem Signifikanzniveau von p < 0,05 dargestellt
als Anzahl der reduzierten oder erhohten Lipidspezies in Homogenaten und Mitochondrien von SH-SY5Y-
APPswe-Zellen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten SH-SYS5Y-Zellen im Séulendiagramm. Der Exakte
Fisher-Test wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanz herangezogen (*** p < 0,001). (B) Prozessierte
Daten der Mitochondrien. Relative Verdnderungen der «-6/m-3-Verhiltnisse der analysierten Phospholipid-
Spezies in SH-SYS5Y-APPswe-Zellen verglichen mit Kontroll-transfizierten Zellen (oben). Relative
Verédnderungen verschiedener dreifach-ungesittigter Phospholipide in SH-SYS5Y-APPswe-Zellen verglichen mit
Kontroll-transfizierten Zellen (unten). (C) Analyse der Carnitinspiegel in Homogenaten von SH-SYS5Y-APPswe-
Zellen verglichen mit Kontroll-transfizierten Zellen in Form unterschiedlicher Verhéltnisse. Fehlerbalken
représentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-
Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05 und **p < 0,01 gelten. Abbildung verédndert nach (KUROKIN et al.,
2021).

Hinsichtlich der PE-Plasmalogene wurde im Rahmen der Lipidomics-Analyse eine Erhohung in den
Mitochondrien im Vergleich zu Homogenaten von SH-SY5Y-APPswe-Zellen detektiert
(Abbildung 50 A). Die vorliegenden Daten der mitochondrialen Fraktionen konnten dariiber hinaus in
einem zweiten zelluldren Alzheimermodell, in welchem WT-APP iiberexprimiert wurde (SH-SYS5Y-
APPwt), verifiziert werden. Der Unterschied zwischen beiden APP-Formen besteht darin, dass APPswe
hauptsédchlich amyloidogen durch die p-Sekretase prozessiert wird, wéihrend APPwt sowohl
amyloidogen als auch nicht-amyloidogen prozessiert werden kann (CITRON et al., 1992). Neben
einigen Ahnlichkeiten wurden gerade in Bezug auf die PE-Spezies Unterschiede ausgemacht. Wihrend
APPswe-transfizierte SH-SY5Y-Zellen einen Anstieg in den PE-Spezies aufzeigten, waren die PE-
Spiegel in APPwt-transfizierten Zellen iiberwiegend reduziert oder unveréndert (Abbildung 50 B). Dies
lisst vermuten, dass Anderungen in der APP-Prozessierung spezifische Verinderungen in der
Lipidhomdostase von Mitochondrien bedingen konnten. Genau diese, durch amyloidogene oder nicht-
amyloidogene Prozesse bedingten, Unterschiede sollten in weiteren Studien detailliert analysiert

werden.
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Abbildung 50: Verinderte Phosphatidylethanolamin- (PE-) Spiegel in Mitochondrien von APPswe-
gegeniiber APPwt-Zellen. (A) Anderungen der einzelnen PE-Plasmalogen- (PEae-) Spezies in Homogenaten
und Mitochondrien von SH-SY5Y-APPswe-Zellen im Vergleich zu Kontroll-transfizierten SH-SY5Y-Zellen,
dargestellt als Volcano Plot (links). Das Ergebnis der korrespondierenden Verteilungsanalyse ist dem
nebenstehenden Séulendiagramm zu entnehmen. Die vertikalen Linien repréasentieren den durchschnittlichen
Standardfehler und die horizontale Linie markiert ein Signifikanzniveau von p = 0,05. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanz im Rahmen der Verteilungsanalyse wurde der Exakte Fisher-Test verwendet
(**p £0,01). (B) Verdnderungen der Lipidhomdostase in mitochondrialen Fraktionen von SH-SY5Y-APPwt-
Zellen im Vergleich zu APPswe-iiberexprimierenden Zellen. Die signifikanten Unterschiede in den PEaa- und
PEae-Spezies sind als Sdulendiagramm dargestellt. Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler. Sterne
stellen die statistische Signifikanz, die mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet wurde, dar, wobei *p < 0,05
und **p < 0,01 gelten. Abbildung verandert nach (KUROKIN et al., 2021).
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4.5.5 Der Zusammenhang zwischen PEX19 und der Speicherung von Neutrallipiden

Die Ergebnisse der folgend vorgestellten Studie, die den Zusammenhang zwischen PEX19 und der
Speicherung von Neutrallipiden analysierte, sind in Frontiers in Cell and Developmental Biology
(Frontiers-Verlag, Impact Factor dieser Fachzeitschrift Stand September 2022: 6,684) veroffentlicht:

Lyschik S*, Lauer AA", Roth T, Janitschke D, Hollander M, Will T, Hartmann T, Kopito RR,
Helms V, Grimm MOW", Schrul B". PEX19 Coordinates Neutral Lipid Storage in Cells in a
Peroxisome-Independent Fashion. Front Cell Dev Biol. 2022 Apr 26;10:859052. doi:
10.3389/fcell.2022.859052. PMID: 35557938; PMCID: PMC9086359. “diese Autoren haben
gleichermafien zu dieser Publikation beigetragen

Bei dem Peroxin-Protein PEX19 handelt es sich um einen fiir den zelluldren Lipidmetabolismus
wichtigen peroxisomalen Biogenesefaktor, der in der Lage ist, Membranproteine selektiv zu den
Peroxisomen zu dirigieren (HUA, KIM, 2016). Dariiber hinaus ist PEX19 in die korrekte Insertion von
Endoplasmatisches Retikulum- oder Lipidtropfen-assoziierten Proteinen in die entsprechenden
Membranen involviert (SCHRUL, KOPITO, 2016). Beeintridchtigungen der Funktion von Peroxisomen,
in welchen beispielsweise die Synthese von Ether-Phospholipiden oder die Oxidation sehr langkettiger
Fettsduren stattfindet, kdnnen sich klinisch unter anderem im Zellweger-Syndrom dullern und betroffene
Patienten tragen hdufig Mutationen in PEX-Proteinen (WANDERS et al., 2015). Der experimentelle
Anteil der Autorin der vorliegenden Arbeit an der Studie, die eine potenzielle Rolle des PEX19-
vermittelten Proteintransports zum Endoplasmatischen Retikulum und Lipidtropfen in der Regulierung
der Speicherung von Neutrallipiden analysierte, umfasste die Mitwirkung an der Lipidanalytik mittels
Shotgun Lipidomics-Ansatz, deren Ergebnisse im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Um die Funktionen von PEX19 im Metabolismus von Neutrallipiden néher zu charakterisieren, wurden
neben einer HeLa-Kyoto-WT-Zelllinie eine mittels CRISPR-Cas9-Methode generierte PEX19-
defiziente Zelllinie desselben Ursprungs (PEX197-Zellen) sowie eine auf Hintergrund der PEX197-
Zelllinie generierte Zelllinie mit stabiler Expression einer nicht-farnesylierten PEX19c296s-Mutante
(PEX197"PEX19c296s-Zellen) herangezogen (SCHRUL, KOPITO, 2016). Diese post-translationale
Modifizierung richtet sich an das Cystein C296 innerhalb des CAAX-Motives am C-Terminus von
PEX19 und es wurde beschrieben, dass diese Mutation in PEX19-defizienten Zellen, denen
Peroxisomen fehlen, eine Wiederherstellung der peroxisomalen Biogenese bedingt (SCHRUL,
KOPITO, 2016; VASTIAU et al.,, 2006) und somit wahrscheinlich die Peroxisomen-assoziierten
Funktionen von PEX19 Farnesylierungs-unabhingig sind. Fir den ER-/Lipidtropfen-gerichteten
Proteintransport von UBXD8 hingegen ist eine WT-farnesylierte PEX19-Form notwendig (SCHRUL,
KOPITO, 2016).

In der Shotgun Lipidomics-Analyse wurden Zellhomogenate der beiden genannten PEX19-Zelllinien
mit denen von WT-Zellen verglichen. Eine erste Charakterisierung des Lipidomes, abgebildet durch 170
verschiedene Lipidspezies aus unterschiedlichen Lipidklassen, verdeutlichte, dass in der
Gegeniiberstellung von PEX197-Zellen zu WT-Zellen eine groBere Anzahl an Lipidspezies signifikant
verindert war im Vergleich zu der Gegeniiberstellung von PEX19"PEX19c296s-Zellen zu WT-Zellen
(Abbildung 51). Dies konnte darauf hinweisen, dass die Expression der nicht-farnesylierten PEX19-
Variante in der Lage ist, einen Teil der PEXI19-abhidngigen Lipidprofilverdnderungen
wiederherzustellen.
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Abbildung 51: Verinderungen des Lipidmetabolismus in PEX197- und PEX197"PEX19c29s-Zellen
verglichen mit WT-Zellen. (A) Die Shotgun Lipidomics-Analyse von 170 unterschiedlichen Lipidspezies in
PEX197-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen resultierte in 24 signifikant reduzierten und 31 signifikant erhdhten
Lipidspezies. (B) Die Shotgun Lipidomics-Analyse von 170 unterschiedlichen Lipidspezies in PEX19™
PEX19c2906s-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen resultierte in vier signifikant reduzierten und neun signifikant
erhohten Lipidspezies. (C) Die im Sdulendiagramm dargestellten Anzahlen an unverdndert und signifikant
verdnderten Lipidspezies unterschieden sich signifikant zwischen PEX197-Zellen und PEX19”"PEX19c296s-
Zellen im jeweiligen Vergleich zu WT-Zellen, was der aus dem Chi-Quadrat-Test resultierende p-Wert bestitigte
(p £0,001; n= 11 pro Zelllinie). Abbildung veridndert nach (LYSCHIK et al., 2022).

Um zu analysieren, ob diejenigen Peroxisomen, welche durch Expression von PEX19¢296s auf PEX197
Hintergrund wiederhergestellt werden konnen, funktionell aktiv sind, wurden die Spiegel an
Phosphatidylcholinen (PCaa) und deren Etherlipiden (Plasmalogene; PCae) in den drei Zelllinien mittels
Shotgun Lipidomics-Analyse bestimmt. Die resultierenden Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die
Expression von PEX19cs in PEX197-Zellen in der Lage ist, die peroxisomale B-Oxidation sehr
langkettiger Fettsduren sowie die Synthese von Etherlipiden wiederzuherstellen (Abbildung 52).
Hinsichtlich der PCaa-Spezies wurden keine Unterschiede in den Gesamtspiegeln der analysierten
PCaa-Spezies zwischen den drei Zelllinien detektiert (Abbildung 52 A). Bei Betrachtung einzelner
Untergruppen wurde deutlich, dass die im Vergleich PEX19"- zu WT-Zellen beobachtete
Akkumulierung von PCaa-Spezies mit einer Kettenldnge ab 40 Kohlenstoffatomen (= 40:X) in der
Gegeniiberstellung PEX19"PEX19c296s nicht mehr vorhanden war (Abbildung 52 B-D). Dies
verdeutlichte, dass die Expression der nicht-farnesylierten PEX19-Variante in der Wiederherstellung
von funktionellen Peroxisomen resultiert, in denen die B-Oxidation sehr langkettiger Fettsduren
stattfinden kann.

Einhergehend mit der zweiten wichtigen Funktion von Peroxisomen, der Synthese von Etherlipiden,
waren die Gesamtspiegel an PCae in PEX197-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen signifikant reduziert
(Abbildung 52 G). Ahnlich zu der peroxisomalen Oxidation sehr langkettiger Fettsiuren resultierte die
Expression von PEX19¢206s in einer partiellen Wiederherstellung der Etherlipidsynthese, was sich durch
signifikant erhohte Gesamt-PCae-Spiegel in PEX197"PEX19c296s-Zellen im Vergleich zu PEX197-
Zellen duBerte (Abbildung 52 G-I).

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Farnesylierung von PEX19 fiir die

peroxisomale Biogenese und Funktion nicht essenziell zu sein scheint.
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Abbildung 52: Lipidomics-Analyse der Spiegel an PCaa- und PCae-Spezies in PEX197- und PEX197
PEX19c296s-Zellen verglichen mit HeLa-Kyoto-WT-Zellen. (A) Relative Gesamt-PCaa-Menge in WT-,
PEX197- und PEX197PEX19c296s-Zellen, fiir die mittels ANOVA-Analyse kein signifikanter Unterschied
zwischen den drei Zelllinien detektiert wurde. (B-C) Volcano Plots, welche die Verdnderungen der einzelnen 43
analysierten PCaa-Spezies im Vergleich PEX19” zu WT und PEX197PEX19¢296s zu WT visualisieren. (D)
Relativer Vergleich der PCaa-Spezies hinsichtlich der Kettenldnge ihrer gebundenen Fettséuren. (E) Relativer
Vergleich der PCaa-Spezies hinsichtlich des Séttigungsgrades der gebundenen Fettsduren. (F) Relative
Haufigkeiten der einzelnen Séttigungsgrade (X:0 bis X:6) innerhalb der analysierten PCaa-Spezies. (G-K)
Shotgun Lipidomics-Analyse von 39 PCae-Spezies in WT-, PEX19”- und PEX197PEX19c296s-Zellen. Die
Darstellungen sind analog zu (A-E). (L) Analyse der relativen Haufigkeiten des Verhéltnisses zwischen der
Gesamtmenge an PCae und PCaa in PEX197- und PEX197"PEX19c26s-Zellen verglichen mit WT-Zellen.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05,
**p <0,01 und ***p <0,001 gelten. Die im Volcano Plot dargestellten Signifikanzwerte wurden mittels
ungepaartem Student-t-Test berechnet, wéhrend die statistische Analyse der Gesamt-Lipid-Vergleiche zwischen
den drei analysierten Zelllinien mittels ANOVA und folgendem Post-Hoc-Test durchgefiihrt wurde (n =11 pro
Zelllinie). Abbildung verdndert nach (LYSCHIK et al., 2022).
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Die in dieser Studie der Lipidomics-Analyse vorausgegangene Anfarbung von Neutrallipiden resultierte
in der Detektion einer Akkumulierung von Lipidtropfen in PEX19"- und PEX197PEX19c2ess-Zellen
im Vergleich zu HeLa-WT-Zellen (LYSCHIK et al., 2022). Basierend darauf wurde diese
Akkumulierung mittels Shotgun Lipidomics-Ansatz quantifiziert, was verdeutlichte, dass die TAG-
Spiegel in beiden analysierten Zelllinien im Vergleich zu WT-Zellen signifikant um circa 60 % erhoht
waren (Abbildung 53 A). Die Betrachtung der einzelnen TAG-Spezies zeigte, dass verglichen mit WT-
Zellen in den beiden Zelllinien PEX19" und PEXI197"PEX19cis jeweils #hnliche Spezies
akkumulierten (C50:0, C50:1, C52:0, C52:1, C54:2; Abbildung 53 B-C). Hinsichtlich der Angleichung
der TAG-Spiegel auf das Niveau von WT-Zellen verdeutlichten die Ergebnisse, dass die nicht-
farnesylierte PEX19-Variante nicht ausreichte, um diesen Effekt zu vermitteln.
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200 .

180 : I
160 I

140

5

NowW B Wn

TAG Level
(% zu WT Zellen)
S

4
p Wert (-Log,,)
p Wert (-Log,,)
S = oW s

MO g e T — T T — T
WT  PEX19” PEX19 ] 0 1 B 0 1
PEX19cyes fache Verinderung (Log,) PEX19" / WT fache Verinderung (Log,) PEX19 PEX19 .,/ WT

Abbildung 53: Lipidomics-Analyse der Spiegel an TAG-Spezies in PEX197- und PEX197"PEX19c296s-
Zellen verglichen mit HeLa-Kyoto-WT-Zellen. (A-C) Analyse der relativen Héufigkeiten von zehn
Triacylglyceriden in PEX197- und PEX19""PEX19c296s-Zellen verglichen mit WT-Zellen. Die Darstellungen
sind analog zu Abbildung 52 A-C. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische
Signifikanz dar, wobei *p < 0,05 und **p < 0,01 gelten. Die im Volcano Plot dargestellten Signifikanzwerte
wurden mittels ungepaartem Student-t-Test berechnet, wihrend die statistische Analyse der Gesamt-Lipid-
Vergleiche zwischen den drei analysierten Zelllinien mittels ANOVA und folgendem Post-Hoc-Test
durchgefiihrt wurde (n = 11 pro Zelllinie). Abbildung verdndert nach (LYSCHIK et al., 2022).

Maégliche Griinde fiir die erhdhten Mengen an TAG und Lipidtropfen in PEX197-Zellen, bei welchen
es sich potenziell um PEX19-spezifische Peroxisomen-unabhéngige Effekte handelte, da diese auch in
PEX197PEX19ca9ss-Zellen detektiert wurden, konnen eine gesteigerte Lipogenese oder eine reduzierte
Lipolyse sein. Zur Analyse der TAG de novo Synthese wurden die analysierten Zelllinien WT, PEX19
"und PEX197"PEX 19265 tiber Nacht mit exogen zugefiihrtem Oleat (Olsiure, 18:1) behandelt, welches
hauptsdchlich in TAG C52:2 aufgenommen wurde (Abbildung 54 A). Wie in Abbildung 54 B
ersichtlich, stieg die Menge an TAG C52:2 in WT-Zellen nach der Behandlung mit Oleat stirker an als
in den beiden PEX19-Zelllinien, was vermuten lieB3, dass die TAG-Synthese in letztgenannten Zelllinien
unter diesen Bedingungen beeintrachtigt war. Basierend darauf, dass die TAG-Spiegel im stationéren
Zustand in PEX197- und PEX19""PEX19c2s-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen signifikant erhdht
waren (Abbildung 53 A), was sich auch anhand der unterschiedlichen Startpunkte in Abbildung 54 B
duBerte, wurde weiterfithrend untersucht, ob eine maximale Speicherkapazitit fiir TAG in Lipidtropfen
existiert. Ubereinstimmend wurden nach der Oleatbehandlung vergleichbare TAG C52:2-Spiegel in
WT- und PEX197"PEX19c206s-Zellen detektiert, was andeutete, dass PEX197"PEX19¢206s-Zellen eine
unbeeintrachtigte TAG-Speicherkapazitit besitzen und die vermeintlich reduzierte TAG-Synthese einen
indirekten Effekt des Erreichens dieser maximalen Speicherkapazitit darstellte. Dies wurde zudem
anhand des Anom-Wertes deutlich, welcher in WT-Zellen 864 und in PEX19"PEX19¢a0ss-Zellen 823
betrug.
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Der Anorm-Wert lag in PEX197-Zellen mit 467 deutlich unter dem der anderen beiden Zelllinien und
nach der Oleatbehandlung wurde circa 40 % weniger TAG C52:2 im Vergleich zu WT-Zellen detektiert.
Dies deutete an, dass das Defizit an PEX19 eine signifikante Reduzierung der TAG-Synthese unter
diesen Bedingungen vermittelte. Ahnliche Beeintrichtigungen in der TAG-Synthese in PEX197-Zellen
resultierten aus der Quantifizierung aller zehn analysierten TAG-Spezies (Abbildung 54 D-E), was
ausschloss, dass C18:1 in weitere Spezies gebunden wurde. Zusammenfassend wiesen diese Daten
darauf hin, dass die Abwesenheit von PEX19 und das damit verbundene Fehlen von Peroxisomen unter
anabolen Bedingungen durch exogene Zugabe von Oleat eine reduzierte TAG-Synthese bedingt. Durch
die Expression der nicht-farnesylierten Variante PEX19c296s wurde die peroxisomale Funktion unter
diesen Bedingungen wiederhergestellt und der Beeintrichtigung im TAG-Anabolismus
entgegengewirkt.

Ein Grund fiir die beobachtete reduzierte TAG de novo Synthese in PEX197"-Zellen unter anabolen
Bedingungen kdnnte neben einer beeintrichtigen Aufnahme der exogen verabreichten Olsiure sein, dass
diese nicht primédr in den TAG-Metabolismus eingeht. Um dies beurteilen zu koénnen, wurden
unterschiedliche Carnitinspezies nach Behandlung der drei Zelllinien mit Oleat mittels Lipidomics-
Ansatz analysiert. Neben Acetyl-Carnitin (C2), welches sowohl in PEX19”- als auch in PEX19™"
PEX19c296s-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen signifikant erhdht war, akkumulierte C18:1 in PEX197-
Zellen stirker an als in PEX197PEX19c296s-Zellen (Abbildung 54 F). Dies lieB zum einen eine erhéhte
B-Oxidation in beiden PEX19-Zelllinien im Vergleich zu WT-Zellen vermuten, da C2 durch die j3-
Oxidation geradzahliger Fettsduren entsteht, und zum anderen schien in Abwesenheit von Peroxisomen
in PEX19""-Zellen mehr Olsiure in die mitochondriale B-Oxidation transportiert zu werden, was anhand
der im Vergleich zu WT- und PEX197PEX19c206s-Zellen signifikant erhdhten C18:1-Spiegel in PEX19-
"Zellen deutlich wurde (Abbildung 54 F).

Zusammenfassend konnte ausgeschlossen werden, dass die initial beobachtete Akkumulierung von
Lipidtropfen und TAG in PEX197- und PEX197"PEX19c296s-Zellen in einer gesteigerten TAG-Synthese
begriindet ist, sondern eher mit der Speicherfahigkeit der Neutrallipide zusammenhéngen. Zur Analyse
einer potenziell zugrundeliegenden reduzierten TAG-Hydrolyse wurden die Zelllinien durch ein
Wachstum tiber Nacht unter 0,1 % FCS und Anwesenheit von Triacsin C, einem selektiven Inhibitor fiir
die Langkettige-Fettsdure-Acyl-CoA-Synthetase, katabolen Bedingungen ausgesetzt. Dies bedingte in
den drei Zelllinien eine Reduzierung der TAG-Spiegel um circa 73 % im Vergleich zu den Spiegeln
unter stationdren Bedingungen zum Startzeitpunkt (Abbildung 54 G). Ahnlich zu den initialen
Erkenntnissen, dass PEX19” - und PEX197PEX19c2sss-Zellen hohere TAG-Spiegel im Vergleich zu
WT-Zellen aufwiesen, waren die absoluten Mengen an TAG nach Triacsin C-Behandlung in PEX197-
und PEX197PEX19cas-Zellen circa 70 % hoher im Vergleich zu denen in WT-Zellen
(Abbildung 54 H). Dies lisst vermuten, dass die Lipolyse per se in PEX19”- und PEX197"PEX19c296s-
Zellen nicht beeintrachtigt ist. Dariiber hinaus zeigte die Analyse der TAG-Subgruppen auf, dass
dhnliche Spezies in PEX19”- und PEX197PEX19c20ss-Zellen akkumulieren (Abbildung 54 I-L).

Die Ergebnisse, die zusammenfassend eine Akkumulierung von TAG in PEX197-Zellen im Vergleich
zu WT-Zellen verdeutlichten und eine Beeintréchtigung in der Verarmung der Neutrallipidspeicher
unter katabolen Bedingungen aufzeigten, lassen eine spezifische und Peroxisomen-unabhéngige
Funktion von PEX19 im Metabolismus von Neutrallipiden vermuten, deren Aufklérung ein Ziel weiterer

Forschung darstellen sollte.
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Abbildung 54: De novo TAG-Anabolismus nach Behandlung mit Oleat sowie TAG-Katabolismus nach
Triacsin C-Behandlung. (A) Die exogen zugefiihrte Olsiure wird iiberwiegend in die TAG-Spezies C52:2
eingebaut, was sich anhand der Lipidomics-Ergebnisse der zehn analysierten TAG-Spezies in WT-HeLa-Zellen
vor und nach Oleatbehandlung zeigt. (B-F) Durch Inkubation der Zellen fiir 18 Stunden mit Oleat-versetztem
10 %-FCS-Medium wurden diese vom stationéren in einen anabolen Zustand versetzt und die Bildung von
Lipidtropfen induziert (n =5 je Zelllinie; technische Triplikate). (B) Die TAG C52:2 de novo Synthese in WT-,
PEX197- und PEX19""PEX19c296s-Zellen ist in einem Liniendiagramm dargestellt, in welchem der stationére
Zustand als Start- und der anabole Zustand als Endpunkt definiert sind, wobei der Spiegel an TAG C52:2 in WT-
Zellen unter stationdren Bedingungen als 100 % definiert wurde. Das Verhéltnis zwischen der Menge an C52:2
unter anabolen Bedingungen und der unter stationdren Bedingungen ohne Oleatbehandlung definiert die relative
C52:2 de novo Synthese, die in WT-Zellen 9,6, in PEX197"-Zellen 4,9 und in PEX19""PEX19c296s-Zellen 6,4
betrug. Die absolute C52:2 de novo Synthese wurde durch Anorm visualisiert und durch Berechnung der Differenz
der C52:2-Menge zwischen anabolen und stationdren Bedingungen quantifiziert. Sie betrug fiir WT-Zellen 864,
fiir PEX197"-Zellen 467 und fiir PEX197"PEX19c296s-Zellen 823. (C) Relative Hiufigkeit von TAG C52:2 nach
Oleatbehandlung in PEX197- und PEX197"PEX19c296s-Zellen im Vergleich zu WT-Zellen (100 %). (D) Gesamt-
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TAG de novo Synthese nach Oleatbehandlung. Der Aufbau des Diagramms ist analog zu (B). (E) Gesamt TAG-
Spiegel nach Oleatbehandlung. Der Aufbau des Diagramms ist analog zu (C). (F) Relative Haufigkeit der
Carnitinspezies C0, C2 und C18:1 nach Oleatbehandlung in PEX197- und PEX197"PEX19c206s-Zellen jeweils
im Vergleich zu WT-Zellen (100 %). (G-L) Die drei analysierten Zelllinien wurden durch Inkubation in Medium
mit 0,1 % FCS und in Anwesenheit von Triacsin C fiir 18 Stunden katabolen Bedingungen ausgesetzt und eine
Lipidomics-Analyse der TAG-Spezies durchgefiihrt (n=8 je Zelllinie; technische Triplikate). (G) TAG-
Depletion nach Triacsin C-Behandlung in WT-, PEX19"- und PEX19""PEX19c296s-Zellen dargestellt als
Liniendiagramm, in welchem der stationédre Zustand als Start- und der katabole Zustand als Endpunkt definiert
sind, wobei der Spiegel an TAG in WT-Zellen unter stationdren Bedingungen als 100 % definiert wurde. Die
relative TAG-Depletion nach Triacsin C-Behandlung betrug 74,4 % in WT-, 73,9 % in PEX197"- und 72,9 % in
PEX197"PEX19c296s-Zellen. Anorm visualisiert die absolute TAG-Depletion, berechnet pro Zelllinie als Differenz
der TAG-Spiegel unter stationdren Bedingungen vor Triacsin C-Behandlung und TAG-Spiegel zum katabolen
Zustand. Sie betriigt 74 fiir WT-Zellen, 116 fiir PEX19”- und 125 in PEX197PEX19c296s-Zellen. (H) Relative
Haufigkeit der Gesamt-TAG-Spiegel nach Triacsin C-Behandlung in PEX197-- und PEX197"PEX19c296s-Zellen
im Vergleich zu WT-Zellen (100 %). (I-K) Volcano Plots der TAG-Subspezies-Analyse. Dargestellt sind
Verinderungen in PEX197-Zellen (I) und PEX197PEX19c29ss-Zellen (J) jeweils im Vergleich zu WT-Zellen
sowie Verinderungen zwischen PEX197- und PEX197PEX19c29ss-Zellen (K). (L) Siulendiagramm zur
Darstellung der relativen Haufigkeit der TAG-Spezies in WT-, PEX197- und PEX197""PEX19c296s-Zellen.
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, wobei *p < 0,05,
**p <0,01 und ***p <0,001 gelten. Die im Volcano Plot dargestellten Signifikanzwerte wurden mittels
ungepaartem Student-t-Test berechnet, wéhrend die statistische Analyse der Gesamt-Lipid-Vergleiche zwischen
den drei analysierten Zelllinien mittels ANOVA und folgendem Post-Hoc-Test durchgefiihrt wurde. Abbildung
verandert nach (LYSCHIK et al., 2022).

Um eine Heterogenitit hinsichtlich der klonalen PEX197"PEX19¢296s-Zelllinie ausschlieBen zu konnen,
wurden die Hauptergebnisse dieser Studie in zwei unterschiedlichen Klonen dieser Zelllinie
durchgefiihrt. Die auf diese Weise reproduzierten Daten sind in Abbildung 55 dargestellt.
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Abbildung 55: Vergleich zweier unterschiedlicher Klone der PEX197PEX19c26s-Zelllinie. (A) Die
Hauptergebnisse der Lipidomics-Analyse hinsichtlich stationidren Zustandes, Anabolismus und Katabolismus
konnten als durchschnittliche Daten zweier verschiedener Klone der PEX197"PEX19c296s-Zelllinie im Vergleich
zu WT- und PEX197--Zellen reproduziert werden. (B) Hinsichtlich der Hauptergebnisse der Lipidomics-Analyse
sind die beiden verschiedenen Klone der PEX197"PEX19c296s-Zelllinie nicht voneinander unterscheidbar.
Fehlerbalken reprdsentieren den Standardfehler. Die statistischen Analysen wurde mittels ANOVA und

folgendem Tukey-Post-Hoc-Test (A) oder ungepaartem Student-t-Test durchgefiihrt (B). Abbildung veréndert
nach (LYSCHIK et al., 2022).
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5 Diskussion

5.1 Mechanistischer = Zusammenhang  zwischen Vitamin D und der

Alzheimererkrankung

5.1.1 Die Relevanz von Vitamin D fiir neuronale Funktionen

Die zentrale Relevanz von Vitamin D fiir die Kalzium- und Phosphathomgostase und damit verbundene
Erkrankungen wurde bereits einleitend dargestellt (Kapitel 2.2.1). Dariiber hinaus wurde auf
molekularer Ebene beschrieben, dass Vitamin D, teilweise {iiber seine VDR-vermittelte
Expressionswirkung, Einfluss auf unterschiedliche zelluldre Prozesse, wie beispielsweise die
mitochondriale Funktion, oxidativen Stress, Autophagie oder Inflammation ausiiben kann.

In Bezug auf die mitochondriale Funktion resultierte eine gehemmte VDR-Genexpression in der
Keratinozytenzelllinie HaCaT in einer gesteigerten respiratorischen Aktivitét, was sich anhand eines
Anstiegs des mitochondrialen Membranpotenzials duflerte. Einhergehend war die Transkription einiger
Atmungskettenkomponenten, die an die oxidative Phosphorylierung gekoppelt sind (COX2, COX4, MT-
ATP6, ATP5B), erhoht. Auf Grund dessen, dass die Atmungskette eine wichtige Quelle reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) ist (DROSE, BRANDT, 2012), wurde als Folge des respiratorischen
Ausbruchs eine Zunahme der ROS-Spiegel detektiert (RICCA et al., 2018). In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen wurde beschrieben, dass eine Behandlung von HaCaT-Zellen mit Vitamin D; die
Expression von COX2 und COX4 wiederum reduzierte (CONSIGLIO et al., 2015). Beziiglich der
Alzheimererkrankung stellt oxidativer Stress einen Risikofaktor auf molekularer Ebene dar und ist
zudem auch in die Pathologie dieser neurodegenerativen Erkrankung involviert. Dies liegt darin
begriindet, dass hippokampale Neurone sehr anfillig gegeniiber oxidativem Stress sind und eine grofie
Menge an Glutathion zur Eliminierung freier Radikale benétigen (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2018). ROS, hauptsédchlich Hydroxylradikale (HO-) und Hydroperoxyl (HO-;), kdnnen den nicht-
enzymatischen Prozess der Lipidperoxidation induzieren, der zur Alzheimerpathogenese, deren
Prozesse an oder in biologischen Membranen stattfinden, beitragt (AYALA et al., 2014). In diesem
Kontext ist zu erwihnen, dass speziell die Bindung von ®-3 PUFA in Phospholipide in Anwesenheit
von oxidativem Stress ein Risiko darstellt, da diese Fettsduren auf Grund ihrer hohen Anzahl an
Doppelbindungen anfillig fiir Lipidperoxidation sind (ZALOGA, 2021). Eine weitere Lipidklasse,
deren Mangel auf Grund ihrer wichtigen Funktion im Gehirn als strukturelle Komponente von
beispielsweise synaptischen Membranen eng mit der Alzheimererkrankung in Verbindung steht, sind
die Plasmalogene (SENANAYAKE, GOODENOWE, 2019). Auf struktureller Ebene macht ihre
Vinylether-Bindung die Plasmalogene anfillig fiir Sauerstoff- und Hydroxylradikale, weshalb ihnen
anti-oxidative Eigenschaften zukommen (STADELMANN-INGRAND et al., 2001). In vivo lieferte die
Detektion signifikant erhdhter Konzentrationen an oxidierten Lipiden und 4-Hydroxy-Nonenal (HNE)
in humanen post mortem Hirnproben von Alzheimerpatienten im Vergleich zu Individuen ohne Demenz
Hinweise fiir einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und der Alzheimerpathologie (GRIMM
et al., 2016a).

Ein wichtiger Prozess, der es gesunden Zellen erlaubt funktionsbeeintrachtigte Organellen, wie
beispielsweise alternde Mitochondrien, deren Fiahigkeit ATP zu erzeugen ab- und deren ROS-

Produktion zunimmt, ist die Autophagie.
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In der Literatur ist eine Vielzahl an Hinweisen fiir eine Rolle von Vitamin D bei der Aufrechterhaltung
der Autophagie zu finden. Diese wird vermutlich dariiber vermittelt, dass Vitamin D durch Regulierung
der Kalziumspiegel in der Lage ist die Autophagie zu fordern (BERRIDGE, 2017). Hinsichtlich der
Alzheimererkrankung wurden Beeintrachtigungen der Autophagie in frithen Krankheitsstadien
beschrieben. Dariiber hinaus spielt dieser Degradationssignalweg fiir unnatiirliche Proteinaggregate eine
wichtige Rolle in der Generierung und dem Metabolismus von A, weshalb Autophagie-Modulatoren
als potenzielle therapeutische Kandidaten fiir die Alzheimererkrankung erforscht werden (LI et al.,
2017).

Neben diesen neuroprotektiven Eigenschaften werden auch anti-inflammatorische Einfliisse von
Vitamin D vermutet (YIN, AGRAWAL, 2014). In einer aktuellen Covid-19-Studie deckten Chauss ef
al. einen Mechanismus auf, liber welchen Vitamin D die T-Zell-bedingte Inflammation reduziert.
Vitamin D war dabei in der Lage, den Ubergang der pro- in die anti-inflammatorische Phase von Th1-
Zellen nach iiberstandener Infektion zu beschleunigen. Dies ist gerade im Hinblick auf Covid-19-
Patienten von Wichtigkeit, da in diesen die pro-inflammatorische Phase der Thl-Zellen konstitutiv
aktiviert ist. Der in diesem Zusammenhang beschriebene positive Einfluss einer Vitamin D-
Supplementierung sollte weiterfithrend in klinischen Studien validiert werden (CHAUSS et al., 2022).
Hinsichtlich der Alzheimererkrankung spielt die Neuro-Inflammation eine wesentliche Rolle, was
beispielsweise daran deutlich wird, dass AB-Oligomere an Mikro- und Astroglia-Rezeptoren binden und
dadurch eine Immunantwort auslésen kdnnen, in deren Zusammenhang inflammatorische Mediatoren
freigesetzt werden, die folglich zur Progression der Alzheimererkrankung beitragen (HENEKA et al.,
2015). Fiir das Zytokin Interleukin-1p (IL-1B), welches in die Initiierung inflammatorischer Antworten
involviert ist (DINARELLO, 2011) und in post mortem Hirnproben von Alzheimerpatienten, speziell
im frontalen Kortex und Hippocampus, als erhoht detektiert wurde (CACABELOS et al., 1994), konnte
in humanen Neuroblastomzellen gezeigt werden, dass verschiedene Vitamin D-Analoga (Maxacalcitol,
Calcipotriol, Alfacalcidol) in der Lage sind, die IL-1p3-Spiegel signifikant zu reduzieren (GRIMM et al.,
2017b). Dariiber hinaus wurde auch fiir Vitamin D, berichtet, dass es Ap»s.3s-induzierte pro-
inflammatorische Zytokine, wie IL-1p, IL-6 oder TNFa, mildert (RAHA et al., 2016). Diese Vitamin D-
vermittelten Effekte scheinen sich nicht nur auf pro-inflammatorische Zytokine zu beschranken, wie die
Steigerung der Expression des neuroprotektiven IL-34 bedingt durch Calcitriol auf zelluldrer Ebene
vermuten lasst (ZHANG et al., 2017a). Diese Ergebnisse stirken einen potenziellen Zusammenhang

zwischen Vitamin D und der Alzheimer-relevanten Neuro-Inflammation.

Zusitzlich zu diesen Beobachtungen wird die angenommene wichtige Rolle des Secosteroids Vitamin D
in neuronalen Prozessen auch dadurch gestérkt, dass beispielsweise durch den Nachweis von
Intermediaten und Produkten des Vitamin D-Metabolismus in humaner Cerebrospinalfliissigkeit
(BALABANOVA et al., 1984) schon friih belegt wurde, dass Vitamin D und seine Metabolite in der
Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren. Des Weiteren wird auf Grund der Anwesenheit der
metabolisierenden Hydroxylasen im Gehirn vermutet, dass die aktive Form dieses Hormon-dhnlichen
Secosteroids im menschlichen Gehirn synthetisiert werden kann. Die zusétzliche Existenz des VDR in
neuronalen und Glia-Zellen ldsst auBerdem die Vermutung eines Einflusses von Vitamin D auf die
Funktion des zentralen Nervensystems zu (EYLES et al., 2005).
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Einhergehend damit beobachtete neben diesen préklinischen molekularbiologischen Analysen auch eine
Vielzahl klinischer Studien eine Assoziation zwischen kognitiven Beeintrichtigungen und einer
Vitamin D-Hypovitaminose (ANNWEILER, 2017; ANNWEILER et al., 2009; DICKENS et al., 2011;
ETGEN etal.,2012; GALL, SZEKELY, 2021; LEMIRE et al., 2018; SULTAN et al., 2020; VAN DER
SCHAFT et al., 2013). Auch hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen und dadurch bedingter
Formen der Demenz ist ein Einfluss von Vitamin D durch die einheitliche Datenlage epidemiologischer
Studien bereits beschrieben worden. Uber die letzten Jahre hinweg wurden verringerte Vitamin Ds-
Konzentrationen einheitlich mit einem wesentlich erhéhten Risiko, an Demenzen aller Art sowie
Alzheimer zu erkranken, assoziiert (AFZAL et al., 2014; BALION et al., 2012; BIVONA et al., 2021;
CHAI et al., 2019; LITTLEJOHNS et al., 2014). Ein Uberblick iiber die in diesem Zusammenhang
durchgefiihrten klinischen Studien sowie Tier- und Zellkulturstudien, welche Hinweise fiir diese
Korrelationen liefern, ist beispielsweise (LAUER et al., 2019) zu entnehmen. Kontroverser gestaltet sich
allerdings die Publikationslage beziiglich der im Zusammenhang mit Vitamin D durchgefiihrten
Interventionsstudien. Auf mogliche Ursachen hierfiir, die im jeweiligen Studiendesign begriindet sein
konnten, wird am Ende des folgenden Abschnitts eingegangen.

Um den potenziell zugrundeliegenden Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-Status und dem
Auftreten sowie der Progression der Alzheimererkrankung zu adressieren, gelten RCTs in der
medizinischen Forschung als Methode der Wahl. Hierbei handelt es sich um ein Studiendesign, bei
welchem die Zuordnung der Teilnehmer zu der entsprechenden Interventionsgruppe randomisiert, also
anhand des Zufallsprinzips, erfolgt. Die Bezeichnung der Kontrollstudie basiert auf dem Inkludieren
eines Teilnehmerkollektivs, welches beispielsweise die Vitamin D-Intervention erhélt und der
gleichzeitigen Anwesenheit eines Kollektivs, das entweder keine oder eine Kontroll-Supplementierung
verabreicht bekommt.

In einer kiirzlich veroffentlichten RCT berichteten Kang er al., dass die Supplementierung von
2000 Internationalen Einheiten (International Units, IU) 25(OH)-Vitamin D3 (Cholecalciferol) pro Tag
in Studienteilnehmern mit dunklem Hauttyp nach zwei bis drei Jahren in einer tendenziell verbesserten
kognitiven Leistung resultierte. Die mittlere Differenz der jéhrlichen Verfallsgeschwindigkeit betrug
zwischen Vitamin D;s- und Placebo-supplementierten Teilnehmern 0,04 (95 % Konfidenzintervall: 0,01-
0,08). Die Studie inkludierte Teilnehmer, die dlter als 60 Jahre und nicht von einer kardiovaskulédren
Krankheit oder eine Krebserkrankung betroffen waren (KANG et al., 2021).

Im Hinblick auf einen potenziell positiven Effekt einer Vitamin D-Intervention fiir Alzheimerpatienten
demonstrierte eine aktuelle RCT von Jingya Jia ef al., dass die 12-monatige Supplementierung von
800 IU Vitamin D3 pro Tag sowohl die kognitive Funktion als auch die Alzheimer-assoziierten
Biomarker im Blut positiv beeinflusst. Im Vergleich zu Teilnehmern, die Kapseln mit Starkegranulat
als Placebo verabreicht bekamen, wurden bei Vitamin Ds-supplementierten Alzheimerpatienten
signifikante Verbesserungen in verschiedenen Kognitionsparametern wie Informationsverarbeitung,
Arithmetik, Ziffernspanne, Wortschatz, Blockaufbau oder Bildanordnung detektiert. Dariiber hinaus
resultierte die tdgliche orale Aufnahme von Vitamin D; iiber ein Jahr in signifikant (p <0,001)
verbesserten Plasmaspiegeln der Alzheimerpathologie-assoziierten Biomarker A4, APP, BACE],
APP-mRNS und BACEI-mRNS (JIA et al., 2019). Gerade hinsichtlich RCT, die sich mit Vitamin D
beschéftigen, sollte beachtet werden, dass Studienteilnehmer inkludiert werden, deren Serum-

Calcidiolkonzentrationen nicht iiber denen des Bevolkerungsdurchschnitts liegen.
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AuBerdem sollten die verabreichten Vitamin D-Konzentrationen nicht zu niedrig gewéhlt und weitere
Vitamin D-Quellen ausgeschlossen werden. Auflerdem sollte die Auswertung nicht hinsichtlich der
verabreichten Dosis an Vitamin D, sondern anhand der basierend auf dem Ausgangswert durch

Supplementierung erreichten Calcidiol-Serumkonzentration erfolgen (GRANT et al., 2022).

Neben randomisierten Kontrollstudien dient die Methode der Mendelschen Randomisierung (MR), die
auf genetische Assoziationen fokussiert, der Analyse eines kausalen Zusammenhangs zwischen einer
Hypovitaminose D und der Alzheimererkrankung. Bei dieser nicht-experimentellen Herangehensweise
wird der Einfluss von Vitamin D auf die Alzheimerpathologie anhand moéglicher genetischer
Variationen analysiert. Eine diesjdhrige Metaanalyse von Usategui-Martin et al. zielte auf die Analyse
der Antwort auf eine Vitamin D-Supplementierung hinsichtlich der Polymorphismen Apal (rs7975232),
Bsml (rs15444410), Taql (rs731236) und FokI (rs10735810) ab. Die Evaluierung von acht Studien mit
insgesamt 1038 Teilnehmern demonstrierte, dass der Taql- und der FokI-Polymorphismus mit einer
verbesserten Antwort auf die Supplementierung assoziiert sind (USATEGUI-MARTIN et al., 2022).
Dariiber hinaus identifizierten Larsson et al in ihrer kiirzlich publizierten MR-Studie sieben
Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP), die in Verbindung mit den
Serumkonzentrationen an 25(OH)-Vitamin D; stehen, als invers mit der Alzheimererkrankung
assoziiert. Dabei erreichte die Assoziation bei zwei dieser SNPs (rs3755967 und rs17216707) das
Signifikanzniveau (LARSSON et al.,, 2018). In einer diesjahrig publizierten explorativen
Querschnittsstudie an 100 Patienten mit kognitiven Beeintrdchtigungen im Vergleich zu 76 kognitiv
gesunden Individuen wurde beobachtet, dass Teilnehmer mit positiven Alzheimer-assoziierten
Biomarkern trotz ausreichender Serumspiegel einen niedrigen Liquorspiegel an 25(OH)-Vitamin D3
aufweisen. Dieser wurde zwar nicht von einem der vier analysierten VDR-Polymorphismen (Fokl,
Bsml, Apal und Taql) beeinflusst, jedoch wurde beschrieben, dass Taql- und Bsml-homozygote
Genotypen von einem erhohten Risiko der Entwicklung eines kognitiven Verfalls betroffen sein konnten
(SOARES et al., 2022). Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse der MR-Studien ebenfalls eine
wichtige Rolle von Vitamin D in der Alzheimererkrankung, die zukiinftig weiter aufgeklért werden

sollte.

Auf molekularer Ebene ist, im Vergleich zu der Vielzahl an klinischen Studien im Zusammenhang mit
dem Secosteroid Vitamin D, jedoch noch nicht ausreichend erforscht, iiber welche Mechanismen
Vitamin D diesen positiven Einfluss auf die Prozesse der Alzheimerpathologie ausiiben konnte. Dabei
wire gerade die Aufkldrung der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen von entscheidender
Bedeutung, um beurteilen zu kdnnen, ob es sich bei der Vitamin D-Hypovitaminose um einen Grund
und somit einen Risikofaktor der Alzheimererkrankung oder aber um eine Konsequenz dieser
neurodegenerativen Erkrankung handelt, die potenziell durch begleitende Anderungen der Erndhrungs-
und Verhaltensweisen vermittelt wird.

Einen ersten Hinweis fiir molekulare Prozesse, iber welche Vitamin D seinen Einfluss auf die neuronale
Funktion ausiiben konnte, lieferte eine frithe Studie von Sutherland et al., die eine Verbindung zwischen
Vitamin D und der Alzheimererkrankung auf molekularer Ebene aufzeigte. Diese berichtete, dass die
Menge an VDR-mRNS in hippokampalen CA1 und CA2 pyramidalen Zellen von Alzheimerpatienten
im Vergleich zu Huntington-Erkrankung-betroffenen Patienten verringert waren.
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Als Limitierungen dieser Studie muss beriicksichtigt werden, dass lediglich Hirnproben von vier
Alzheimer- und vier Huntingtonpatienten analysiert wurden. Zudem dienten Proben von
Huntingtonpatienten und nicht von gesunden Individuen als relativer Vergleich (SUTHERLAND et al.,
1992). Dennoch lieBen  bereits diese frithen Ergebnisse eine  VDR-vermittelte
transkriptionsregulatorische Wirkungsweise von Vitamin D auf Alzheimer-assoziierte Prozesse im
Gehirn vermuten.

Basierend auf diesen Indizien und der suggerierten neuroprotektiven Rolle von Vitamin D, war das Ziel
dieser Studie in der Aufkldrung der zugrundeliegenden Mechanismen und damit eines potenziellen
kausalen Zusammenhangs zwischen Vitamin D sowie therapeutisch eingesetzten Analoga und der APP-

Prozessierung, einem wichtigen Prozess der Alzheimerpathologie, definiert.

5.1.2 Der Einfluss von Vitamin D und seinen Analoga auf die molekularen Mechanismen der
Amyloid-p-Pathologie
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des potenziellen
Einflusses von Vitamin D und seinen therapeutisch eingesetzten Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol,
Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol auf die molekularen Mechanismen der
Alzheimerpathologie in den Kontext der aktuellen Literatur eingeordnet.
In einer von der Arbeitsgruppe Experimentelle Neurologie bereits 2014 publizierten Studie wurde ein
moglicher Einfluss von Vitamin D auf die Prozessierung von APP anhand von zelluldren und murinen
Modellen einer milden bis moderaten Hypovitaminose im Bereich von 20 -30 %, was dem
physiologischen Vitamin D-Mangel in der dlteren Bevolkerung entspricht (BUELL et al., 2010),
analysiert. Bereits unter diesen milden Bedingungen der Hypovitaminose wurden erhéhte Mengen an
AB-Peptiden, bedingt durch eine erhdhte B-Sekretase-vermittelte Prozessierung von APP sowie eine
gleichzeitig  verringerte AP-Degradation beschrieben. Einhergehend damit bedingte die
Supplementierung von 25(OH)-Vitamin Dj; in vitro korrespondierend gegenteilige Effekte (GRIMM et
al., 2014). Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen die molekularen Mechanismen, iiber welche
Vitamin D seinen positiven Einfluss auf die Alzheimererkrankung ausiiben kénnte und zum anderen
lassen sie vermuten, dass eine Supplementierung dieses Secosteroids positive Effekte im Rahmen der
Alzheimerpravention hervorrufen konnte.
Die Analyse potenziell dhnlicher positiver Einfliisse von therapeutisch eingesetzten Vitamin D-Analoga
war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, weshalb die in die Studie inkludierten Analoga im Folgenden kurz
vorgestellt werden. Bei Maxacalcitol handelt es sich um ein 1,25-hydroxyliertes Vitamin D3-Analog,
welches auf Grund dessen, dass es ein Sauerstoff- anstatt eines Kohlenstoffatoms an Position 22 der
Seitenkette trigt (Abbildung 56), weniger kalzédmisch ist und gleichzeitig eine hohe Potenz der
Parathormon-Unterdriickung besitzt, zur Behandlung von sekunddrem Hyperparathyreoidismus und
Psoriasis eingesetzt wird (BROWN et al., 1989; MURAYAMA et al., 1986). Bei Calcipotriol handelt
es sich um ein 1,24-hydroxyliertes Vitamin D3-Analog und um das erste zur Behandlung von Psoriasis
zugelassene synthetische Derivat, da es die terminale Differenzierung proliferierender Keratinozyten in
dhnlicher Weise wie Calcitriol induziert (KRAGBALLE, WILDFANG, 1990) und lediglich eine
minimale kalz&mische Aktivitit aufweist (KRAGBALLE, 1992).
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Alfacalcidol ist ein 1-hydroxyliertes Vitamin Ds-Analog, dessen Vitamin D,-Gegenstiick das ebenfalls
1-hydroxylierte Doxercalciferol ist, und welches zur Behandlung von Osteoporose, Osteomalazie und
Rachitis eingesetzt wird (BROWN, 2001). Doxercalciferol, welches ebenso wie Alfacalcidol in vivo
aktiviert werden muss, ist in der Lage den Parathormonspiegel zu senken (COBURN et al., 2004) und
daher in die Therapierung von sekunddrem Hyperparathyreoidismus inkludiert (TAN et al., 1997). Bei
dem zweiten Vitamin D;-Analog Paricalcitol, welches 1,25-hydroxyliert ist und dem das exozyklische
Kohlenstoffatom an Position 19 fehlt, handelt es sich um das erste fiir die Behandlung von sekundirem
Hyperparathyreoidismus zugelassene Vitamin D-Derivat (BROWN, SLATOPOLSKY, 2008; COYNE
et al., 2006). Anhand dieser vielfdltigen Wirkungsspektren wird deutlich, dass der Auswahl des
wirksamsten Vitamin D-Analoges im Zuge individualisierter Therapieansétze eine wichtige Rolle
zukommen kann (MAZZAFERRO et al., 2014).

Calcifediol Maxacalcitol Calcipotriol Alfacalcidol Paricalcitol Doxercalciferol

Vitamin D, Analoga Vitamin D, Analoga

Abbildung 56: In der vorliegenden Arbeit analysierte Vitamin D-Analoga. Chemische Strukturen der in der
vorliegenden Arbeit zur Analyse potenzieller Einfliisse auf die molekularen Mechanismen der
Alzheimererkrankung selektierten und therapeutisch eingesetzten Vitamin Ds- und D2-Analoga Maxacalcitol,
Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol. Strukturelle Unterschiede sind in rot oder durch
Kreise hervorgehoben. Abbildung verédndert nach (GRIMM et al., 2017b).

Hinsichtlich der Selektivitét, Spezifitdt und Potenz der analysierten Analoga sind vier Proteine von
besonderer Wichtigkeit, da iiber diese die molekularen Interaktionen gewéhrt werden: der VDR, der
Membranrezeptor, das Serum-Vitamin D-bindende Protein (DBP) und die 24-Hydroxylase. Wahrend
iiber den VDR die transkriptionsregulatorischen Eigenschaften von Vitamin D vermittelt werden
(Kapitel 2.2.1), sind Zelloberfldchenrezeptoren fiir die nicht-expressionsvermittelten Wirkungen dieses
Secosteroids wichtig. Das metabolisierende Enzym 24-Hydroxylase ist in der Lage, Calcitriol und
manche Analoga zu inaktivieren, aber auch stabile Metabolite anderer Analoga zu produzieren und so
deren biologische Aktivitdt zu gewihrleisten. Das Transportprotein DBP spielt eine wichtige Rolle, da
es die Aufnahme von Vitamin D und Analoga in die Zelle kontrolliert (BROWN, 2001). Strukturelle
Modifizierungen in den Vitamin D-Analoga kdnnen dabei modulierend auf diese Interaktionen wirken
und ein einzigartiges biologisches Wirkungsprofil fiir jedes Analog schaffen, was die Synthese von
Analoga mit selektiven therapeutischen Eigenschaften erlaubt (LEYSSENS et al., 2014).

Hinsichtlich der VDR-Interaktion ist fiir die funktionelle Aktivitit der Vitamin D-Analoga essenziell,
dass sie mit einer ausreichend hohen Affinitdit an diesen Rezeptor binden und eine
Konformationsanderung induzieren (BROWN, 2001; BROWN, SLATOPOLSKY, 2008).
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In diesem Kontext wurde beschrieben, dass es keinen linearen Zusammenhang zwischen
Bindungsaffinitit und biologischer Aktivitit gibt, was beispielsweise daran verdeutlicht wurde, dass
Analoga mit einer 20-Epi-Stereochemie eine stirker ausgeprédgte biologische Aktivitit besitzen als
basierend auf ihrer VDR-Bindungsaffinitét erwartet. Begriindet werden konnte dies mit einer stiarkeren
VDR-RXR-Komplexbildung und somit gesteigerten DNS-Bindung am Zielgen, die durch eine
unterschiedliche Konformationsénderung im Vergleich zu Calcitriol vermittelt sein konnte (PELEG et
al., 1995).

Das DBP, welches in der Lage ist, alle natiirlich vorkommenden Vitamin D-Metabolite zu binden,
bendtigt im Gegensatz zum VDR keine 1-Hydroxylgruppe, seine Affinitdt kann jedoch durch
Verdnderungen in der Vitamin D-Seitenkette beeinflusst werden. Aus pharmazeutischer Sicht scheint
die DBP-Affinitit der Vitamin D-Analoga eine entscheidende Rolle in der Gewebsselektivitit zu
spielen. Zu einem iiberwiegenden Anteil resultierten in diesem Kontext die Modifizierungen in einer
reduzierten Interaktion zwischen Analog und DBP, was einerseits bedingt, dass das Analog schnell aus
der Blutzirkulation entfernt wird, aber andererseits einen erhdhten Zugang in die Zielzelle gewéhrleistet.
Dieser pharmakokinetische Mechanismus der Selektivitdt wurde beispielsweise fiir das Vitamin D-
Analog 22-Oxa-1,25(0OH),D3 (OCT) beschrieben. In Ratten war die DBP-Bindungsaftinitit fiir OCT im
Vergleich zu der von 1,25(OH),-Vitamin D3 um das circa 500-fache reduziert (OKANO et al., 1989),
was bedingte, dass OCT schnell aus der Blutzirkulation entfernt wurde und nur geringe Spitzenwerte
nach der Injektion ausloste (BROWN et al., 1993; KOBAYASHI et al., 1991). Neben diesen niedrigen
Spitzenwerten im Blut, waren die Spitzenwerte im Darm und der Nebenschilddriise grofer als die von
1,25(OH),-Vitamin D3 (KOBAYASHI et al., 1991). Am Beispiel von Calcipotriol, was zur Therapie
von Psoriasis angewendet wird, wird deutlich, dass eine geringe DBP-Affinitit fiir die reduzierte
Absorption von Vitamin D-Analoga durch die Haut verantwortlich sein kdnnte. Calcipotriol hat eine
nur geringe DBP-Affinitit, weshalb nur kleinste Mengen dieses &duflerlich angewendeten Analogons in
die Blutzirkulation aufgenommen werden, was den Vorteil hat, dass groflere Mengen auf die
psoriatischen Lésionen aufgetragen werden konnen, ohne das Risiko einer Hyperkalzdmie zu erh6hen
(BINDERUP, 1993). Fiir manche Analoga, wie beispielsweise Paricalcitol, scheinen andere
Mechanismen fiir die Selektivitit verantwortlich zu sein, da dieses Analog sich in der DBP-Affinitit
nicht von 1,25(OH),-Vitamin D; unterscheidet (BROWN et al., 1997).

Die 24-Hydroxylase wirkt iiber die metabolische (In-) Aktivierung der Analoga auf deren selektive
Aktivitit. Die wihrend der zelluliren Metabolisierung entstehenden Seitenketten-Spaltungsprodukte
sind zwar inaktiv, jedoch behalten Intermedidr-Metabolite weiterhin biologische Aktivitit (BROWN,
2001). Die synthetischen Analoga sind meist in der Seitenkette des Molekiils verdndert, was die
Metabolismus-Rate und somit die Aktivitdt beeinflussen kann. In diesem Kontext berichtete eine in vitro
Studie, welche 1,25(OH),-Vitamin D3 und Analoga hinsichtlich ihrer anti-proliferierenden Wirkung
analysierte, dass die Anwesenheit eines 24-Hydroxylase-Inhibitors die mediane effektive Dosis fiir jedes
Analogon reduzierte, wobei die Unterschiede im Grad der Reduzierung vermutlich auf verschiedene
Katabolismus-Raten durch die 24-Hydroxylase zuriickzufiihren sind (ZHAO et al., 1996).
Weiterfilhrend wurde flir zwei andere Analoga, die &hnliche VDR-Affinititen wie 1,25(OH),-
Vitamin D3 aufwiesen, beobachtet, dass diese Analoga hohere Aktivitidten im Vergleich zu 1,25(OH)»-

Vitamin Dj; besitzen.
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Dies konnte zumindest partiell auf verringerte Metabolismus-Raten und die Akkumulierung aktiver
Intermediate der Analoga zuriickgefiihrt werden (DILWORTH et al., 1994; HANSEN, MAENPAA,
1997, SHANKAR et al., 1997). Auf diese Unterschiede im Katabolismus konnten dariiber hinaus auch
Zell-spezifische Effekte der Vitamin D-Analoga zuriickgefiihrt werden (BROWN, 2001).

Uber das vierte Protein, den Zelloberflichenrezeptor, welchem in diesem Kontext eine entscheidende
Rolle zukommt, werden unter anderem die unmittelbaren Effekte von Calcitriol auf den
Kalziumtransport vermittelt (LUCAS et al., 1989). Die Liganden-Spezifitit fiir Membranrezeptoren
unterscheidet sich dabei von der des VDR (NORMAN et al., 1999; ZHOU et al., 1992).

5.1.2.1 Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf die Ap-Spiegel

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen sollte in dieser Arbeit analysiert werden, ob therapeutisch
eingesetzte Vitamin D»- und Ds-Analoga ebenfalls anti-amyloidogene Eigenschaften besitzen und ob
sich diese zwischen den einzelnen Analoga unterscheiden. Es wurde sich fiir die Vitamin Ds;-Analoga
Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol sowie die Vitamin D;-Analoga Paricalcitol und
Doxercalciferol entschieden, da diese, wie zuvor beschrieben, therapeutische Verwendung finden und
sich in ihrer Struktur auf Grund ihrer Hydroxylierung am ersten Kohlenstoffatom von Calcifediol
unterscheiden. Dies macht sie von der Aktivitit der 1-Hydroxylase unabhéngig und somit fiir die
Verabreichung an niereninsuffiziente Patienten interessant. Auf Grund dessen, dass sich die analysierten
Vitamin D-Analoga in ihren pharmakologischen Wirkungen sowie Nebeneffekten voneinander
unterscheiden und spezifische Charakteristika aufweisen, konnten sie im Zuge individualisierter
Medizin gezielt eingesetzt werden (Kapitel 5.1.2). Basierend darauf war ein Ziel der vorliegenden
Arbeit in der experimentellen Analyse definiert, die Aussagen dariiber zulésst, ob sich die Vitamin D»-
und Ds-Analoga hinsichtlich ihrer potenziellen positiven Effekte auf die molekularen Mechanismen der
Alzheimerpathologie voneinander unterscheiden.

In Ubereinstimmung mit dem berichteten erhdhten Spiegel an AP unter einem milden bis moderaten
Vitamin D-Mangel resultierte die Behandlung humaner Neuroblastomzellen mit Calcifediol in auf
55,1 % verringerten AP-Mengen. Auch die Vitamin Ds-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und
Alfacalcidol sowie die Vitamin D,-Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol reduzierten die AB-Spiegel
signifikant, wobei keine Unterschiede in den Effektstirken zwischen den einzelnen Analoga detektiert
wurden. Als potenzielle Limitierung der A-Detektion muss erwédhnt werden, dass unter den
beschriebenen experimentellen Bedingungen die AP-Menge quantifiziert wurde, wie dies in der
Fachliteratur iiblich ist (IINO et al., 2021; MUKHERJEE et al., 2021). In der Pathophysiologie der
Alzheimererkrankung kommt jedoch den AB-Oligomeren eine immer entscheidendere Relevanz zu
(ASHE, 2020; CLINE et al., 2018). Bei den in der Histologie als Alzheimer-Merkmal herangezogenen
ApB-Plaques handelt es sich um eine Begleiterscheinung der Ap-Pathologie, die sich in Form
angehéufter, iiberschiissiger AP4-Peptide duBert (KATZMARSKI et al.,, 2020). Die synaptische
Plastizitdt, und damit die Kognition, werden hingegen von AB-Oligomeren negativ beeinflusst, was die
Korrelation zwischen AB-Oligomeren und der Kognition erkldren konnte (HONG et al., 2016; ORTIZ-
SANZ et al., 2020; SHA et al., 2022).
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Eine weitere Limitierung ist die eingesetzte Konzentration von 100 nM an Calcifediol oder Analoga,
welche im Zellkultursystem zur einheitlichen Bindung und Aktivierung des VDR durch alle analysierten
Vitamin D-Analoga in dhnlichem Mafe gefiihrt haben konnte, sodass potenziell unterschiedliche
transkriptionsregulatorische Effekte einzelner Analoga iiberdeckt worden sein kdnnten.

Eine dhnliche Reduzierung von AB4o- und AP4r-Peptiden um circa 50 % wurde in vivo von Yu et al. in
ihren Studien an transgenen ABPP-Méusen beobachtet, welche fiir fiinf Monate mit einer Vitamin D-
angereicherten Didt gefiittert wurden. Bei APPP-Méusen handelt es sich um ein murines
Alzheimermodell, welches innerhalb der ersten vier Lebensmonate spontan amyloide Plaques
entwickelt. Die Fiitterung einer Vitamin D-angereicherten Diét resultierte dabei in einer verringerten
Anzahl an amyloiden Plaques (YU et al., 2011). Neben der AB-verringernden Eigenschaft wurde
Vitamin D auch zugeschrieben, in SH-SY5Y-Zellen gegen die AB-induzierte Zytotoxizitit wirken zu
konnen, was auf eine Beteiligung von Sphingolipiden, die eine wichtige und komplexe Rolle in der
Regulierung des Zellschicksals spielen, zuriickgefiihrt wurde. Die aktive 1,25-Dihydroxy-Form von
Vitamin D; revertierte dabei die APi-bedingte Reduzierung im Sphingosin-1-Phosphat-(S1P-) /
Ceramid-Verhéltnis (PIERUCCI et al., 2017). Bereits in frithen Stadien der Alzheimererkrankung
bedingen Anderungen in den Aktivititen der Sphingosin-1-Phosphat-synthetisierenden
(Sphingosinkinase) und -degradierenden (S1P-Lyase) Enzyme eine Reduzierung der S1P-Spiegel
(CECCOM et al., 2014; COUTTAS et al, 2014). Auch den Ceramiden kommt in der
Alzheimerpathogenese eine entscheidende Rolle zu (MIZUNO et al, 2016) und sowohl in
krankheitsspezifischen Zell- und Tiermodellen als auch in Alzheimerpatienten wurden erhdhte
Ceramidspiegel detektiert. Der bezogen auf die Krankheitsprogression frilhe Anstieg der
Ceramidspiegel im Gehirn von Alzheimerpatienten, speziell im frontalen und temporalen Kortex
(FILIPPOV et al., 2012; HAN et al., 2002), ist dabei an eine Reduzierung der SM-Spiegel gekoppelt
(HE et al., 2010). Auf molekularer Ebene stabilisieren Ceramide die B-Sekretase-vermittelte APP-
Prozessierung (PUGLIELLI et al., 2003) und erhohte Ceramid-Spiegel fordern neben der
Lipidperoxidation unter anderem auch oxidativen Stress sowie mitochondriale Dysfunktion (SISKIND,
2005). In einer aktuellen Studie berichten Lin et al. von einem weiteren molekularen Mechanismus,
iiber welchen Vitamin D die AB-induzierte Toxizitdt lindern kénnte. In SH-SYS5Y-Zellen, die zur
Induzierung der Toxizitdt mit Afs.3s behandelt wurden, resultierte der Zusatz von 1,25-Dihydroxy-
Vitamin D3 in der Modulierung der AB-induzierten reaktiven Sauerstoffspezies, Apoptose und Tau-
Protein-Hyperphosphorylierung. Des Weiteren fithrten die Autoren diese neuroprotektiven
Eigenschaften auf eine Wechselwirkung von Vitamin D mit der Signalkaskade des Glia-Zelllinien-
abgeleiteten neurotrophen Faktors (GDNF) zuriick (LIN et al., 2020).

In Ubereinstimmung mit diesen Daten bedingte die Vitamin D;-Behandlung primérer Kortikal-Neurone,
die fiir 72 Stunden A4 ausgesetzt waren, eine Verbesserung der AB-induzierten und mit oxidativem
Stress  assoziierten  Verdnderungen. So  wurden die  Af-mediierte  Erhéhung  von
Lipidperoxidationsprodukten in Anwesenheit von Vitamin D3 umgekehrt und sowohl die Spiegel an
enzymatischen (Glutathion-S-Transferase) als auch die an nicht-enzymatischen Antioxidantien
(Glutathion) signifikant erhoht. Zusétzlich resultierte die simultane Behandlung mit Vitamin D3 in
signifikant erhohten Spiegeln des Nervenwachstumsfaktors (nerve growth factor, NGF), welcher fiir die
neuronale Proliferation und das neuronale Uberleben essenziell ist (ALAMRO et al., 2020).
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Im Kontext der Vitamin D-mediierten Zunahme an Glutathion ist zu erwéhnen, dass Glutathion eine
inhibierende Wirkung auf die SMase-Aktivitét besitzt und somit die SM-Spiegel erhoht (TSYUPKO et
al., 2001). Dies konnte einen zusétzlichen Mechanismus darstellen, iiber welchen Vitamin D die zuvor

beschriebenen Ceramid-Spiegel-senkende Wirkung vermittelt.

5.1.2.2 Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf die amyloidogene Prozessierung von
APP
Im folgenden Abschnitt werden die Resultate der Analyse derjenigen Mechanismen, die dem reduzierten
AB-Gehalt in Anwesenheit von Vitamin D oder seinen Analoga zugrunde liegen konnten, aufgefiihrt.
Allgemein konnen die beobachteten Effekte der Secosteroid-Varianten auf die AB-Spiegel dabei durch
Beeinflussung des AP-Anabolismus und Katabolismus vermittelt werden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass Vitamin D und seine Analoga ihre positive Wirkung gegeniiber
der AB-induzierten neuronalen Toxizitit dariiber hervorrufen, dass sie die Menge an sezernierten Af-
Peptiden durch eine Verminderung der amyloidogenen APP-Prozessierung sowie einer gleichzeitigen
Steigerung der AB-Degradation reduzieren.
Die beeintrichtigte Prozessierung von APP wurde dabei durch direkte Effekte der Vitamin D-Analoga
auf die B-Sekretase sowie eine verminderte BACEI-Genexpression und einen reduzierten BACE]1-
Proteingehalt bedingt. In Bezug auf die transkriptionsregulatorischen Eigenschaften von Vitamin D
sollte beriicksichtigt werden, dass Calcidiol und Calcitriol zwar beide in der VDR-Liganden-
Bindungstasche an derselben Position binden (LOU et al., 2010), jedoch Calcidiol in schwécherer
Auspriagung im Vergleich zu der dihydroxylierten Vitamin D3-Form Calcitriol (BRUMBAUGH,
HAUSSLER, 1974). Inwieweit sich die nachgeschaltete Expressionswirkung {iber den VDR zwischen
Calcidiol und Calcitriol unterscheidet, ist Gegenstand aktueller Forschung. Eine globale
Genexpressionsanalyse an humanen und murinen Primérzellen detektierte individuelle Wirkungen von
1,25(0OH),-Vitamin D3 in Gegeniiberstellung zu 25(OH)-Vitamin D3, die sowohl physiologische als
auch pathologische Prozesse, wie beispielsweise den Zellzyklus, Gentranskription, Immunmodulierung
oder die Epigenetik, beeinflussen (TUOHIMAA et al., 2013). Im Gegensatz dazu berichteten Fawaz et
al. in diesem Zusammenhang, dass sowohl 25(OH)-Vitamin D3 als auch 1,25(OH),-Vitamin D3 die
Th17-Effektorantworten modulieren und die regulatorische Funktion von CD4+ T-Zellen verbessern
(FAWAZ et al., 2016). Auch in murinen sich differenzierenden Myoblasten wurde beobachtet, dass
sowohl Calcitriol als auch Calcidiol eine zelluldre Antwort in Form einer stimulierten Vdr-Expression
bedingen. Diese Ergebnisse verdeutlichen dariiber hinaus, dass auch die Skelettmuskulatur ein direktes
Ziel von Vitamin D-Metaboliten ist und diese auch metabolisieren kann (VAN DER MEIJDEN et al.,
2016).
Hinsichtlich der Vitamin D-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und
Doxercalciferol mit therapeutischem Potenzial wird davon ausgegangen, dass sie ebenfalls an den VDR
binden und Konformationsdnderungen induzieren, die funktionell aktiv sind. Wéhrend fiir die
natiirlichen Vitamin D-Metabolite eine allgemeine Beziehung zwischen Bindungsaffinitit und
biologischer Aktivitét besteht, scheinen manche Analoga eine hohere Aktivitét zu besitzen als basierend
auf ihrer VDR-Affinitdt anzunehmen.
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Dies wurde beispielsweise fiir Analoga mit einer 20-Epi-Stereochemie, was bedeutet, dass ihre
Methylgruppe am C20 in einer nicht der natiirlichen Orientierung entsprechenden Orientierung vorliegt,
beschrieben. Diese Beobachtung konnte durch die Vermittlung einer stabileren Bindung des VDR an
RXR durch unterschiedliche Anderungen der VDR-Konformation im Vergleich zu Calcitriol begriindet
werden. Dies konnte wiederum eine stirkere Bindung des VDR-RXR-Heterodimers an DNS-Elemente
bedingen, welche die gesteigerten Aktivitdten der Analoga erkldren wiirde. In der Art der Vitamin D-
oder Analoga-induzierten VDR-Konformationsénderung kdnnten somit auch die selektiven Wirkungen
einzelner Metabolite oder Analoga in der therapeutischen Verwendung begriindet liegen (BROWN,
2001). Eine Auswirkung auf unterschiedliche Zielgene abhéngig des therapeutisch eingesetzten VDR-
Agonisten wurde auch in einer kiirzlich publizierten klinischen Studie deutlich, in welcher Maxacalcitol
eine abschwichende Wirkung auf den pathologischen Verlauf von linksventrikuldrer Hypertrophie
zugesprochen wurde, wihrend Paricalcitol das Fortschreiten des Krankheitsverlaufes nicht unterdriicken
konnte (INOUE et al., 2021).

Neben den beobachteten transkriptionellen Effekten konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der
verringerte BACE1-Proteingehalt auf eine verdnderte BACE!L-Proteinstabilitit in Anwesenheit der
Vitamin D-Analoga zuriickgefiihrt werden kdnnte. Die molekulare Stabilitit von BACE1 wird unter
anderem {iiber die Acetylierung von Lysin-Resten im Lumen des endoplasmatischen Retikulums
gewihrleistet, welche dann im Lumen des Golgi-Apparates, wenn das Protein vollstdndig gereift ist, de-
acetyliert wird (COSTANTINI et al., 2007). Wahrend die Acetylierung die BACE1-Proteinstabilitét
vermittelt, fordert die Ubiquitinierung von BACE1 dessen lysosomale Degradation (KANG et al., 2012;
KANG et al., 2010; KOH et al., 2005). Dariiber hinaus kann BACE1 auch iiber das Ubiquitin-Proteasom
System (UPS) abgebaut werden, was in Studien mit dem Proteasom-Inhibitor Lactacystin, durch dessen
Behandlung die BACEI1-Proteindegradation in Zeit- und Dosis-abhéngiger Weise inhibiert wurde,
beobachtet wurde (QING et al., 2004). Weiterfiihrend demonstrierten die Autoren, dass das Neuronen-
spezifische, de-ubiquitinierende Enzym Ubiquitin C-terminale Hydrolase L1 (UCHL1) wesentlich in
die proteasomale BACE1-Degradation involviert ist, indem es diese beschleunigt und so Finfliisse auf
die APP-Prozessierung und damit die AB-Produktion ausiibt (ZHANG et al., 2012). Ein regulierender
Effekt von 1,25-Dihydroxyvitamin-Vitamin D3 auf einige Proteasen und Protease-Inhibitoren wurde
bereits beschrieben. So konnte beispielsweise eine durch 1,25-Dihydroxyvitamin D3 induzierte
Expression des Cysteinprotease-Inhibitors Cystatin D oder ein modulierender Einfluss dieser aktivierten
Vitamin D;-Form auf die Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems detektiert werden (ALVAREZ-
DIAZ et al., 2010).

In Ubereinstimmung brachte eine Transkriptomanalyse an Nachkommen von Vitamin D-Mangel-
Ratten Verdnderungen in Genen, die in den Proteinkatabolismus involviert sind, hervor (MAX et al.,
2014). Basierend auf diesen Erkenntnissen, dass Vitamin D in der Lage ist, die proteasomale
Degradation von BACE1 zu beeinflussen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch dieser
molekulare Finfluss von Vitamin D den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit teilweise zugrunde
liegen konnte. Bisher ist in der Literatur noch nicht ausreichend dariiber bekannt, ob diese auf die
BACEI1-Spiegel abzielenden Mechanismen neben Vitamin D selbst auch von Vitamin D-Analoga
beeinflusst werden. Eine aktuelle Studie berichtete in diesem Zusammenhang von einer beschleunigten
lysosomalen BACE1-Degradation in Paricalcitol-behandelten APP/PS1-transgenen Méusen.
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Die intraperitoneale Injektion von Paricalcitol jeden zweiten Tag tiber 15 Wochen hinweg bewirkte,
iibereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, eine reduzierte Af-Produktion und zusétzlich
einen verminderten neuronalen Verlust im transgenen Alzheimermausmodell. AuBlerdem forderte
Paricalcitol den Transport von BACEl zu den spdten Endosomen, was die lysosomale BACEL-
Degradation erhohte (FAN et al., 2019).

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen berichteten Briones et al. eine 24 %-ige
Verringerung des BACEIl-Proteingehalts in Ratten, die mit Vitamin D supplementiert wurden
(BRIONES, DARWISH, 2012). Zudem bedingte eine siRNS-vermittelte Runterregulierung des VDR
in E16 priméren kortikalen Neuronen von Ratten erh6hte mRNS- und Proteinmengen von BACEI, was
in erhohten intrazelluldren Afi4,-Konzentrationen resultierte (GEZEN-AK et al., 2017). Im Einklang
damit detektierten Fan ef al. kiirzlich eine gesteigerte BACE1-Expression in transgenen APP/PS1-
Alzheimermodellmiusen, die fiir 13 Wochen mit einer Vitamin D-Mangeldidt gefiittert wurden (FAN
et al., 2020).

Interessanterweise induzierte in dieser Arbeit die ex vivo Supplementierung von Vitamin D zu sowohl
Vitamin D-Mangel- als auch zu WT-Hirnhomogenaten eine verminderte P-Sekretase-vermittelte
Spaltung von APP. Dies ldsst vermuten, dass sowohl hypovitaminose als auch Patienten mit

suffizientem Vitamin D-Spiegel von einer Supplementierung dieses Secosteroids profitieren kdnnten.

Neben den Effekten von Vitamin D und seinen Analoga auf die B-Sekretase wurde auch eine signifikant
reduzierte Aktivitdt der y-Sekretase in Anwesenheit der analysierten Analoga detektiert. Einhergehend
damit war die Expression von Nicastrin, welches fiir die Reifung des y-Sekretasekomplexes essenziell
ist (DRIES, YU, 2008; TAKASUGI et al., 2003), Vitamin D-bedingt signifikant reduziert. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen berichtete eine Studie an E16 priméren kortikalen
Neuronen der Ratte, die durch Reduzierung der Expression des VDR-Gens die genregulatorischen und
nicht-transkriptionsregulatorischen Einfliisse von Vitamin D auf die Amyloidpathologie analysierte,
dhnliche Ergebnisse. Die Effekte dieser VDR-Beeintrachtigung zielten auf Proteinbestandteile der
Sekretasen des AB-Metabolismus ab. So wurden unter anderem erhohte Mengen an NCSTN-mRNS
detektiert (GEZEN-AK et al., 2017).

Neben diesen transkriptionsregulatorischen Eigenschaften von Vitamin D lieferte die Beobachtung, dass
sich der VDR in der neuronalen Plasmamembran in Ko-Lokalisation mit APP, ADAM10 oder Nicastrin
befindet, Hinweise dafiir, dass dem VDR auch eine komplexe nicht-transkriptionsregulatorische Rolle
in der Amyloidpathologie zukommt (DURSUN, GEZEN-AK, 2017).

Der (- und vy-Sekretase-vermittelten APP-Prozessierung steht im AP-Anabolismus die nicht-
amyloidogene Prozessierung gegeniiber, die durch die a-Sekretase mediiert wird. Die detektierten
reduzierten AB-Spiegel in Anwesenheit von Vitamin D oder den analysierten Analoga konnten daher
auch durch eine gesteigerte a-Sekretase-Spaltung von APP bedingt worden sein. Der beobachtete Effekt
der Vitamin D-Analoga auf die nicht-amyloidogene Prozessierung war im Vergleich zu dem auf die
amyloidogene Prozessierung jedoch weniger einheitlich. Lediglich die Inkubation mit Calcifediol und
Paricalcitol resultierte in einer gesteigerten nicht-amyloidogenen Spaltung von APP.
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Gezen-Ak et al. beobachteten im Rahmen ihrer zuvor bereits erwédhnten Studie an kortikalen Neuronen
mit reduzierter VDR-Expression erhohte mRNS und Proteinmengen der o-Sekretase ADAMI0
(GEZEN-AK et al., 2017). Die Behandlung mit der aktivierten Form von Vitamin D3, Calcitriol,
bewirkte in HL-1-Zellen, die von Vorhof-Myokardzellen der Maus abstammen, eine signifikant
gesteigerte ADAMI10-Genexpression und -Aktivitit. In diesem Zusammenhang wurde deutlich, dass
die Hochregulierung von ADAMIO0 in reduzierten Mengen an Rezeptoren fiir fortgeschrittene
Glykationsendprodukte (receptor for advanced glycation end products, RAGE) resultiert und somit zu
einer verringerten Apoptose von Kardiomyozyten als Folge einer ischdmischen Reperfusion fiihrt (LEE
et al., 2017). Ubereinstimmend damit detektierten Tippmann et al. eine Steigerung der ADAMI0-
Promotoraktivitit in SH-SY5Y-Zellen, die fiir 48 Stunden mit Calcitriol behandelt wurden
(TIPPMANN et al., 2009). Neben der bereits angesprochenen Ko-Lokalisation des VDR und ADAM10
(DURSUN, GEZEN-AK, 2017), bedingte eine Behandlung mit 1,25-Dihydroxyvitamin D; in
kultivierten humanen aortischen glatten Muskelzellen die Translokation von ADAM10 vom Zytoplasma
zur Plasmamembran (YANG et al., 2015). Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es in der Literatur in
bestimmten Zelllinien und -Typen, wie beispielsweise Kardiomyozyten, bereits Hinweise dafiir gibt,
dass Calcitriol Einflisse auf ADAMI10 ausiiben kann. Auf Grund dessen, dass weitere
Metalloproteinasen (MMP) der ADAM-Familie als a-Sekretasen identifiziert wurden (ALLINSON et
al., 2004; BUXBAUM et al., 1998; KOIKE et al., 1999), sind zusédtzliche Studien an 25(OH)-
Vitamin D;- oder Analoga-supplementierten, Vitamin D Mangel- oder VDR-defizienten Zellen
notwendig, um einen potenziellen Einfluss von Vitamin D oder seiner Analoga auf die o-Sekretase-

vermittelte Prozessierung von APP aufzukléren.

5.1.2.3 Der Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf die Neprilysin-vermittelte Af-
Degradation

Neben dem Af-Anabolismus wird auch eine beeintrichtigte AP-Degradation vermutet, zur
sporadischen Form der Alzheimererkrankung beizutragen. In dieser Arbeit bedingten Vitamin D und
die analysierten Analoga sowohl in murinen Neuroblastomzellen als auch in Proben von Vitamin D-
Hypovitaminose-Maushirnen eine signifikante Zunahme der Ap-Degradation.

Die detektierten Erh6hungen in der NEP-Expression und Neprilysin-Aktivitdt in Anwesenheit der
Vitamin-Analoga deuten an, dass das Ap-degradierende Enzym Neprilysin durch Vitamin D und seine
Analoga beeinflusst wird. Ubereinstimmend damit berichteten auch Briones et al. signifikant erhdhte
Konzentrationen an Neprilysin in vivo anhand 20 Monate alter Ratten, denen 42 Internationale Einheiten
1,25-Dihyroxyvitamin D3 pro Kilogramm Korpergewicht tiber 21 Tage subkutan injiziert wurden. Die
Vitamin D-Supplementierung bedingte die signifikante Abnahme der AP-Oligomerisierung im
Hippocampus der Ratten (BRIONES, DARWISH, 2012). Auch frithere Studien an nicht-neuronalen
Zellmodellen lieferten Hinweise fiir eine Vitamin D-abhingige Regulierung der Expression sowie der
Aktivitdt von Neprilysin (HOWELL et al., 1993; INDIG et al., 1990). Die in ihrer Stérke verschiedenen
Effekte einzelner Vitamin D-Analoga auf die Spiegel von AP und die AB-Degradation konnten dadurch
erklart werden, dass es sich bei der Analyse um eine Momentaufnahme nach 24-stiindiger Inkubation

mit Vitamin D beziehungsweise Analogon handelte.
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Im Fall von Calcifediol beispielsweise wurde die stirkste Reduzierung der Af-Menge innerhalb der
analysierten Vitamin D-Formen detektiert (auf 55 %), was erkldren konnte, dass die Af-Degradation in
diesem Zustand nicht mehr verstirkt stattfinden muss. Ubereinstimmend damit resultierte nach
identischen Inkubationsbedingungen die im Vergleich zu den anderen Analoga am schwéchsten
ausgepragte Steigerung der AP-Degradation in Calcifediol-behandelten Zellen (um 20 %). Anders
verhielt es sich bei Maxacalcitol, denn hier war der AB-Spiegel am wenigsten stark reduziert (auf 78 %),
die Degradation von AP jedoch um 65 % erhoht. Zudem wiesen diese Ergebnisse darauf hin, dass der
Katabolismus nicht isoliert interpretiert werden sollte, da, wie am Beispiel von Maxacalcitol
verdeutlicht, auch Effekte auf den Anabolismus den AB-Spiegel beeinflussen.

Zusammenfassend weisen die in dieser Arbeit gewonnenen Daten pleiotrope Mechanismen nach, durch
welche Vitamin D und seine Analoga sowohl den Anabolismus als auch den Katabolismus von Af}
beeinflussen und die in ihrer Gesamtheit zu signifikant reduzierten Ap-Spiegeln fithren (Abbildung 57).
Zudem untermauern sie die Verbindung zwischen der Alzheimererkrankung und Vitamin D und weisen
darauf hin, dass eine Supplementierung dieses Secosteroids oder seiner Analoga positive Auswirkungen
in der Pravention der Alzheimererkrankung haben kdnnte.

5.1.2.4 Vergleich der Effektstirken zwischen Vitamin D und seinen Analoga in ihrer
protektiven Wirkung hinsichtlich der Amyloidpathologie
Eine zentrale Fragestellung, die in dieser Arbeit adressiert werden sollte und die von Relevanz fiir den
Einsatz von Vitamin D und seinen Analoga in der individualisierten Medizin ist, war darin definiert, ob
sich Calcidiol, die Vitamin Ds;-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol und Alfacalcidol sowie die
Vitamin D;-Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol in der Ausprdgung ihrer protektiven Effekte
beziiglich der APP-Homoostase voneinander unterscheiden. Im folgenden Abschnitt werden die
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf diese Fragestellung diskutiert.
In Bezug auf die Reduzierung der Menge an sezerniertem A wurden fiir alle analysierten Vitamin D-
Analoga vergleichbare FEinfliisse beobachtet, lediglich die Effektstirke der zugrundeliegenden
Mechanismen unterschied sich partiell. Dies konnte als Indiz dafiir interpretiert werden, dass
Alzheimerpatienten individuell in unterschiedlichem AusmaBl von den verschiedenen Analoga
profitieren konnten. Beispielsweise konnte es sein, dass Patienten mit einer beeintrédchtigen Af-
Degradation, basierend auf den vorliegenden Ergebnissen, den hochsten Nutzen aus einer Aufnahme
der Vitamin D-Analoga Calcipotriol und Maxacalcitol ziehen, da diese die stirksten Effekte auf die
Degradation von AP hervorriefen. Hinsichtlich der - und y-Sekretase-vermittelten APP-Prozessierung
konnten Patienten mit erhdhter amyloidogener Aktivitit von allen analysierten Vitamin D-Analoga in
dhnlichem Mafe profitieren, was durch die einheitliche Datenlage vermutet wird. Diese auf der
Evidenzebene der Zellkultur basierenden Hypothesen miissen jedoch zunéchst in unterschiedlichen in
vivo Systemen verifiziert werden.
Allgemein muss zusammenfassend darauf hingewiesen werden, dass die Unterschiede in den
Effektstarken sehr gering ausfielen und sich die analysierten Analoga im Hinblick auf die AB-Spiegel
alle als vergleichbar protektiv herausstellten. AuBlerdem wurden keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zu einer Supplementierung mit Vitamin D selbst detektiert, was keinen therapeutischen
Vorteil der Analoga in Bezug auf die Alzheimererkrankung erkennen lésst.
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Daher sollten weitere medizinische Indikationen sowie pharmakologische Aspekte bei der Auswahl des
zu verabreichenden Vitamin D-Analogon berticksichtigt werden. Damit verbunden sollten Faktoren wie
die Halbwertszeit der einzelnen Analoga im Plasma, die Féhigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu
iiberwinden, die VDR-Affinitit ebenso wie Resorption, Kompatibilitdt, Verfiigbarkeit und potenzielle
Nebenwirkungen beachtet werden (BROWN, 2001; MAZZAFERRO et al., 2014). Vor allem
pharmakologische Faktoren sowie die Fahigkeit die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden sind dabei
relevanter als die mechanistischen Unterschiede der einzelnen Vitamin D-Analoga. Diese Eigenschaften

sollten zukiinftig mit Hilfe von in vivo Experimenten und klinischen Studien evaluiert werden.

5.1.3 Die Vitamin D-Rezeptor-vermittelte Expressionswirkung von VitaminD auf
Alzheimerpathologie-assoziierte Prozesse
Dieses Kapitel befasst sich mit der Einordnung der Transkriptomanalyse-Ergebnisse von Vitamin D-
Hypovitaminose-Mé&usen in den Kontext der aktuellen Alzheimerforschung. Die Transkriptomanalyse
orientierte sich an den von einer Hypovitaminose D betroffenen Signalwegen, in die die als veréndert
detektierten Gene involviert sind.
Es wurde bereits einleitend beschrieben, dass es sich bei der Alzheimererkrankung um eine
multifaktorielle Erkrankung handelt, bei welcher neben den beiden hauptsichlichen pathologischen
Merkmalen, den extrazelluliren AB-Plaques und den intrazelluldren neurofibrilliren Biindel, auch
weitere wichtige metabolische Prozesse betroffen sind. Zu diesen zdhlen beispielsweise
Neuroinflammation, oxidativer Stress, Lipidhomdostase, G-Protein-vermittelte Signalweiterleitung,
Neurogenese und transkriptionelle Regulierung (BERGER et al., 2020; CHIDAMBARAM,
CHINNATHAMBI, 2020; GARCIA-VINUALES et al., 2021; IONESCU-TUCKER, COTMAN, 2021;
KAO et al., 2020; NUNOMURA, PERRY, 2020; SUNG et al., 2020).
Basierend auf dem protektiven Einfluss von Vitamin D und seinen Analoga auf die molekularen
Mechanismen der Amyloidpathologie, detaillierter den reduzierten Anabolismus und gleichzeitig
erhohten Katabolismus von A, sollte sich im Rahmen dieser Arbeit auf weitere metabolische Prozesse,
die von der Alzheimererkrankung betroffen sind, fokussiert werden. Es wurde vorausgehend bereits
beobachtet, dass die positiven Auswirkungen auf die AB-Spiegel partiell auf
transkriptionsregulatorische Eigenschaften von Vitamin D und seinen Analoga zuriickzufiihren sind. So
wurden beispielsweise die Genexpressionen von BACEI, NCSTN und NEP durch die Anwesenheit der
Vitamine verdndert.
Auf Grund dessen, dass der VDR, {iber welchen die Expressionswirkung von Vitamin D vermittelt wird,
auch im Gehirn exprimiert wird, sollte weiterfilhrend analysiert werden, ob die Transkription von
Genen, die in die vorgehend aufgelisteten Alzheimer-relevanten Prozesse involviert sind, unter den
Bedingungen einer milden bis moderaten Vitamin D-Hypovitaminose von circa 23 %, was der
Mangelsituation in der élteren Bevdlkerung entspricht (ANNWEILER et al., 2010; ANNWEILER et
al., 2011), beeinflusst wird. Die Analyse 117 ausgewéhlter Gene in zwei Mauskohorten und normalisiert
gegen vier verschiedene housekeeping Gene, um potenziell falsch positive Alzheimer-assoziierte Gene
zu exkludieren, resultierte in der Hypovitaminose D-bedingten Verdnderung der Transkription von
Genen, die der APP-Homdostase, dem oxidativen Stress, der Inflammation, dem Lipidmetabolismus,

der Signaltransduktion und der Neurogenese zugeordnet werden konnen (Abbildung 57).
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In den folgenden Kapiteln werden ausschlieBlich diejenigen Gene diskutiert, die mit einem

Signifikanzniveau von p < 0,1 veréndert waren.

5.1.3.1 Vitamin D-Hypovitaminose und die APP-Homoostase

Hinsichtlich der APP-Homoostase ist bekannt, dass diese hin zu einer erhohten AB-Plaquebildung bei
gleichzeitig reduzierter AP-Degradation beeintréchtigt ist (MA et al., 2022; PARONI et al., 2019;
ZHANG et al., 2011). Neben einigen anderen Faktoren sind die AB-Spiegel in Alzheimerpatienten auf
Grund einer Hochregulierung AP-generierender Enzyme und einer runterregulierten Expression Af-
degradierender Enzyme erhoht (HAMPEL et al., 2021a; HOLSINGER et al., 2002; WANG et al., 2010).
In dieser Arbeit wurden signifikant reduzierte Nep-mRNS Spiegel und signifikant gesteigerte Mengen
an Psmb5-mRNS detektiert. Die reduzierte Expression des fiir die Zink-Metalloendopeptidase
Neprilysin kodierenden Gens Nep als Konsequenz der insuffizienten Menge an Vitamin D steht in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer fritheren Studie, die eine um 17 % verringerte Nep-
Expression in Gehirmen von hypovitaminosen Maiusen verglichen zu WT-Maushirmen detektierte
(GRIMM et al., 2014). Aus diesem Grund wurde die Analyse der Expression von Nep, ebenso wie die
von Park7, von welchem ebenfalls bereits bekannt war, dass seine Transkription von Vitamin D
beeinflusst wird, in diese Arbeit inkludiert, um zu evaluieren, ob die vorliegenden Bedingungen einer
23 %igen Hypovitaminose ausreichend sind, um bekannte transkriptionsregulatorische Verédnderungen
zu reproduzieren. Dies war im Hinblick darauf, dass sehr wenig iiber die Rolle von Vitamin D in der
Expressionsregulierung im Gehirn bekannt ist, von Wichtigkeit. Durch die Validierung von Nep und
Park7 wurde deutlich, dass der gewéhlte milde bis moderate Vitamin D-Mangel in der Lage ist, die
Transkription im Gehirn, und nicht nur in der Leber oder anderen Organen, zu modulieren. Dariiber
hinaus wurde eine stark verminderte Nep-Expression in Mikrogliazellen, die von vierzehn Monate alten
PS1/APP-transgenen Mausen stammen, berichtet (HICKMAN et al., 2008). In einer aktuellen Studie,
die Veridnderungen der Genexpression im zerebralen Kortex von APP/APLP1/APLP2-dreifach-
Knockout Méusen analysierte, wurde Nep als AICD-Zielgen beobachtet (CHA et al., 2022). Zudem
wurden die Spiegel an NEP-mRNS in einer Metaanalyse als in Alzheimerpatienten verglichen zu Nicht-
Alzheimerpatienten signifikant verringert beschrieben (ZHANG et al., 2017b).

In Verbindung mit AB-Plaques kommt es in der Alzheimerpathologie zu einer Akkumulation von
aberranten und ubiquitinierten Proteinen (DE VRIJ et al., 2004). Neben der AB-Degradation, an welcher
auch NEP beteiligt ist, werden abnormale oder fehlgefaltete Proteine auch durch das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) degradiert. Beeintrachtigungen dieses Systems fithren zur Akkumulation von
Proteinen und zu neuronalen Krankheiten wie der Alzheimererkrankung (GADHAVE et al., 2016; LIU
etal., 2021; TECALCO-CRUZ et al., 2022). Unter den in dieser Arbeit vorliegenden Bedingungen einer
milden bis moderaten Hypovitaminose D war die Expression des Gens Psmb5, welches fiir die
proteolytische konstitutive Proteasom-Untereinheit Beta 5, die Chymotrypsin-artige Aktivititen besitzt,
kodiert, signifikant gesteigert. Erh6hte Chymotrypsin- und Trypsin- (wird durch die B-Untereinheit B2
kodiert) Aktivitdten wurden in Astrozyten, die fiir 24 Stunden mit AB42 behandelt wurden, berichtet
(SCHUBERT et al.,, 2009), was vermuten lasst, dass die Proteasomaktivitit im Rahmen der
Alzheimerpathologie gesteigert ist.
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Zudem wurden Verinderungen der Proteasomfunktion in post mortem Hirnproben von
Alzheimerpatienten (ABREHA et al., 2018; KECK et al., 2003; KELLER et al., 2000) sowie in
verschiedenen Alzheimermausmodellen (ALMEIDA et al., 2006; MLADENOVIC DJORDJEVIC et
al., 2021; OH et al., 2005; TSENG et al., 2008) beschrieben. Eine Studie, die sich auf die Analyse der
Expression der konstitutiven Proteasom-Untereinheiten in Alzheimerméusen konzentrierte, berichtete
iibereinstimmend eine gesteigerte B5-(PSMBS5-) Transkription im Vergleich zu altersgeméfen
Kontrolltieren, wobei die Expression in humanen post mortem Hirnproben von Alzheimerpatienten
verglichen mit gesunden Individuen vermindert war (ORRE et al., 2013).

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit eine signifikant gesteigerte Transkription des Gens Snca, welches
fiir das a-Synuclein-Protein kodiert, in murinen Vitamin D-Mangel-Hirnproben detektiert. Es wird
vermutet, dass SNCA mit AP interagieren kann und die AB-Aggregation stimuliert (JENSEN et al.,
1997; TSIGELNY et al., 2008). Auch in einer aktuellen Studie an Méausen, die die Pathologien der
Alzheimererkrankung und der Lewy-Kdrper-Demenz rekapituliert (o-Synuclein und APPswe/PS1AE9
exprimierende Maiuse), wurden Wechselwirkungen zwischen o-Synuclein-Pathologie, Af und
Neuroinflammation beschrieben (LLOYD et al., 2021). Beziiglich der in vivo Situation in
Alzheimerpatienten wurde eine gesteigerte SNCA-Transkription in peripheren Leukozyten von
Alzheimerpatienten im Vergleich zu alters- und geschlechts-gleichen gesunden Individuen berichtet
(YOSHINO et al., 2016). Neben dieser Rolle von SCNA in der Alzheimerpathologie wurden auch enge
Assoziationen zu den neuropathologischen Kennzeichen der Parkinsonerkrankung sowie der Lewy-
Korper-Demenz ausgemacht (LASHUEL et al, 2013; LINNERTZ et al, 2014). Studien an
Parkinsonpatienten berichteten von einer negativen Korrelation zwischen den Vitamin D-
Konzentrationen und dem Risiko sowie der Schwere der Parkinsonerkrankung. Zudem wurden hohere
Vitamin D-Spiegel mit verbesserten kognitiven Funktionen in Parkinsonpatienten in Verbindung
gebracht, was die Notwendigkeit zukiinftiger Interventionsstudien begriindet. Dariiber hinaus gibt es
Hinweise dafiir, dass genetische Polymorphismen im VDR in Beziehung zum Risiko, an Parkinson zu
erkranken, stehen (LV et al., 2020).

Zusammenfassend weisen die aus der Transkriptionsanalyse muriner hypovitaminoser Hirnproben
gewonnenen Daten, welche verdnderte Expressionen der Gene Nep, Psmb5 und Snca detektierten,
darauf hin, dass die APP-Homoostase auf Transkriptionsebene durch einen Mangel an Vitamin D
beeinflusst wird. Dieser potenziell kausale und mechanistische Zusammenhang zwischen
Hypovitaminose D und beeintriachtigter APP-Homdostase, die als einer der Hauptprozesse in der
Alzheimerpathologie gilt, sollte weiterfilhrend mit Hilfe klinischer Studie bestitigt und evaluiert

werden.

5.1.3.2 Vitamin D-Hypovitaminose und oxidativer Stress

Zusitzlich zu den Beeintriachtigungen der APP-Homdostase stellt erhohter oxidativer Stress einen
hauptséchlichen Faktor der Alzheimerpathologie dar (EBANKS, CHAKRABARTI, 2022; IONESCU-
TUCKER, COTMAN, 2021; SONG et al.,, 2021a). Unter den in dieser Arbeit gewihlten
experimentellen Bedingungen wurde eine signifikante Abnahme der Park7-Expression in den
Hirnproben von Méausen mit milder bis moderater Vitamin D-Hypovitaminose detektiert.

179



Diskussion

Das durch Park7 kodierte, Krebs- und Parkinson-Erkrankung-assoziierte Protein PARK7 agiert als
Sensor fiir oxidativen Stress und ist in neuroprotektive Mechanismen involviert (CLEMENTS et al.,
2006; JIN, 2020; SHENDELMAN et al, 2004). In humanen post mortem Hirnproben von
Alzheimerpatienten wurde eine erhohte PARK7-Expression detektiert (BAULAC et al., 2009).
Einhergehend damit berichteten Bader et a/. in ihrer Massenspektrometrie-basierten Proteomics-
Analyse der Cerebrospinalfliissigkeit von Alzheimerpatienten erhohte Spiegel an PARK7 im Vergleich
zur Cerebrospinalfliissigkeit von Nicht-Alzheimerpatienten (BADER et al., 2020). Hinsichtlich eines
potenziellen Zusammenhangs zwischen oxidativem Stress und Vitamin D wurde berichtet, dass
Vitamin D die AP-induzierte Stickoxid-Synthase-Expression VDR-vermittelt verhindern kann
(DURSUN et al., 2013). In vivo resultierte die Fiitterung von Ratten mit einer geringen Menge an
Vitamin D (100 IU/kg Futter) in signifikant erhdhten Mengen an PARK7-Protein in Proben der hinteren
Hirnrinde im Vergleich zu Ratten, die mit einer Kontroll- (1000 IU/kg Futter) oder hohen Menge an
Vitamin D (10.000 [U/kg Futter) gefiittert wurden (KEENEY et al., 2013). Des Weiteren wurde in einer
aktuellen Fall-Kontroll-Studie an Patienten der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (chronic
obstructive pulmonary disease, COPD) eine Korrelation zwischen pulmonalem PARK7, dem
Vitamin D-Rezeptor sowie dem Nrf-2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) beobachtet. Wahrend
die Spiegel an PARK7 im Serum und in der Lunge von COPD-Patienten im Vergleich zu gesunden
Individuen reduziert waren, konnte auch in der Menge an pulmonalen VDR-positiven Zellkernen eine
Abnahme ausgemacht werden (XIANG et al., 2021). Analysen einer Vitamin D-Supplementierung
lieferten anhand ihrer Beobachtungen, dass eine dadurch bedingte Aktivierung des VDR in einer
hochregulierten Nrf-2-Expression resultierte, Hinweise dafiir, dass es sich bei Nrf-2 um ein
nachgeschaltetes Protein des VDR handelt (DAI et al., 2019).

5.1.3.3 Vitamin D-Hypovitaminose und Inflammation

Die Aktivierung inflammatorischer Signalwege steht in einem Zusammenhang zur Alzheimerpathologie
(BOLOS et al., 2017; MCGRATTAN et al., 2019; QIAN et al., 2021b; SHIPPY et al., 2022; SUNG et
al., 2020). So wurden beispielsweise kiirzlich positive Wirkungen von TREM2 auf Ap-Ablagerungen,
die AB-abhingige Tau-Pathologie, die kortikale Schrumpfung oder den kognitiven Verfall in Patienten
der familidren Alzheimererkrankung beschrieben (MORENAS-RODRIGUEZ et al., 2022). Bei TREM2
handelt es sich um einen zentralen Regulierungspunkt bei der Aktivierung spezialisierter Immunzellen,
den Mikroglia, welche im Gehirn zur Bereinigung toxischer Plaques beitragen (PARHIZKAR et al.,
2019). Basierend darauf wird die therapeutische Modulierung der TREM2-abhéngigen mikroglialen
Funktion als mogliche Strategie vermutet, die Progression der Alzheimererkrankung in initialen
Erkrankungsstadien zu verlangsamen. In der vorliegenden Arbeit war die Transkription des Gens Casp4,
welches fiir das Protein Caspase 4, ein Mitglied der Cystein-Asparaginsdure-Proteasen Familie, kodiert,
unter hypovitaminosen Bedingungen signifikant erhéht. Hinsichtlich Alzheimerpathologie ist
beschrieben worden, dass die Aktivierung von Caspasen sowie die Caspase-vermittelte Spaltung von
APP mit dem AB-induzierten synaptischen Verlust assoziiert ist (PARK et al., 2020). Fiir den speziellen
Fall der Caspase 4 ist bekannt, dass diese in den Ap-induzierten Zelltod involviert ist (HITOMI et al.,
2004). Zudem wurde in Alzheimermausmodellen eine gesteigerte Casp4-Transkription detektiert
(KAJTWARA et al., 2016).
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Interessanterweise wurde Calcitriol ein ausgleichender Einfluss auf die Inflammation und eine
Forderung der AP-Phagozytose in vitro zugesprochen (MIZWICKI et al., 2013). Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass die Aktivitéit der Caspase 4 sowohl durch die Alzheimerpathologie als auch durch
Hypovitaminose D beeinflusst werden kann.

Aktuell wurde Vitamin D im Zusammenhang mit Covid-19 als neuroprotektive und neuroreparative
Substanz diskutiert. Auf Grund seiner Féhigkeit, die Auswirkungen neuroinflammatorischer Zytokine
abzuschwichen, sowie weiterer anti-inflammatorischer und immunmodulatorischer Effekte konnte
Vitamin D in der Lage sein, die schédlichen Folgen von Covid-19 im zentralen Nervensystem zu
mildern (MENENDEZ et al., 2022). Auch fiir die neuroinflammatorische Erkrankung Multiple Sklerose
wurde ein Zusammenhang zwischen Sonnenlichtexposition und somit Vitamin D-Spiegel und den
immunmodulatorischen Effekten, die den Schweregrad der Erkrankung mitbestimmen, berichtet
(OSTKAMP et al., 2021).

5.1.3.4 Vitamin D-Hypovitaminose und der Lipidmetabolismus

Neben den bereits diskutierten Prozessen der APP-Homoostase, des oxidativen Stresses sowie der
Inflammation, die von der Alzheimerpathologie betroffen sind, scheint diese auch eng mit
Verdnderungen im Lipidmetabolismus assoziiert zu sein, wie im folgenden Abschnitt diskutiert.

Zusitzlich zu der Tatsache, dass sowohl APP als auch deren prozessierende Enzyme
Transmembranproteine sind (DYRKS et al., 1988; HAASS, 2004; HAASS et al., 2012), wurde in der
Literatur bereits beschrieben, dass einige Lipidklassen den AB-Anabolismus beeinflussen (GARCIA-
VINUALES et al., 2021; GRIMM et al., 2011c; GRIMM et al., 2017a; GRIMM et al., 2013¢c; GRIMM
et al,, 2012; HOLMES et al., 2012; RANGACHARI et al., 2018; SIMONS et al., 1998) oder in
Alzheimer-post mortem-Hirnproben verdndert vorlagen (CUTLER et al., 2004; GRIMM et al., 2011a;
GRIMM et al., 2011b; HAN et al., 2002; HE et al., 2010; KAO et al., 2020; KATSEL et al., 2007,
MOLANDER-MELIN et al., 2005; SODERBERG et al., 1992). Auf die Wechselwirkungen zwischen
Alzheimerpathologie und Lipidhomdostase wird in einem spdteren Abschnitt der Diskussion
(Kapitel 5.1.4) noch detaillierter eingegangen. In dieser Arbeit wurden steigernde Einfliisse des Mangels
an Vitamin D auf die Expression der beiden Cholesterinhomdostase-assoziierten Gene Abcal und Acatl
in murinen Hirnproben detektiert, wobei die Anderungen in der Abcal-Transkription das
Signifikanzniveau knapp nicht erreichten. Abcal kodiert das Protein ATP-Bindekassette (ABC)
Unterfamilie A Mitglied 1, welches eine wichtige Rolle im zelluldren Cholesterintransport spielt (CHEN
et al., 2022; SCHMITZ, LANGMANN, 2001). In hippokampalen Neuronen von Alzheimerpatienten
wurde, ilibereinstimmend mit den Vitamin D-Mangelbedingungen in der vorliegenden Arbeit, eine
gesteigerte Transkription von ABCAI detektiert (KIM et al., 2010). Dariiber hinaus wurde kiirzlich
berichtet, dass die ABCA1-vermittelte Cholesterin-Efflux-Kapazitit in die Cerebrospinalfliissigkeit in
MCI- und Alzheimerpatienten im Vergleich zu kognitiv gesunden Studienteilnehmern reduziert ist. Die
Autoren vermuteten basierend auf ihren Daten eine pathophysiologische Rolle des ABCA1-mediierten
Cholesterintransports in frithen Stadien der Neurodegeneration (YASSINE et al., 2016). Beziiglich eines
potenziellen Zusammenhangs zwischen ABCA1 und Vitamin D lieferte die Literatur erste Hinweise,
die in Zukunft ndher spezifiziert und experimentell adressiert werden sollten.
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In einer neueren Querschnittsstudie assoziierten Fujii et al. eine hohe Vitaminaufnahme iiber die
Nahrung signifikant mit einer verminderten Methylierung von ABCA 1. Die Autoren vermuteten, dass
die analysierten Vitamine (Vitamin A, B-Carotin, Folsdure, Vitamin C, Vitamin D und Vitamin E) so
indirekt ihre protektive Wirkung auf den HDL- (high density lipoprotein-) Cholesterin-Metabolismus
ausiiben konnten (FUJII et al., 2019).

Das Gen Acatl kodiert fiir die Acetyl-CoA-Acetyltransferase 1 (ACAT1). Acetoacetyl-CoA kann
weiterfilhrend durch die HMG-CoA-Synthase metabolisiert werden, was in der Entstehung von 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA resultiert, das weiter zu Cholesterin metabolisiert werden kann,
welches eng mit der Alzheimerpathologie in Verbindung steht (GRIMM et al., 2013¢c; SONG et al.,
2021b; STAURENGHI et al., 2021). Obwohl das Gehirn nur circa 2 % des Korpergewichtes ausmacht,
beinhaltet es 25 % der gesamten Cholesterinmenge (FERINGA, VAN DER KANT, 2021), wobei der
GroBteil auf Grund der Blut-Hirn-Schranke de novo im zentralen Nervensystem synthetisiert wird
(VANCE et al., 2005). Auf Grund seiner Rollen in der Membranfluiditiat, Vesikelbildung und
synaptischen Transmission ist Cholesterin fiir die neuronale Funktion essenziell (BJORKHEM,
MEANEY, 2004). Unter physiologischen Bedingungen wird iiberschiissiges Cholesterin zu
Cholesterinestern esterifiziert, welche in Form eines Neutrallipides zusammen mit TAG in Lipidtropfen
gespeichert werden und deren Gehalt im Gehirn von Alzheimerpatienten erhoht ist (CHAN et al., 2012;
ZHANG, LIU, 2015). Wéhrend die Cholesterinspiegel im Gehirn positiv mit dem Schweregrad der
Alzheimererkrankung korrelieren (CUTLER et al,, 2004), wurden innerhalb seniler Plaques in
menschlichen Gehirnen gesteigerte Cholesterinmengen detektiert (MORI et al., 2001). Zudem wurde
beschrieben, dass erhohte Spiegel an Cholesterin die AB-Produktion steigern, indem sie die Aktivititen
von [3- und y-Sekretase erhohen (MARZOLO, BU, 2009), wihrend reduzierte Konzentrationen dieses
Lipids die APB-Freigabe sowohl in vitro als auch in vivo stark reduzieren (BURG et al., 2013;
FASSBENDER et al.,, 2001; GRIMM et al., 2008; REFOLO et al., 2001). Dies konnte mit der
Lokalisierung von Cholesterin in speziellen Mikrodoménen (Lipid Rafts) zusammenhéngen, in welchen
die amyloidogenen Sekretasen lokalisiert sind und auf die in einem spéteren Kapitel detaillierter
eingegangen wird (Kapitel 5.1.4.1). In dieser Arbeit bedingten die reduzierten Vitamin D-Spiegel eine
signifikante Zunahme der Acatl-Expression in murinen Hirnproben, was in gesteigerten Cholesterin-
und letztendlich AB-Konzentrationen resultieren konnte. Hinsichtlich des Alzheimerrisikos wurde
beschrieben, dass dieses durch hohe Cholesterinspiegel im mittleren Lebensalter um das fast Dreifache
erhoht sein kann (PROITSI et al., 2014).

Zudem konnte die gesteigerte Abcal-Transkription unter den vorliegenden experimentellen
Bedingungen potenziell durch die erhdhte Acati-Expression und damit einhergehend verdnderte
Cholesterinhomoostase erkliart werden, da Cholesterin selbst in der Lage ist die 4bcal-Genexpression
zu steigern (SCHMITZ, LANGMANN, 2001). Vitamin D wurde auf molekularer Ebene schon friih eine
regulierende Rolle auf die Cholesterinsynthese zugesprochen, welche durch dessen Interaktion mit der
HMG-CoA-(3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzym A-) Reduktase, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der Cholesterinbiosynthese, vermittelt wird (GUPTA et al.,
1989b). Heutzutage zdhlen cholesterinsenkende Medikamente zu den am hiufigsten verschriebenen
Pharmaka, wobei 90 % davon Statine ausmachen, fiir welche einige Nebenwirkungen bekannt sind
(PATEL et al., 2022).
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Die verschiedenen Statine Atorvastatin, Cerivastatin, Fluvastatin, Lovastatin, Pravastatin, Simvastatin,
Rosuvastatin und Pitavastatin reduzieren die Serumkonzentrationen an LDL im Durchschnitt um circa
40 % (SCHACHTER, 2005). In Bezug auf den Einfluss einer Vitamin D-Supplementierung auf den
Spiegel an LDL berichtete eine aktuelle Metaanalyse eine standardisierte mittlere Differenz (SMD),
welche ein EffektmalB fiir kontinuierliche Endpunkte darstellt, von -0,12 zwischen Ausgangsniveau und
Nachbeobachtung der Vitamin D-Supplementierung, wobei das 95 %-Konfidenzintervall -0,23 bis -
0,01 umfasste. In der Metaanalyse wurden 41 RCT-Studien inkludiert, die insgesamt 1699 Vitamin D-
und 1735 Placebo-supplementierte Teilnehmer einschlossen (DIBABA, 2019). Eine neuere
Metaanalyse von RCT-Studien zur Vitamin D-Supplementierung in Frauen nach der Menopause
beschrieb Einfliisse der Intervention auf das mit koronaren Herzerkrankungen assoziierte Lipidprofil in
Form von reduzierten Triglyzeridspiegeln, wobei die Effekte von Vitamin D auf die Cholesterinspiegel
laut Autoren klinisch vernachléssigbar waren (ZHANG et al., 2022). Diese klinischen Studien miissen
jedoch auf Grund der kontroversen Datenlagen, welche beispielsweise durch unterschiedliche
Interventionen in Form von verschiedenen Dosen an supplementiertem Vitamin D bedingt werden
konnten, vorsichtig interpretiert werden. Jedoch sollten die reduzierenden Einfliisse von Vitamin D auf
Triglyzeride und LDL-Cholesterin sowie die steigernden Effekte dieses Secosteroids auf HDL-
Cholesterin in kiinftigen Studien analysiert werden, wobei auch potenzielle Einfliisse therapeutisch
eingesetzter Vitamin D-Derivate inkludiert werden sollten. Ziel wire es, Vitamin D oder Analoga allein
oder in Kombination mit weiteren bioaktiven Substanzen zum therapeutischen Einsatz kardiovaskuldrer
Erkrankungen zu finden, bei denen die Effektstirke der Cholesterinsenkung der Statine-vermittelten
Effektstirke entspricht und gleichzeitig die Nebenwirkungen von Statinen umgangen werden konnten.

Zusammenfassend weisen die in der vorliegenden Arbeit detektierten Hypovitaminose D-vermittelten
Verdnderungen von Lipidmetabolismus-assoziierten Genen auf eine weitere, potenziell mechanistische
Verbindung zwischen VitaminD und neurodegenerativen Krankheiten, speziell der
Alzheimererkrankung hin. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mittels Massenspektrometrie-
basiertem Lipidomics-Ansatz weitere Hinweise dafiir, dass Vitamin D iiber Verdnderungen der
zelluldren Lipidhomoostase Einfliisse auf die Alzheimerpathologie ausiiben kann, geliefert, welche

folgend in Kapitel 5.1.4 diskutiert werden.

5.1.3.5 Vitamin D-Hypovitaminose und die Signaltransduktion

Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) sind heterotrimere Proteine, die aus Ga-, GB- und Gy-
Untereinheiten bestehen und eine Funktion in der Signaltransduktion haben. Sie besetzen auf Grund
ihrer Fahigkeit Guanosin-Triphosphat (GTP) zu binden und zu Guanosin-Diphosphat (GDP) zu
hydrolysieren eine Schliisselposition in der Signaltransduktion (MCCUDDEN et al., 2005). In dieser
Arbeit wurde unter Hypovitaminose D-Bedingungen eine signifikante Abnahme der Gnb5-Expression
detektiert. Gnb5 kodiert fiir die G-Protein-Untereinheit B5, die ein Heterodimer mit der y-Untereinheit
formt und die a-Untereinheit reguliert. In APOE3/4- und APOE4/4-tragenden Alzheimerpatienten
wurde ebenfalls eine reduzierte Transkription des G-Protein-Signalmolekiils GNBS5 beschrieben (XU et
al., 2007).
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Basierend darauf, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren als wichtige potenzielle Angriffspunkte fiir
medikamentdse Behandlungsmoglichkeiten neurodegenerativer Erkrankungen, wie beispielsweise die
Alzheimererkrankung, gelten (CHIDAMBARAM, CHINNATHAMBI, 2020; COPENHAVER,
KOGEL, 2017, FRANCO et al.,, 2017; HUANG et al.,, 2017) und dass G-Protein-vermittelte
Signaltransduktionspfade diese Rezeptoren inkludieren, konnte vermutet werden, dass eine Vitamin D-

Supplementierung iiber dhnliche potenziell positive Mechanismen wirken kdnnte.

5.1.3.6 Vitamin D-Hypovitaminose und die Neurogenese

Auch kognitive Beeintriachtigungen gelten als klinisches Merkmal der Alzheimererkrankung und in
diesem Zusammenhang kénnen Beeintrichtigungen der Neurogenese Relevanz fiir die Progression der
Alzheimerpathologie besitzen (BERGER et al., 2020; HAUGHEY et al., 2002; ISAEV et al., 2019;
SUNG et al., 2020). In der vorliegenden Arbeit wurde in Maushirnen mit milder bis moderater
Vitamin D-Hypovitaminose im Vergleich zu Kontrollproben eine signifikant verringerte Expression des
Gens Plat detektiert. Das Gen kodiert den gewebespezifischen Plasminogenaktivator (t-PA), welcher
Plasminogen zu Plasmin konvertiert und eine wichtige Rolle in der Zellmigration und der
Gewebeumgestaltung wéhrend der Entwicklung und Regeneration spielt (SAPPINO et al., 1993).
Anhand AB-behandelter primérer kortikaler Neurone wurde bereits beschrieben, dass AB-Aggregate, im
Gegensatz zu nicht-aggregiertem AP, die mRNS-Menge von tPA erhohten. Zudem wurde in dieser
Studie berichtet, dass Plasmin AP degradiert und dessen neurotoxische Wirkung inhibiert (TUCKER et
al., 2000). Die in der vorliegenden Arbeit unter Vitamin D-Mangelbedingungen detektierte verminderte
Plat-Transkription kdnnte somit ebenfalls zu den bereits fiir diese Hypovitaminose D-Bedingungen
beschriebenen erhohten AB-Spiegeln (GRIMM et al., 2014) beitragen. Dariiber hinaus konnte die
verringerte Plasminogenaktivator-katalysierte Proteolyse im neuronalen Gewebe die neuronale
Plastizitdt und die synaptische Reorganisierung beeinflussen (SAPPINO et al., 1993), was zu den
kognitiven Beeintridchtigungen, die in Vitamin D-Mangel-Patienten beschrieben wurden, beitragen
konnte (ANNWEILER et al., 2009; DICKENS et al., 2011; ETGEN et al., 2012; LEMIRE et al., 2018;
VAN DER SCHAFT et al., 2013).

Zusammenfassend verdeutlichen die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten, dass Gene, deren
Expression durch eine Hypovitaminose beeinflusst wird, auch in verschiedene metabolische Signalwege
involviert sind, die fiir eine physiologische Hirnfunktion wichtig sind und alle einen synergistischen
Effekt auf die Alzheimererkrankung besitzen.
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5.1.4 Der Einfluss einer Hypovitaminose D auf den Metabolismus Alzheimer-assoziierter
Lipide

Die Analyse der transkriptionsregulatorischen Wirkung von Vitamin D auf Prozesse, die mit der
Entstehung und Progression der Alzheimererkrankung in Verbindung stehen, lieferte Hinweise darauf,
dass diesem Secosteroid eine Rolle im Lipidmetabolismus zukommt. In Hirnproben von Méausen mit
mildem bis moderatem Vitamin D-Mangel war die Expression von Genen, die fiir Proteine kodieren,
welche in den Cholesterin-Metabolismus involviert sind (4bcal und Acatl), verandert (Kapitel 4.1.2).
Im Einklang damit wurde in der Literatur ein wichtiger Einfluss von Vitamin D auf die Regulierung der
Lipidhomdostase berichtet (ALISIO et al., 1997; THOMPSON, DELUCA, 1964; TSUTSUMI et al.,
1985). Ein GroBteil der in diesem Zusammenhang verfligbaren und neueren Studien beschrieb diesen
potenziellen Einfluss von Vitamin D auf den Lipidmetabolismus im gastrointestinalen System, im
Serum, in der Leber sowie in Nierenzellen oder Nierengewebe (CHALLOUMAS, 2014; CHATTERJEE
et al., 2020a; JAHN et al., 2019; MARTINEZ-SENA et al., 2020; WANG et al., 2016). Jedoch ist iiber
eine mogliche Verbindung dieser Art im Gehirn erst wenig bekannt. Dabei ist die Hirn-Lipidhomoostase
eine essenzielle Komponente fiir die Entwicklung neurodegenerativer Krankheiten, wie beispielsweise
die Alzheimererkrankung. Auf Grund dessen, dass es sich bei APP, dessen Spaltung in der zerebralen
Akkumulierung des neurotoxischen AP zu senilen Af-Plaques resultiert, um ein Typ 1-
Transmembranprotein handelt, findet diese Prozessierung in Membranen statt. Dartiber hinaus sind die
Proteasen, die fiir die proteolytische Prozessierung verantwortlich sind und als a-, - und y-Sekretase
bezeichnet werden, membrangebundene Proteine, wobei die y-Sekretase ihr aktives Zentrum innerhalb
der hydrophoben Membranumgebung besitzt (DYRKS et al., 1988; HAASS, 2004; HAASS et al.,,
2012). Diese Spaltung von Transmembranproteinen durch Intramembranproteasen, die in der
Freisetzung l6slicher Proteinfragmente in den Extrazellularraum sowie in das Zytosol resultiert, wird
als regulierte intramembrane Proteolyse (RIP, engl. regulated intramembrane proteolysis) bezeichnet
und stellt einen wichtigen Signalmechanismus fiir eine Vielzahl biologischer Prozesse dar (LEE,
CH'NG, 2020). Wéhrend der RIP werden Typ l-Transmembranproteine initial durch Sheddasen
innerhalb ihrer Ektodoméne gespalten und anschlieBend innerhalb ihrer Transmembrandoméne durch
beispielsweise die y-Sekretase. Neben APP stellen Notch-Rezeptoren die am besten charakterisierten
Substrate fiir die y-Sekretase-vermittelte RIP dar (ESCAMILLA-AYALA et al., 2020). Auch fiir die
Riickkopplungs-Inhibierung der Synthese und Aufnahme von Cholesterin spielt die RIP eine essenzielle
Rolle (YE, 2020), da Cholesterin die RIP von SREBP (engl. sterol regulatory element-binding proteins),
einem Hauptregulator der Cholesterin- und Fettsdure-Homoostase in Sdugetierzellen (DEBOSE-
BOYD, YE, 2018; YE, DEBOSE-BOYD, 2011), inhibieren kann (BROWN, GOLDSTEIN, 2009). Die
RIP von SREBP wird durch die beiden Proteasen S1P (engl. site-1 protease) und S2P (engl. site-2
protease) vermittelt und resultiert darin, dass die N-terminale Doméne von SREBP in den Nukleus
gelangt und die Transkription aller Gene fiir die Cholesterinsynthese und -Aufnahme aktiviert
(HORTON et al., 2003).

Basierend auf den Erkenntnissen iiber eine Verbindung zwischen Vitamin D und der Lipidhomdostase
in Organen, wie beispielsweise den Nieren, sowie den Hinweisen fiir einen transkriptionsregulatorischen
Einfluss von Vitamin D auf den Metabolismus von Cholesterin, wurden in der vorliegenden Arbeit
mittels semiquantitativem Lipidomics-Ansatz potenzielle Verdnderungen weiterer Lipidspezies in

einem neurozelluldren und murinen Modell einer Vitamin D-Hypovitaminose analysiert.
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Von diesen Lipidspezies ist bekannt, dass sie von der Alzheimerpathologie betroffen sind. In den
folgenden Abschnitten werden die detektierten Einfliisse von Calcitriol, der aktiven Form von
Vitamin D3, auf die Homoostase von Lipiden, denen eine Relevanz in der Alzheimererkrankung

zukommt, in den Kontext der aktuellen Literatur eingeordnet.

Hinsichtlich der murinen Proben muss die Analyse der gesamten Hirnhomogenate als potenzielle
Limitierung beriicksichtigt werden, die keine Unterscheidung zwischen einzelnen Hirnregionen zuldsst.
An dieser Stelle wird zudem auf die detaillierte Beschreibung der Vor- und Nachteile der angewendeten
Shotgun Lipidomics-Analyse in Kapitel 3.2.4.3 verwiesen. Die Wahl des in vitro Modells fiel auf
wildtypische Neuroblastomzellen (SH-SYS5Y-Zellen), da circa 95 % aller Alzheimerfille der
sporadischen Form angehoren und nur 5 % familidr, genetisch durch Mutationen in den Genen 4APP
oder PS, bedingt sind (MASTERS et al., 2015). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die Einfliisse
bioaktiver Substanzen auf diejenigen Alzheimerpathologie-assoziierten Prozesse analysiert werden, die
den Grofiteil der Alzheimerpatienten betreffen. Aus diesem Grund wurde sich bewusst gegen die
Verwendung eines Alzheimer-Zellkulturmodelles, wie beispielsweise SH-SYS5Y-Zellen, welche stabil
APPswe Ttberexprimieren, entschieden. Fiir Acitretin konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Supplementierung verschiedener bioaktiver Substanzen in vivo auch bei der familidren Form der

Alzheimererkrankung Einfliisse auf den Lipidmetabolismus hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde sich auf die drei Lipidklassen Phospholipide, Carnitine und
Triglyzeride fokussiert, da detaillierte Informationen iiber einen potenziellen Einfluss von Vitamin D
auf diejenigen Lipidspezies, die wichtige Rollen in der zelluliren Membran spielen und dadurch die
proteolytische Prozessierung von APP beeinflussen oder in den Energiemetabolismus involviert sind,
noch nicht erforscht sind. Durch Prozessierung der Daten wurden weiterfilhrend Einblicke in die
molekularen Einheiten, wie beispielsweise die Sittigung oder Kettenldnge der an das Riickgrat
gebundenen Fettsduren, ermoglicht.

Im Allgemeinen resultierte ein Mangel an Calcitriol in erhohten Phospholipidspiegeln sowie in
Verdnderungen der Lipide, die in den zelluldren Energiemetabolismus involviert sind. Im Folgenden
werden die, in der vorliegenden Arbeit mittels massenspektrometrischer Analyse detektierten,
Hypovitaminose Ds-vermittelten Anderungen in der Lipidhomdostase den Modulationen im Alzheimer-
assoziierten Lipidmetabolismus gegeniibergestellt und in die aktuelle Literatur eingeordnet. Eine
detaillierte Ubersicht dariiber, wie die Homdostasen der analysierten Lipidklassen mit der
neurodegenerativen Alzheimererkrankung assoziiert sind, wird dariiber hinaus in Kapitel 5.2 gegeben,
worauf an dieser Stelle hingewiesen werden soll.

5.1.4.1 Der Einfluss einer Vitamin D-Hypovitaminose auf Phospholipide
Hinsichtlich Phosphatidylcholinen (PCaa) wurde in Plasmaproben von Alzheimerpatienten ein
verdnderter PC-Metabolismus detektiert, der sich durch signifikant reduzierte Spiegel der PUFA-
gebundenen Spezies PC 16:0/20:5, PC 16:0/22:6 und PC 18:0/22:6 duBerte (WHILEY et al., 2014).
AuBerdem wurden verdnderte Plasma-PCs als mdgliche prognostische Biomarker fiir die
Alzheimerprogression diskutiert, da Blasko ef al. eine signifikante Erhéhung von fiinf
Phospholipidspezies, auf die an spéterer Stelle ndher eingegangen wird, in Patienten, die von kognitiver
Gesundheit zur Alzheimererkrankung fortschritten, detektierten (BLASKO et al., 2021).
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In der vorliegenden Arbeit war die Gesamtmenge an PCaa-Spezies im zelluldren Vitamin D-Mangel-
Modell signifikant erhoht, was auch in vivo durch gesteigerte PCaa-Spiegel in hypovitaminosen
Maushirnen verifiziert werden konnte. Interessanterweise wurde eine Zunahme jeder einzelnen,
analysierten PCaa-Spezies in den Calcitriol-Mangel-SH-SY5Y-Zellen detektiert, was einen direkten
Einfluss von 1,25-dihydroxyliertem Vitamin D; auf diese Lipidklasse vermuten lésst.

Des Weiteren teilen diejenigen PCaa-Spezies, die in dieser Arbeit unter Vitamin D-Mangelbedingungen
als erhoht beobachtet wurden, strukturelle Ahnlichkeiten mit denen, die Blasko et al. in den
Plasmaproben von 48 MCI-Patienten verglichen mit gesunden Individuen in ihrer sieben- bis
neunjdhrigen Nachfolgestudie als mogliche Biomarker identifizierten: PCaa C32:1, PCaa C34:1 und
PCaa C42:1 in Patienten, die von einer MCI- zu einer Diagnose der Alzheimererkrankung fortschritten
(BLASKO et al., 2021), verglichen mit PCaa C34:2, PCaa C34:3, PCaa C42:0 und PCaa C42:1 unter
Hypovitaminose D-Bedingungen.

In diesem Kontext soll erwidhnt werden, dass mindestens zwei Parameter in jeder Lipidspezies
miteinander verglichen werden kdnnen, wobei es sich um die Kettenlinge und den Sattigungsgrad
handelt. Aus diesem Grund sollten Lipidspezies mit verschiedenen Lédngen und Saturierungen
unterschiedlich betrachtet werden. Jedoch lassen die vorliegenden Ergebnisse vor dem Hintergrund der
aktuellen Literaturlage einen direkten Einfluss von Vitamin D auf die Lipidhomdostase, die in die
Alzheimerprogression involviert ist, vermuten. Einhergehend mit diesen Hinweisen berichtete eine
kiirzlich verdffentliche Studie eine Relevanz des VDR fiir den Lipidmetabolismus, spezieller die
Phospho- und Glycerolipid-Homoostase, in kultivierten humanen Hepatozyten. Die Aktivierung des
VDR mittels Calcitriol resultierte in einer signifikant verdnderten PC-Homdostase, die sich
beispielweise durch gesteigerte PC (16:0/14:1)-Spiegel und gleichzeitig reduzierte Mengen an
PC (20:4/20:3) duBerte. Auf Grund dessen, dass manche PC-Spezies nach Calcitriolbehandlung
vermehrt und andere vermindert vorlagen, schlussfolgerten die Autoren, dass Vitamin D eine Re-
Modellierung der PC-Gesamtmenge induzieren konnte. Die zusétzlich durchgefiihrte
Transkriptionsanalyse zeigte, dass ein Fiinftel derjenigen Gene, deren Expression durch den VDR
reguliert werden kann, in Verbindung mit Lipidsignalwegen, wie dem Glycerolipid- oder Phospholipid-
Metabolismus oder der Aufnahme von Fettséduren, steht (MARTINEZ-SENA et al., 2020). In
Ubereinstimmung damit wurden auch unter den in der vorliegenden Arbeit gewihlten experimentellen
Bedingungen Effekte der Calcitriolbehandlung auf die Genexpression detektiert. Zur Validierung der
Aufnahme von Calcitriol durch die Neuroblastomzellen, wurde die Expression des Gens [L-34
analysiert. Die bereits beschriebene gesteigerte IL-34-Transkription in SH-SY5Y-Zellen nach
Behandlung mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (ZHANG et al., 2017a) wurde auch in der vorliegenden
Arbeit, abgebildet durch eine 1,5-fach erhohte Expression im Vergleich zu Losungsmittel-behandelten
Zellen, detektiert. Dariiber hinaus wurde in Hirnproben von Méusen mit einer milden bis moderaten
Hypovitaminose D eine verdnderte Expression der Lipidmetabolismus-assoziierten Gene Abcal und
Acatl detektiert (Kapitel 4.1.2). Diese transkriptionsregulatorische Wirkungsweise von Vitamin D
konnte eine molekulare Perspektive darstellen, durch welche die beobachteten Anderungen der
zelluldren Lipide vermittelt werden konnten. Aus diesem Grund sollte eine Analyse derjenigen Gene,
die in den Metabolismus von unter anderem Phospholipiden, Carnitinen und Triglyzeriden involviert

sind, unter An- und Abwesenheit von Vitamin D Gegenstand weiterer Forschung sein.
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Dariiber hinaus sollten neben diesen potenziellen genregulatorischen Effekten auf die Lipidhomdostase
auch nicht-transkriptionsregulatorische Einfliisse von Calcitriol auf zellulire Membranen, welche
bereits beschrieben wurden (ZMIJEWSKI, CARLBERG, 2020), detaillierter aufgeklért werden.

Der Mangel an Calcitriol bedingte in den SH-SY5Y-Zellen eine signifikante Zunahme derjenigen PCaa-
Spezies, die gesittigte Fettsduren (SFA) enthalten, und gleichzeitig tendenziell reduzierte Spiegel an
Spezies, die einfach- und mehrfach-ungesittigte Fettsduren (MUFA und PUFA) enthalten. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch in einer kiirzlich verdffentlichten Studie gemacht, welche sich auf die
Analyse des Fettsdure-Metabolismus in einem Vitamin D-Mangel-Rattenmodell konzentrierte.
Ubereinstimmend mit den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten wurden hohere Gesamt-SFA-
Plasmaspiegel sowie verminderte Mengen an MUFA in der Hypovitaminose D-Gruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe detektiert (NANDI et al., 2019). Eine aktuelle Studie, die die didtische Aufhahme
von Fetten in mehr als 2000 dlteren Erwachsenen analysierte und deren potenziellen Auswirkungen auf
die kognitiven Leistungen evaluierte, berichtet, dass mehrfach-ungeséttigte Fettsduren in der Nahrung
mit einem verringerten Risiko fiir kognitive Beeintrichtigungen assoziiert seien. Weiter vermuteten die
Autoren, dass diese positive Beziehung zwischen diétetischer Aufnahme von mehrfach-ungeséttigten
Fettsduren und kognitiven Beeintrdchtigungen teilweise iiber die Reduzierung von oxidativem Stress
vermittelt werden konnte (LIU et al., 2022). Basierend auf diesen Erkenntnissen sollte die Analyse eines
moglichen Einflusses von Calcitriol auf die Desaturasen im Gehirn Gegenstand weiterer Forschung sein,
was vor allem darin begriindet ist, dass die Anwesenheit von gesittigten Fettsduren die Struktur der
Zellmembran beeintrichtigen und ihre Fluiditit herabsetzen kann (YANG et al, 2014). Die
Membranfluiditidt ist negativ mit den molekularen Alzheimermechanismen verbunden, was
beispielsweise daran deutlich wird, dass eine Anreicherung der zelluldren Membran mit PUFA, was eine
erhohte Membranfluiditit bedingt, die nicht-amyloidogene Spaltung von APP durch die a-Sekretase
fordert (YANG et al., 2011). Somit lassen die gewonnenen Daten vermuten, dass Vitamin D auch durch
Beeinflussung des Phospholipidmetabolismus einen generellen Effekt auf die APP-Homoostase haben
konnte.

Dariiber hinaus stellen Phospholipide eine der Hauptkomponenten von Lipid Rafts innerhalb der
Zellmembran dar, bei welchen es sich um dynamische Strukturen handelt, die fiir zelluldre Prozesse wie
beispielsweise die Lipid-/Protein-Sortierung, die Signaltransduktion oder die Zelladhision relevant
sind. Sowohl die strukturelle Integritit als auch die Funktion dieser Lipid Rafts sind, zumindest
teilweise, von der Phospholipidkomposition abhingig (KAO et al., 2020). Interessanterweise zdhlen
gesittigte Fettsduren neben Sphingolipiden und Cholesterin zu den charakteristischen Lipiden innerhalb
von Lipid Rafts (PIKE, 2006). Einhergehend ist das Fettséureprofil von Lipid Rafts durch reduzierte o-
3-PUFA- und MUFA-Spezies charakterisiert (MARIN et al., 2016; MARTIN et al., 2010). Die
detektierten erh6hten Mengen an gesittigten Fettsduren unter Hypovitaminose D-Bedingungen konnten
somit auf ein vermehrtes Auftreten von Lipid Rafts innerhalb der Membranen hindeuten. Auf Grund
dessen, dass in Lipid Rafis der Grofiteil der Proteine, die in die synaptische Transmission involviert sind,
sowie die amyloidogenen Sekretasen lokalisiert sind (SEBASTIAO et al., 2013; SEZGIN et al., 2017),
konnte die beobachtete Hypovitaminose D-vermittelte Zunahme der Phospholipide mit geséttigten
Fettsduren eine Verschiebung von der nicht-amyloidogenen hin zur amyloidogenen APP-Prozessierung
bedingen.
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Die amyloidogene Prozessierung findet innerhalb der Membranen dieser Mikrodoménen statt (CHENG
etal., 2007; EHEHALT et al., 2003) und die potenzielle Steigerung dieser Art der APP-Spaltung &duf3ert
sich in den bereits beschriebenen erhohten AB-Spiegeln unter Vitamin D-Mangelbedingungen. Auf
Grund dessen, dass die Amyloidogenese in Verbindung mit der Lipidkomposition von Lipid Rafts steht,
sind diese Bereiche der Membran eng mit der Alzheimererkrankung oder anderen neurodegenerativen
Krankheiten assoziiert (EL GAAMOUCH et al., 2016; SCHENGRUND, 2010). In diesem Kontext
sollte auBerdem erwihnt werden, dass selbst geringe Anderungen in der Lipidhomdostase, wie sie
beispielsweise in Folge der Lipid-modulierenden Eigenschaften von Vitamin D in der vorliegenden
Arbeit detektiert wurden, mit der APP-Pathologie und somit der Alzheimererkrankung assoziiert werden
konnen (ZINSER et al., 2007). So wurde beispielsweise fiir Cholesterin beschrieben, dass kleine
Steigerungen im Cholesterinspiegel des zentralen Nervensystems die Menge an AP signifikant erhdhen
(REFOLO et al., 2000) sowie Einfluss auf die Aktivitét der y-Sekretase nehmen kénnen (WAHRLE et
al., 2002). Dartiiber hinaus wurden Lipid Rafts als Plattformen fiir Interaktionen zwischen Af und ApoE
beschrieben und es wurde beobachtet, dass sie die Bildung von Ap-Fibrillen auslésen konnen
(KAWARABAYASHI et al., 2004; OKADA et al., 2008). Einhergehend wurden Veridnderungen im
Sattigungsverhéltnis von Phospholipid-Acylketten im entorhinalen und frontalen Kortex wéhrend
frithen Stadien der Alzheimererkrankung detektiert (FABELO et al., 2014; MARIN et al., 2016;
MARTIN et al., 2010), was vermuten ldsst, dass Lipid Rafts das potenzielle Zentrum fiir einen
verdnderten Lipidmetabolismus in frithen Krankheitsstadien darstellen. Dariiber hinaus koénnten Lipid
Rafts in rdumlicher Hinsicht eine Rolle in der Initiierung der inflammatorischen Antwort in Gliazellen
spielen, die den Cholesterin- und Sphingolipidmetabolismus involviert (MILLER et al., 2020).

Zusitzlich zur Klasse der Phosphatidylcholine waren auch die Spiegel an PC-Plasmalogenen sowohl in
zelluldren als auch murinen Hypovitaminose Ds;-Proben signifikant erhoht. Auf die physiologische
Funktion der Plasmalogene sowie ihre Rolle in der Alzheimerpathologie wird an spéterer Stelle
detailliert eingegangen (Kapitel 5.2). Ubereinstimmend mit den detektierten Unterschieden in den PCaa-
Spezies, waren auch hier, bedingt durch den Mangel an Calcitriol, die Verhéltnisse der Fettséduren
(SFA/MUFA und SFA/PUFA) veridndert sowie die Menge an PCae-Spezies, die mittelkettige Fettsduren
enthalten, signifikant reduziert. Diese beobachtete Zunahme an Plasmalogenen konnte auf Grund ihrer
anti-neuroinflammatorischen und anti-amyloidogenen FEigenschaften (IFUKU et al., 2012)
moglicherweise als Gegenregulierung interpretiert werden, da in der Literatur bereits negative Einfliisse
einer insuffizienten Vitamin D-Versorgung auf inflammatorische Prozesse im Gehirn sowie auf den Af-
Metabolismus beschrieben sind (GRIMM et al., 2014; YIN, AGRAWAL, 2014).
Lyso-Phosphatidylcholine, welche unter anderem die Transportform von Lipiden représentieren,
stammen  hauptsidchlich aus dem Phospholipase A>-(PLA>-) mediierten Umsatz von
Phosphatidylcholinen. Dies ist bei der Interpretation von Verdnderungen in Lyso-PC-Spiegeln von
Wichtigkeit, denn werden diese beispielsweise in Serumproben detektiert, so 14sst sich dies groftenteils
auf ihre Funktion im Lipidtransport zuriickfiihren, wéhrend Zu- oder Abnahmen in anderen Gewebe-
beziehungsweise Probenarten eher auf eine beeinflusste PLA>-Aktivitit hinweisen konnten. Lyso-PC
werden in der Literatur als positiv mit neurodegenerativen und kardiovaskuldren Erkrankungen
assoziiert beschrieben (LAW et al., 2019).
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So wurde beispielsweise eine Verbindung zu Multipler Sklerose berichtet, welche auf die pro-
inflammatorischen Eigenschaften der Lyso-PC zuriickgefiihrt wurde (ZAHEDNASAB et al., 2014).
Hinsichtlich Alzheimerpathologie wurde berichtet, dass Lyso-PC die Prozesse der Oligomer-Bildung
von APi-42-Peptiden steigern und so den neuronalen apoptotischen Zelltod erhéhen. Zudem wurde eine
Inhibierung der Lyso-PC-Synthese als mdgliches therapeutisches Ziel fiir die Behandlung der
Alzheimererkrankung diskutiert (SHEIKH et al., 2015) (Kapitel 5.2). Basierend auf diesen bereits in der
Literatur beschriebenen Eigenschaften der Lyso-PC untermauern die, in den zelluldren und murinen
Hypovitaminose D-Modellen detektierten, gesteigerten Lyso-PC-Spiegel den negativen Einfluss eines

Vitamin D-Mangels auf die pathologischen Alzheimerprozesse.

5.1.4.2 Der Einfluss einer Vitamin D-Hypovitaminose auf TAG- und Carnitin-Spezies
Hinsichtlich der Lipide, die in den zelluléren Energiemetabolismus und die B-Oxidation involviert sind,
wurden in dieser Arbeit Vitamin D-Mangel-bedingte Verdnderungen in humanen Neuroblastomzellen
detektiert. Mehrere Studien lieferten Hinweise fiir einen beeintridchtigen Energiemetabolismus,
spezieller einen verdnderten Glukosemetabolismus, im Gehirn von Alzheimerpatienten (BERGAU et
al., 2019; BUTTERFIELD, HALLIWELL, 2019). Basierend darauf kdnnte vermutet werden, dass auf
Grund der verminderten Energiezufuhr durch die Glukoseverwertung die B-Oxidation von Fettséduren
im Alzheimergehirn an Bedeutung gewinnt. Beziiglich einer moglichen Rolle von Vitamin D in diesem
Zusammenhang konnte beobachtet werden, dass der mitochondriale Sauerstoffverbrauch durch die
Behandlung von menschlichen Skelettmuskelzellen mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3 gesteigert wird
(RYAN et al., 2016). Ubereinstimmend damit berichtete eine weitere Studie einen Vitamin D-Mangel-
bedingten verminderten Sauerstoffverbrauch sowie eine beeintriachtigte mitochondriale Funktion
(DZIK, KACZOR, 2019). Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde unter vorliegenden
experimentellen Bedingungen ebenfalls ein reduzierter Sauerstoffverbrauch in SH-SY5Y-Zellen mit
vermindertem Vitamin D-Gehalt detektiert. In diesem Kontext konnte der beobachtete signifikante
Anstieg der Acyl-Carnitine C18 und C18:1 als potenzielle Akkumulation dieser Lipidspezies als Folge
eines eingeschrinkten Umsatzes durch die [-Oxidation auf Grund einer beeintrachtigen
mitochondrialen Funktion erkldrt werden. Dies wiirde mit den erhohten C18/C2- beziehungsweise
(C16+C18)/C2-Verhiltnissen iibereinstimmen, welche eine Beeintrachtigung des Fettsédure-Umsatzes
in der B-Oxidation andeuten. Diese Interpretation ist auf die Beteiligung der analysierten Carnitinspezies
am Carnitin-Carrier-System zuriickzufiihren. Innerhalb dieses Systems katalysiert zundchst die
Carnitin-Palmitoyltransferase I (CPTI), die in der duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert ist, die
trans-Esterifizierung der Fettsduren an die Hydroxylgruppe von L-Carnitin (CO) (MURTHY, PANDE,
1987). Nachfolgend transportiert die Carnitin-Acylcarnitin-Translokase (CACT) diese zuvor
entstandenen Acyl-Carnitine (beispielsweise C16 oder C18) iiber die innere Mitochondrienmembran
(ROE et al.,, 2000). In der mitochondrialen Matrix wird die Fettsdure durch die Carnitin-
Palmitoyltransferase II (CPTII) vom Carnitin entfernt und als Acyl-CoA-Fettséure in der -Oxidation
katabolisiert. Das durch die B-Oxidation geradzahliger Fettséuren entstehende Acetyl-CoA kann durch
die Carnitin-Acetyltransferase (CAT) in Acetylcarnitin (C2) umgewandelt und von der Carnitin-
Acylcarnitin-Translokase (CACT) tiber die mitochondriale Matrix zuriick ins Zytosol transportiert
werden (MIYAZAWA et al., 1983).
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Hinsichtlich der Alzheimerpathologie wiirde die unter Calcitriol-Mangelbedingungen beobachtete,
Beeintrachtigung der B-Oxidation auf Grund der ebenfalls reduzierten Glykolyse (BUTTERFIELD,
HALLIWELL, 2019) zu einer weiteren Verschlechterung der Energieversorgung und somit einer
Progression der Pathophysiologie fithren. Es muss jedoch beachtet werden, dass diese Acyl-
Acetylcarnitin-Verhéltnisse auf Grund der geringen Halbwertszeiten lediglich eine Momentautnahme
anstatt potenziell akkumulierender Effekte, wie Verdnderungen in der Lipidhomdostase, abbilden.
Zusitzlich sollte darauf hingewiesen werden, dass die Einfliisse auf Lipide des Energiemetabolismus
vorsichtig interpretiert werden sollten, da sie fast ausschlieBlich in vitro detektiert wurden, was vermuten
lasst, dass die experimentellen Fiitterungsbedingungen und der so induzierte milde Vitamin D-Mangel
nicht ausreichend sind, um die auf Zellkulturebene beobachteten Effekte hinsichtlich der
mitochondrialen Funktion auch im Mausmodell hervorzurufen. Dass der Effekt des Calcitriolmangels
auf den Sauerstoffverbrauch deutlicher ausgeprigt war als der auf die Carnitin-Spezies, konnte darin
begriindet sein, dass Carnitine als Bestandteile des Carnitin-Carrier-Systems zwar eine wichtige Rolle
fiir den Transport von Fettsduren iiber die mitochondriale Membran {ibernehmen, die hauptséchliche
Lipidspezies in Mitochondrien jedoch Cardiolipine sind (PENNINGTON et al., 2019), deren Spiegel in
Abwesenheit von Calcitriol weiterfithrend analysiert werden konnten.

Die signifikante Abnahme der Gesamtmenge an Triglyzeriden, welche in Calcitriol-Mangel-SH-SY5Y -
Zellen detektiert wurde, steht im Einklang mit der Literatur, da beispielweise eine Studie eine
intrazelluldre TAG-Akkumulierung nach Aktivierung des VDR durch Calcitriol, was den gegenteiligen
Konditionen dieser Arbeit entspricht, in humanen Hepatozyten beobachtete (MARTINEZ-SENA et al.,
2020). Zudem lieferte eine weitere Studie Hinweise fiir eine wichtige Rolle des intestinalen VDR in der
systemischen Lipidhomdostase, denn in Méusen mit Vdr-Knockout (Vdr’-Miuse) war die Kapazitit,
TAGs aus dem Blutkreislauf aufzunehmen, reduziert. Aullerdem waren diese Méause vor einer Diét-
induzierten Adipositas und Hepatosteatose, die durch eine iiberméfBige Akkumulierung von TAGs in
der Leber bedingt wird, geschiitzt (JAHN et al., 2019). Diese Beobachtungen stimmen mit denen einer
Studie tiberein, die die Rolle des VDR in der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung, kurz NAFLD,
analysierte. Die Autoren detektierten auf Grund der Deletion des VDR einen Schutz gegeniiber
Fettleber, Dyslipidimie und Insulinresistenz in apoE”-Méusen, die mit einer fettreichen Diit gefiittert
wurden. Schlussfolgernd wurde eine therapeutische Inhibierung des VDR in der Leber vorgeschlagen,
um positive Effekte hinsichtlich der Steatose in frither NAFLD zu bedingen (BOZIC et al., 2016). Neben
dieser transkriptionsregulatorischen Wirkung scheint Vitamin D auch VDR-unabhingige Effekte
hinsichtlich der NAFLD zu haben, was beispielsweise an einer kiirzlich verdffentlichten Metaanalyse
deutlich wird, die berichtet, dass die Supplementierung von VitaminD in verbesserten
anthropometrischen und biochemischen Parametern in NAFLD-Patienten resultierte. So wurden neben
signifikant erhohten HDL-Cholesterinspiegeln beispielsweise Reduzierungen im Korpergewicht und
Korpermasse-Index ausgemacht, wihrend die TAG-Spiegel nicht beeinflusst wurden (REZAEI et al.,
2021).

191



Diskussion

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Ergebnisse vermuten, dass Vitamin D nicht nur fiir die
umfassende Regulierung einer Vielzahl von Genen verantwortlich ist, sondern auch die
Lipidhomdostase in einer Art beeinflusst, die einige Krankheiten und speziell neurodegenerative
Krankheiten wie die Alzheimererkrankung betrifft. Zu den vorgeschlagenen Mechanismen, {iber welche
die durch Vitamin D beeinflussten Lipidklassen zur Alzheimerpathologie beitragen konnten, zéhlen
neben der Membranfluiditit auch die Bildung von Lipid Rafts, die Formierung von AB-Oligomeren, der

oxidative Stress sowie der Energiemetabolismus (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Schematisches Modell der pleiotropen Effekte von Vitamin D und seinen Analoga auf die
Alzheimerpathologie. Auf transkriptionsregulatorischer Ebene sind Gene und zugehdrige Signalwege
(Neurogenese, Inflammation, Lipid- und Energiemetabolismus, APP-Homdostase, Oxidativer Stress und
Signaltransduktion) tiberlappend von einer milden bis moderaten Vitamin D-Hypovitaminose und der
Alzheimererkrankung betroffen. In Neuroblastomzellen und Hirnproben von Maiusen mit Vitamin D-Mangel
wurden Effekte des Secosteroids Vitamin D auf die Homdostase Alzheimer-relevanter Lipide beobachtet. Diese
beeinflussten den Metabolismus von Phospholipiden (Phosphatidylcholine und -Ethanolamine, Lyso-Spezies),
speziell hinsichtlich der Sattigung der gebundenen Fettsduren, sowie von Lipiden, die in den zelluldren
Energiemetabolismus und die B-Oxidation involviert sind (Triacylglyceride und Carnitine). Des Weiteren
reduzierten Vitamin D und die analysierten Vitamin D3-Analoga Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol sowie
die Vitamin D>-Analoga Paricalcitol und Doxercalciferol die Prozessierung des amyloidogenen
Vorlauferproteins APP, indem sie die Aktivitdten der - und y-Sekretase beeinflussten. Die verringerte [3-
Sekretase-Aktivitit wurde durch einen direkten Effekt von Vitamin D und den analysierten Analoga auf die -
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Sekretase kombiniert mit einem indirekten Effekt auf die BACEI-Genexpression sowie den BACEI-
Proteingehalt vermittelt. Die y-Sekretase-Aktivitdt wurde auf Grund einer verminderten Genexpression von
NCSTN, dessen kodiertes Protein Nicastrin fiir die Reifung des heterotetrameren y-Sekretasekomplexes
verantwortlich ist, reduziert. Ein stimulierender Effekt auf die a-Sekretase-vermittelte nicht-amyloidogene
Prozessierung von APP wurde fiir Calcidiol und das Vitamin D2-Analog Paricalcitol detektiert. Dariiber hinaus
wurden die AB-Spiegel in Anwesenheit von Vitamin D und seinen Analoga durch eine gesteigerte Af-
Degradation reduziert. APP: Amyloides Vorlauferprotein. Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von
Bildern von Servier Medical Art gezeichnet. Servier Medical Art von Servier ist unter einer Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Abbildung verdndert
nach (GRIMM et al., 2019; GRIMM et al., 2017b; LAUER et al., 2021a).

5.2 Der Einfluss des Vitamin A-Derivates Acitretin auf Hirn- und Leber-
Lipidhomoéostase von transgenen Alzheimermiusen

Das folgende Kapitel diskutiert die Ergebnisse der lipidanalytischen Analyse der Einfliisse des
Vitamin A-Derivates Acitretin im 5xFAD-Mausmodell im Kontext der aktuellen Literatur.
Neben Vitamin D und seinen Analoga wurden beispielsweise auch fiir die ebenfalls lipophilen
Vitamine E und A Einfliisse auf die Alzheimerpathologie beschrieben (BROWNE et al., 2019;
ENDRES, 2019; GRIMM et al.,, 2016b; WOLOSZYNOWSKA-FRASER et al., 2020). In der
vorliegenden Arbeit wurde, basierend auf den detektierten protektiven Eigenschaften von Vitamin D-
Analoga, analysiert, ob auch Vitamin A-Derivate positive Einfliisse auf die Lipidhomdostase-assoziierte
Pathologie der Alzheimererkrankung bedingen. Daher wurde im Speziellen eine potenzielle Wirkung
des therapeutisch eingesetzten Vitamin A-Derivates Acitretin auf den Metabolismus von Alzheimer-
assoziierten Lipiden analysiert. Acitretin ist ein aromatisches synthetisches Vitamin A-Derivat
(Retinoid), welches héufig auch in der élteren Bevolkerung bei schweren Formen der Psoriasis vulgaris
(Schuppenflechte) zur peroralen Anwendung verordnet wird (HEATH et al., 2018). Bei der Psoriasis
vulgaris handelt es sich um eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Haut, die sich durch
Schuppenherde auf scharf begrenzten roten Plaques duBert und deren Priavalenz in Deutschland bei ein
bis zwei Prozent liegt. Eine Behandlung mit Acitretin bewirkt in diesem Zusammenhang die Ausreifung
von Epithelzellen und eine Reduzierung der Verhornung und Entziindung. Retinoide allgemein sind fiir
einige wichtige Korperfunktionen, wie beispielsweise das Sehen, die Immunantwort, die Regulierung
von Entwicklungsprozessen sowie in der Abstimmung von Proliferation und Differenzierung,
notwendig und daher von pharmakologischem Interesse (OLIVEIRA et al., 2018).
Grundlage fiir die Analyse von Acitretin in der vorliegenden Arbeit waren die bereits in der Literatur
berichteten positiven Einfliisse des Retinoids Acitretin auf die neuropathologischen Charakteristika der
Alzheimererkrankung. Auf molekularer Ebene wurde kiirzlich im Zusammenhang mit lokalen
funktionellen Netzwerken, deren abweichende Aktivititen als Ursache fiir Defizite im Gedéchtnis und
der Kognition bei der Alzheimerkrankheit angesehen werden, ein protektiver Einfluss von Acitretin in
einem Mausmodell der familidren Alzheimererkrankung berichtet (ROSALES JUBAL et al., 2021).
Zudem wurden in vivo immunmodulatorische Einfliisse von Acitretin im zentralen Nervensystem
beobachtet. Sowohl in Hirnproben von 5xFAD-Méusen als auch in humaner Cerebrospinalfliissigkeit
von Patienten mit leichter bis moderater Demenz und der Diagnose einer Alzheimererkrankung bedingte
die Behandlung mit Acitretin (murin: tigliche intraperitoneale Injektion von 10 mg Acitretin fiir sieben
Tage; human: tagliche perorale Aufnahme von 30 mg Acitretin fiir 30 Tage) eine signifikante Zunahme
an IL-6 (DOS SANTOS GUILHERME et al., 2019).
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Hinsichtlich der APP-Pathologie fiihrte Acitretin beispielsweise sowohl in vitro (humane neuronale
Zellen) als auch in vivo (Alzheimermausmodell) zu einer gesteigerten Expression und Enzymaktivitat
der a-Sekretase und zu einer Verbesserung von Verhaltensstorungen im Alzheimermausmodell (DOS
SANTOS GUILHERME et al., 2019; TIPPMANN et al., 2009). Einhergehend damit wurde in einer
klinischen Studie an 21 Patienten mit milder bis moderater Alzheimererkrankung eine verstirkende
Wirkung von Acitretin auf die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung beschrieben. Diese bildete sich
in signifikant erhohten Spiegeln an loslichem APPa (sAPPa) in der Cerebrospinalfliissigkeit nach
vierwochiger Aufnahme von 30 mg Acitretin pro Tag im Vergleich zu Patienten, denen ein Placebo
verabreicht wurde, ab (ENDRES et al., 2014).

Neben diesen positiven Effekten von Acitretin auf die Alzheimerpathologie miissen gerade im Hinblick
auf das fortgeschrittene Alter der meisten Patienten einige Aspekte in der pharmazeutischen Behandlung
beachtet werden, die den téglichen klinischen Einsatz erschweren konnten. Es sollte beispielsweise
beriicksichtigt werden, dass vermutlich die Durchblutung der Leber, unter anderem auf Grund einer
Akkumulierung von Leukozyten in den Sinusoiden (ITO et al., 2007), verringert und somit die Kapazitét
der Leber-vermittelten Entgiftung beeintrichtigt sein konnte (TAN et al.,, 2015). Neben einem
altersbedingt veranderten Blutfluss konnen auch die GroBe der Leber, deren Volumen wéhrend der
Lebensspanne von Erwachsenen 20-40 % abnehmen kann (SCHMUCKER, 2005), sowie ihre
proteinbindende Kapazitit die Clearance eines Arzneimittels beeinflussen (BUTLER, BEGG, 2008).
Auch Mehrfachmedikationen auf Grund von Multimorbiditit und damit zusammenhéingende
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Pharmazeutika oder eine reduzierte Integritit der Blut-Hirn-
Schranke sind Faktoren, die speziell bei dlteren Personen Beachtung finden sollten (ERICKSON,
BANKS, 2019; WU etal., 2022). Fiir Acitretin, welches in der Dermatologie systemisch eingesetzt wird,
sind einige potenzielle Nebenwirkungen bekannt, zu denen beispielsweise teratogene Eigenschaften,
hepatotoxisches Potential sowie ein Anstieg in den Serum-Triacylglycerid- oder Cholesterinspiegeln,
der eine stindige Therapieiiberwachung mit Kontrollen des Blutbildes, vor allem der Leberwerte
bedingt, zdhlen (GUPTA et al., 1989a; VAHLQUIST et al., 1988; ZITO, MAZZONI, 2022).

Auf Grund dessen, dass Acitretin sowohl in zelluliren Modellen als auch in Méusen in der Lage ist die
Blut-Hirn-Schranke zu passieren (FREESE et al., 2014; HOLTHOEWER et al., 2012), wurden in der
vorliegenden Arbeit Hirnproben von Acitretin-behandelten 5xFAD-Mausen analysiert. Da potenzielle
Verdnderungen im Lipidmetabolismus des Gehirns neben direkten Effekten auch auf Verédnderungen
der Lipidkomposition im Blutstrom zuriickgefiihrt werden konnten und die Leber fiir die Serumlipide
verantwortlich ist, wurde weiterfithrend die Analyse von Leberproben der Acitretin-behandelten
Alzheimermodellmiuse mit einbezogen. So sollte adressiert werden, ob die Lipidverdnderungen, die in
einem Organ, in diesem Fall in der Leber, detektiert werden, auf ein anderes Organ, in diesem Fall das
Gehirn, tibertragbar sind. Basierend auf den zuvor beschriebenen sowohl positiven als auch negativen
Eigenschaften von Acitretin bestand das Ziel dieser Studie in der systematischen Analyse des Effektes
dieses Vitamin A-Derivates auf den Leber- und Hirn-Lipidmetabolismus. Gerade in Bezug auf die
Alzheimererkrankung werden Hyperlipiddmie und verdnderte Lipidkonzentrationen im Gehirn als
Risikofaktoren fiir das Auftreten und die Progression dieser neurodegenerativen Krankheit diskutiert
(CHEW et al., 2020; YIN, 2022).
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In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass einige Lipidklassen (Plasmalogene, Lyso-PC und
Sphingomyeline) in den beiden analysierten Geweben von Acitretin-behandelten Alzheimer-
Modellméusen édhnlich verdndert waren, wihrend fiir andere Klassen (TAG, PCaa und Carnitine)
gewebeabhingige Unterschiede detektiert wurden (Abbildung 58).

Die erhohten Spiegel an TAG in den Leberproben Acitretin-behandelter SxFAD-Méuse stimmen mit
der in der Literatur beschriebenen Assoziation zwischen Acitretinbehandlung und der Privalenz fiir
NAFLD in Psoriasis-Patienten (BALAK et al., 2020; OLVEIRA et al., 2019; XU et al., 2017) tiberein.
Im FEinklang damit wurden in Acitretin-behandelten Patienten gesteigerte Serum-TAG-Spiegel
detektiert (PAl etal., 2019; VAHLQUIST et al., 1988). Eine achtwdchige Intervention bei 247 Psoriasis-
Patienten mit 30 mg Acitretin pro Tag resultierte in einer retrospektiven Studie in einer signifikanten
Erhohung der TAG-Spiegel von 1,47 + 0,87 mmol/l auf 1,70 + 0,97 mmol/l (QIAN et al., 2021a). Die
in dieser Arbeit mittels semiquantitativer Shotgun Lipidomics gewonnenen Daten wurden weiterfithrend
durch eine zweite Methode, die Olrot O-Firbung von Lipidtropfen, validiert. Im Gegensatz zu den
Effekten in der Leber resultierte die Behandlung mit Acitretin im Hirngewebe in einer signifikanten
Reduzierung der TAG-Spiegel. Dies konnte auf den verringerten Glukosemetabolismus, der in
spezifischen Hirnarealen von Alzheimerpatienten und Modellmiusen detektiert wurde (BERGAU et al.,
2019; BUTTERFIELD, HALLIWELL, 2019; HIPKISS, 2019), zuriickgefiihrt werden. Vor allem in
frithen Stadien der Alzheimererkrankung, in welchen die mitochondrialen Dysfunktionen noch nicht so
stark ausgeprégt sind (DE LA MONTE, WANDS, 2006; WANG et al., 2020a), konnte eine Steigerung
der [B-Oxidation zur Kompensierung des Energiedefizits auf Grund des beeintrichtigten
Glukosemetabolismus dienen. Die Behandlung mit Acitretin schien diesen Alzheimer-relevanten
Prozess in der Energichomoostase des Gehirns zu verstirken, was sich in den reduzierten TAG-Spiegeln
abbildet. Zudem liefern die verringerten Mengen an Acyl-Carnitinen in Hirnproben Acitretin-
behandelter Méuse Hinweise fiir eine gesteigerte B-Oxidation in Anwesenheit von Acitretin. Die
Bedeutung der analysierten Carnitine-Spezies im Carnitin-Carrier-System kann Kapitel 5.1.4.2
entnommen werden. Ein Vorbehalt dieser Interpretation ist, dass die reduzierten Acyl-Carnitin-Mengen
auch Folge der verminderten TAG-Spiegel sein konnten, dhnlich wie im Lebergewebe erhhte Mengen
an Acyl-Carnitinen detektiert wurden, die auf die Zunahme an TAG zuriickgefiihrt werden konnten.

Neben diesen unterschiedlichen Einfliissen von Acitretin auf den TAG-Metabolismus in Leber- und
Hirngewebe resultierte eine detailliertere Analyse der Lipidklassen-unabhéngigen Effekte in einzelnen
TAG-Spezies, die in beiden Geweben dhnlich beeinflusst wurden. Interessanterweise handelte es sich
dabei um PUFA-enthaltende TAG-Spezies (TAG C56:8, C58:5, C60:5, C54:9), welche Acitretin-
bedingt in beiden Geweben im Vergleich zu Proben der Kontrolltiere reduziert vorlagen. Diese Spezies
sind hinsichtlich der Alzheimererkrankung von besonderer Relevanz, da sie die ®-3 Fettsduren
Docosahexaensiure (DHA, C22:6) und Eicosapentaensdure (EPA, C20:5) enthalten kdnnten, deren enge
Assoziation mit der Alzheimerpathologie in der Literatur einheitlich beschrieben wird (ALBANESE et
al., 2009; BARBERGER-GATEAU et al., 2002; COLE, FRAUTSCHY, 2010; DIAZ et al., 2021;
GRIMM et al., 2011c; HEATH, WOOD, 2021; MORRIS et al., 2003; SAMBRA et al., 2021;
SCHAEFER et al., 2006; SWANSON et al., 2012; TROESCH et al., 2020).
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Zudem wurde berichtet, dass sie in Gehirnen von Alzheimerpatienten verringert vorliegen (CONQUER
et al., 2000; SODERBERG et al., 1991; TULLY et al., 2003). DHA weist auf molekularer Ebene
multiple pleiotrope Mechanismen auf, durch welche sie die AB-Produktion beeinflusst: Neben einer
Steigerung der nicht-amyloidogenen Prozessierung, vermittelt durch erhohte ADAMI17-Gen- und
Proteinexpression sowie eine verminderte ADAM17-Proteindegradation, wird die amyloidogene APP-
Prozessierung in Anwesenheit von mehrfach-ungeséttigten Fettsduren reduziert. Als mogliche
zugrundeliegende molekulare Mechanismen werden dabei eine verringerte BACE1-Aktivitit und eine
verdnderte zelluldre BACE1-Lokalisation diskutiert. Hinsichtlich der y-Sekretase wird ein direkter
Effekt von DHA auf deren Aktivitit begleitet von einem Wechsel ihrer Lokalisation in der Membran
von Raft- hin zu Nichtraft-Bereichen vermutet (GRIMM et al., 2013a; GRIMM et al., 2011c; YANG et
al., 2011). Dartiiber hinaus sind in der Literatur auch Hinweise fiir Effekte auf die AB-Degradation zu
finden. So steigert beispielsweise EPA die IDE-vermittelte Degradation von AB (GRIMM et al., 2016¢).
Neben direkten positiven Einfliissen auf den AP-Metabolismus wurde eine Rolle von ®-3 PUFA, die
natiirlich in fettreichen Kaltwasserfischen (Lachs, Hering, Sardine) vorkommen, als Aktivator von RXR
und PPAR beschrieben, was vermuten lésst, dass sich eine Supplementierung ausgewdhlter Fettsduren
iiber pleiotrope Effekte positiv auf die Alzheimerpriavention und -Progression auswirken konnte
(CASALI et al., 2015; GRIMM et al., 2011¢c; GRIMM et al., 2016¢). In diesem Kontext sind auch
Einfliisse von mehrfach-ungeséttigten Fettsduren auf Alzheimerpathologie-relevante Prozesse wie
oxidativen Stress, den neuronalen Energiemetabolismus sowie die Neuroinflammation bekannt
(DESALE, CHINNATHAMBI, 2020; METT, 2021). In Alzheimer-Modellmiusen wurden kiirzlich
protektive Effekte von DHA auf Lernen und Gedichtnisfunktionen sowie neuronale Schiden, das
Verhiltnis von ungeséttigten zu geséttigten Fettsduren, AB-Plaques und Neurofibrillenbiindel berichtet
(BIE etal., 2021). In klinischen RCT konnte eine Supplementierung mit DHA bisher nur in Subgruppen,
wie beispielsweise Studienteilnehmern mit sehr milden Stadien der Alzheimererkrankung oder in
Studienteilnehmern, die keine APOE4-Triger waren, positive Effekte hinsichtlich der kognitiven
Leistungsfahigkeiten vermitteln (FREUND-LEVI et al., 2006; QUINN et al., 2010).

Basierend auf dem in der vorliegenden Arbeit detektierten reduzierenden Effekt von Acitretin auf diese
Alzheimer-relevanten Fettsduren, sollte eine Supplementierung mehrfach-ungesittigter Fettsduren fiir
Alzheimerpatienten, die mit Acitretin behandelt werden, in Betracht gezogen werden. Hinsichtlich der
empfohlenen Intervention mit beispielsweise DHA wurde kiirzlich publiziert, dass eine tdgliche Dosis
von circa 1 mg DHA auf Grund der so addquaten Bioverfiigbarkeit im Gehirn in gesunden Individuen
zur Demenzprévention beitragen kann. Interessanterweise war die signifikante Zunahme an DHA in der
Cerebrospinalfliissigkeit von APOE4-tragenden Studienteilnehmern deutlich geringer ausgeprigt, was
vermuten ldsst, dass speziell APOE4-Tréger von einer hdherdosierten DHA-Supplementierung, im
Optimalfall kombiniert mit einem Vitamin B-Komplex, hinsichtlich der Alzheimerprivention
profitieren konnten (ARELLANES et al., 2020). Einen wichtigen Punkt stellt in diesem Kontext die
richtige Art der Supplementierung der oxidationssensitiven PUFA, beispielsweise in Kombination mit
Antioxidantien, dar, da bereits geringste Mengen von circa 1 % oxidierter DHA kontroverse Effekte in
Form einer signifikant gesteigerten AB-Generierung bedingen (GRIMM et al., 2016a). Dies konnte die
teilweise kontroversen Beobachtungen epidemiologischer Studien und erndhrungswissenschaftlicher

Ansitze erkldren.
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Basierend darauf, dass TAG als Neutralfette intrazellulédr in Form von Lipidtropfen gespeichert werden,
welche von einer Phospholipid-Membran umgeben sind (KRAHMER et al., 2011; WILFLING et al.,
2013), ist das Ergebnis eines signifikant erhohten mittleren Effekts aller PCaa-Spezies in Anwesenheit
von Acitretin in Leberzellen libereinstimmend mit den in diesem Gewebe signifikant gesteigerten TAG-
Spiegel. Dariiber hinaus stehen die verminderten PCaa-Spiegel im Hirngewebe Acitretin-behandelter
5xFAD-Méuse im Einklang mit den TAG-spezifischen Acitretin-vermittelten Beobachtungen im
Hirngewebe (Abbildung 58).

Wihrend in den Lipidklassen TAG, Carnitine und PCaa gewebespezifische Unterschiede in den
Acitretin-vermittelten Verdnderungen der Homoostase beobachtet wurden, verhielten sich
Sphingomyeline, Lyso-Phosphatidylcholine und Plasmalogene in beiden Geweben in Anwesenheit von
Acitretin dhnlich.

Hinsichtlich der Sphingomyeline wurde sowohl in Leber- als auch Hirnproben von 5xFAD-Méusen eine
Acitretin-bedingte Abnahme detektiert. Diese potenziell SM-reduzierende Eigenschaft von Acitretin ist
im Hinblick auf die Alzheimerpathologie kein wiinschenswerter Effekt, da berichtet wurde, dass die
Konzentration an Sphingomyelin im Gehirn von Alzheimerpatienten reduziert ist. Dies kdnnte durch
eine AB-induzierte Aktivierung der Sphingomyelinasen (SMasen), welche Sphingomyelin zu Ceramid
degradieren, bedingt sein (GRIMM et al., 2005; HE et al., 2010). Ein Zusammenhang, der in
Kapitel 5.1.2.1 bereits diskutiert wurde. Bei Sphingomyelin handelt es sich um den in der Zellmembran
am héaufigsten vorkommenden Vertreter der Sphingolipide, der auf Grund seiner Lokalisierung in Lipid
Rafts (Kapitel 5.1.4.1) eine wichtige Rolle in der Membranfluiditét spielt (CRIVELLI et al., 2020) und
somit die APP-Prozessierung beeinflussen kann (VAN ECHTEN-DECKERT, HERGET, 2006).
Weiterfiihrend kdnnte ein potenzieller Erklarungsansatz fiir den berichteten Zusammenhang zwischen
der therapeutischen Acitretinbehandlung und Depressionen sowie Suizidalitét in der detektierten SM-
senkenden Eigenschaft des Retinoids liegen. Einhergehend damit werden SMase-Inhibitoren fiir die
Behandlung von schweren Formen von Depressionen oder auch der Alzheimererkrankung, welche mit
einer gesteigerten Aktivitdt der sauren SMasen assoziiert sind, diskutiert (CARRETERO et al., 2013;
GUPTA et al., 1993; HAYES, KOO, 2011).

Innerhalb der in der vorliegenden Arbeit analysierten Lyso-PC-Spezies wurden keine
gewebespezifischen Unterschiede detektiert, da die Behandlung mit Acitretin sowohl in den Leber- als
auch den Hirnproben transgener Alzheimermodellméuse in tendenziell reduzierten Spiegeln an Lyso-
PC resultierte. Diese Acitretin-induzierten Verianderungen in der Lyso-PC-Homdostase miissen in
einem weiteren System validiert werden, da es sich lediglich um Tendenzen, die das Signifikanzniveau
nicht erreichten, handelt. Waihrend des Alterungsprozesses und speziell im Rahmen der
Alzheimerpathologie scheinen die Spiegel an Lyso-PC beeinflusst zu werden, weshalb sie als
potenzielle Plasma-Lipid-Biomarker diskutiert werden. Dorninger et al. analysierten das Plasma von
174 nicht-dementen Studienteilnehmern zu Beginn der Studie und nach 90 Monaten oder einer
Alzheimerdiagnose. Wihrend des physiologischen Alterungsprozesses stiegen die Spiegel an Lyso-PC
und PC-Plasmalogenen signifikant an. Interessanterweise waren diese Verdnderungen in den
Teilnehmern, die eine Alzheimererkrankung entwickelten, stérker ausgepragt (DORNINGER et al.,
2018). Einhergehend mit der Zunahme an Lyso-PC im Plasma von Alzheimerpatienten, die vermutlich

ihre Transportfunktion reprisentieren, scheint der Gehalt an Lyso-PCs im Gehirn abzunehmen.
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Dies geht unter anderem aus einer Massenspektrometrie-basierten lipidanalytischen Studie der
Experimentellen Neurologie an humanen post mortem Proben des frontalen Kortex, temporalen Kortex
und Cerebellums von 30 Alzheimerpatienten verglichen mit 14 gesunden Individuen passenden Alters
hervor. In den Alzheimerproben des frontalen Kortex waren 73 % der Lyso-PC-Spezies tendenziell
reduziert, wihrend in denen des temporalen Kortex 53 % und in denjenigen des Cerebellums alle
analysierten Lyso-PC-Spezies als verringert im Vergleich zu den entsprechenden Hirngeweben
gesunder Individuen detektiert wurden (GRIMM et al., 2011a). In Ubereinstimmung damit wurde
bereits frith berichtet, dass die Aktivitdt des katabolen Enzyms Phospholipase A, (PLA>), welche in der
Bildung von Lyso-PC-Spezies resultiert, im parietalen und temporalen Kortex von Alzheimerpatienten
signifikant um circa 35-50 % reduziert ist. Gleichzeitig war die Aktivitit der Lyso-Phospholipid-
Acyltransferase, welche die Umwandlung von Lyso-Phospholipiden in Phospholipide katalysiert, um
50-70 % erhoht (ROSS et al., 1998). Auch in der Cerebrospinalfliissigkeit von Alzheimerpatienten sind
die Lyso-PC-Konzentrationen tendenziell geringer im Vergleich zu gesunden Individuen (MULDER et
al., 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass Acitretin den in Alzheimer-
betroffenen Gehirnen beobachteten Effekt reduzierter Lyso-PC-Spezies verstiarken konnte, jedoch muss
an dieser Stelle wieder betont werden, dass es sich lediglich um Tendenzen handelt. Auf molekularer
Ebene wurde die Phospholipase A als wichtiger Mediator der AB-induzierten Pathogenese beschrieben
(SANCHEZ-MEIJIA, MUCKE, 2010).

Eine Inhibition der Gruppe-1V Isoform der PLA; resultierte weiterfithrend in einer verminderten Af-
induzierten Neurotoxizitdt und in einem Schutz vor Af-abhéngigen Lern- und Gedéchtnisdefiziten,
Verhaltensverdnderungen und vorzeitiger Sterblichkeit in einem Alzheimermausmodell (SANCHEZ-
MEIJIA et al., 2008). Des Weiteren wird vermutet, dass Lyso-PC-Spezies die Neurotoxizitit von A4
erhdhen und einen Einfluss auf die AB-Oligomerisierung haben kénnten (SHEIKH et al., 2015).
Demgegeniiber steht die Beobachtung, dass der Gehalt an Lyso-PC-Spezies in unterschiedlichen
Hirnregionen von Alzheimerpatienten negativ mit dem Spiegel an A korreliert (GRIMM et al., 2011a).

Neben diesen als negativ einzuschitzenden Nebenwirkungen der Acitretinbehandlung auf den
Lipidmetabolismus wurden in der vorliegenden Arbeit auch positive Einfliisse auf die Alzheimer-
assoziierte Lipidhomdostase von Leber und Gehirn detektiert. So waren beispielsweise die Mengen an
PC-Plasmalogenen in beiden Geweben nach Behandlung der 5xFAD-Méuse mit Acitretin erhoht.
Plasmalogene werden strukturell anhand der Vinyletherbindung an der sn-1 Position und der
Esterbindung an der sn-2 Position charakterisiert und sind in fast allen Geweben von Sdugetieren
vertreten, wobei sie unter anderem im Gehirn am hochsten konzentriert vorliegen (SU et al., 2019). Die
Funktionen von Plasmalogenen konnen auf ihre Vinyletherbindung sowie die liberwiegende Bindung
von PUFA in der sn-2 Position zuriickgefiihrt werden (BRAVERMAN, MOSER, 2012). Als Anti-
Oxidantien spielen sie, vor allem im Gehirn und Herz, eine protektive Rolle hinsichtlich oxidativen
Stresses (BRONIEC et al.,, 2011; ZOELLER et al., 1999). Die Acitretin-bedingte Erhohung der
Plasmalogenspiegel ist hinsichtlich der Alzheimererkrankung eine als positiv einzustufende
Verdnderung, da in post mortem Hirn- und Cerebrospinalfliissigkeit Proben von Alzheimerpatienten
signifikant reduzierte Plasmalogenspiegel detektiert wurden (FAROOQUI et al., 1997; GINSBERG et
al., 1995; GUAN et al., 1999; HAN et al., 2001; SENANAYAKE, GOODENOWE, 2019; WELLS et
al., 1995).

198



Diskussion

Eine aktuelle Studie berichtete in diesem Zusammenhang, dass die Spiegel an PC-Plasmalogenen in
Speichelproben von 25 Alzheimerpatienten im Vergleich zu derselben Anzahl gesunder Individuen
signifikant reduziert waren (MARKSTEINER et al., 2019). Auf molekularer Ebene konnten diese
Beobachtungen dadurch erkldrt werden, dass Plasmalogene anfillig gegeniiber reaktiven
Sauerstoffspezies sind, die in der Alzheimerpathologie vermehrt auftreten (JENKINS et al., 2018).
Zusitzlich zu den bereits beschriebenen anti-neuroinflammatorischen und anti-amyloidogenen
Eigenschaften der Plasmalogene sowie ihrer wichtigen Rolle als Strukturlipide in der Zellmembran
scheinen sie zudem relevant fiir Prozesse wie beispielsweise die Membranfusion (BRECKENRIDGE et
al., 1973; GLASER, GROSS, 1994), den lonentransport (DUHM et al., 1993; FORD, HALE, 1996;
YOUNG et al., 2000) oder den Efflux von Cholesterin (MANDEL et al., 1998; NAGAN et al., 1998)
zu sein. Speziell im Bezug auf die Alzheimererkrankung konnte ein reduzierender Einfluss von
Plasmalogenen auf die Aktivitit der membrangebundenen y-Sekretase und somit die Bildung von Af}
sowohl in Zellkulturstudien als auch in humanen post mortem Alzheimer-Hirnproben gefunden werden
(ROTHHAAR et al., 2012).

Zusammenfassend liefern die im Rahmen dieser Studie generierten Ergebnisse mdgliche Erklarungen
fiir die Nebenwirkungen, die in Acitretin-behandelten Psoriasispatienten beobachtet werden und zu
denen beispielsweise die Entwicklung einer NAFLD oder hepatotoxische Eigenschaften zéhlen. Zudem
betonen sie, dass potenzielle Pharmazeutika zur Behandlung der Alzheimererkrankung immer
hinsichtlich ihrer Einfliisse auf die Lipidhomdostase iiberwacht werden sollten. Dies betriftt vor allem
Patienten, welche mit Medikamenten behandelt werden, von denen bekannt ist, dass sie die
Lipidhomdostase beeinflussen, wie beispielsweise Glukokortikoide und Ciclosporine (KRAUSZ et al.,
1981; ROSS, MARAIS, 2014; STILLER et al., 1992), oder aber auch Patienten, welche ein erhdhtes
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen oder NAFLD haben. Gerade weil die APP-Prozessierung
selbst iber AP und AICD in der Lage ist den Lipidmetabolismus zu beeinflussen (CHALIMONIUK et
al., 2007, GRIMM et al., 2005; GRIMM et al., 2011b; GRIMM et al., 2011d; HE et al., 2010;
ROBINSON et al., 2014; SWOMLEY et al., 2014) und eine Medikation daher in weiteren und
unerwarteten Anderungen resultieren konnte. Dariiber hinaus verdeutlichen die Ergebnisse, dass
Lipidverdnderungen in bestimmten Geweben oder im Serum nicht routineméBig auf das Gehimn
extrapoliert werden sollten. Acitretin resultierte in teilweise unterschiedlichen und gegenteiligen
Effekten auf den Lipidmetabolismus im Leber- verglichen zum Hirngewebe. Mogliche Griinde fiir diese
Beobachtungen konnten neben der Eliminierung, welche bereits als langsamer im Gehirn im Vergleich
zum Blut im Mausmodell beschrieben wurde (HOLTHOEWER et al., 2012), in der metabolischen
Konversion oder aber auch der Medikamenten-Konzentration liegen und sollten Gegenstand
weiterfilhrender Forschung sein. Alternativ konnte im spezifischen Fall der vorliegenden Daten die
Leber als ,,Versorger” und das Gehirn als ,,Konsument* fiir Fettsduren interpretiert werden.
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Abbildung 58: Ubersicht iiber die detektierten Effekte von Acitretin auf die analysierten Neutrallipide,
Phospholipide und Energiemetabolismus-assoziierten Lipide in Leber- und Hirngewebe von 5xFAD-
Maiusen. TAG: Triacylglyceride; lyso PC: Lyso-Phosphatidylcholine; PCaa: Phosphatidylcholine; PCae: PC-
Plasmalogene; SM: Sphingomyelin; CO: Carnitin; C2: Acetylcarnitin; CX: Carnitine >C3. Abbildung veridndert
nach (LAUER et al., 2021b).

5.3 Der Einfluss mittelkettiger gesittigter Fettsiiuren auf die IDE-vermittelte Af-

Degradation
Im vorliegenden Abschnitt erfolgt die Diskussion der Ergebnisse, die im Rahmen der Analyse
potenzieller Einfliisse von gesittigten Fettsduren auf die Degradation von A} generiert wurden, sowie
deren Interpretation unter Zuhilfenahme der aktuellen Fachliteratur.
Basierend auf den in dieser Arbeit beobachteten Effekten der Vitamine D und A sowie ihrer Derivate
auf die Alzheimer-relevante Lipidhomdostase, spezieller die gesittigten Fettsduren, wie beispielsweise
PCaa C20:0, C24:0, C26:0, C28:0; C42:0, C48:0, PEaa C32:0, C34:0, C36:0, C40:0, PCae C36:0, C42:0
oder PEae C34:0, C36:0, C38:0 (die angegebene Anzahl an Kohlenstoffatomen entspricht dabei der
Summe von an sn-1 und sn-2 Position gebundenen Fettsdauren), wurde weiterfliihrend analysiert, ob diese
Doppelbindungs-freien Fettsduren, dhnlich zu ihrem Einfluss auf die Sekretasen der APP-Prozessierung
(CHEW et al., 2020; GRIMM et al., 2013a; LIU et al., 2019a; OKSMAN et al., 2006), auch in der Lage
sind den AB-Metabolismus anderweitig zu beeinflussen. Da neben dem Vitamin D-Mangel-vermittelten
Einfluss auf den Séttigungsgrad, auch Effekte auf die Kettenldnge, speziell die mittelkettigen Fettséuren,
detektiert wurden, stand die Analyse Kettenldnge-abhéngiger Effekte im Fokus dieser weiterfiihrenden
Analyse. Hinweise dafiir, dass die Kettenlénge geséttigter Fettsduren einen Einfluss auf die jeweilige
Wirkung im AB-Anabolismus haben konnte, lieferte eine kiirzlich von Liu ef al. publizierte Studie. Die
Autoren beschrieben, dass eine 24-stiindige Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit 10 pmol/l geséttigten
Fettsduren verschiedener Kettenlangen (C16:0, C20:0 und C26:0) in unterschiedlichen Effekten auf die
APP-Prozessierung und somit die AB-Bildung im Vergleich zu Kontroll-behandelten Zellen resultierte.
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Wihrend C16:0 keine signifikanten Einfliisse auf den AB-Anabolismus vermittelte, bedingten C20:0
und C26:0 eine Zunahme der AP-Menge, welche auf gesteigerte Expressionen von APP sowie der [3-
und y-Sekretase bei gleichzeitig reduzierter Expression der a-Sekretase zuriickgefiihrt werden konnte.
Ein Vergleich zwischen den drei analysierten gesittigten Fettsduren verdeutlichte, dass die
Effektstirken auf die gesteigerte AB-Produktion nach Inkubation von C26:0 am prominentesten
ausgepragt waren (LIU et al, 2019a). Zusitzlich zu den Lipidmetabolismus-modulierenden
Eigenschaften von Vitamin D, wurde in der vorliegenden Arbeit auch ein Einfluss dieses Secosteroids
auf die APB-Degradation detektiert. Basierend auf diesen Daten und der Gegebenheit, dass iiber einen
moglichen Einfluss der Lipidumgebung auf den Katabolismus von AP auf molekularer Ebene erst wenig
bekannt ist, wurde sich in der vorliegenden Arbeit auf einen moglichen Einfluss der Kettenlénge von an
Phosphatidylcholin gebundenen geséttigten Fettsduren auf die enzymatische Ap-Degradation
fokussiert.

Die zerebrale Lipidhomdostase sowie Anderungen in der Fettsiure-Komposition des Gehirns stehen im
Zusammenhang mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie der Parkinsonerkrankung oder
der Alzheimererkrankung. Wéhrend mehrfach-ungeséttigte Fettsduren, die in Alzheimerpatienten
héufig unter anderem auf Grund erhohter Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies reduziert sind
(CONQUER et al., 2000; SODERBERG et al., 1991; TULLY et al., 2003; WHILEY et al., 2014), als
protektiv hinsichtlich der Alzheimerpathologie angesehen werden, wurde in der Literatur lange
vermutet, dass geséttigte Fettsduren gerade im Hinblick auf die APP-Pathologie gegenteilige Effekte
aufweisen. In Bezug auf die mehrfach-ungesittigten Fettsduren, welche anhand der Lokalisation der
ersten Doppelbindung in ®-3- (erste Doppelbindung zwischen dem dritten und vierten Kohlenstoffatom)
und ©-6- (erste Doppelbindung zwischen dem sechsten und siebten Kohlenstoffatom) Fettsduren
eingeteilt werden konnen, wurde eine negative Korrelation zwischen einem gesteigerten ®-3/w-6-
Verhiltnis und den kognitiven Beeintrdchtigungen sowie der Inzidenz der Alzheimererkrankung
abgebildet (LOEF, WALACH, 2013). Auf die pleiotropen Mechanismen der w-3-Fettsdure DHA auf
die Produktion von A oder die von EPA auf die ApB-Degradation wurde bereits in Kapitel 5.2, worauf
an dieser Stelle verwiesen wird, eingegangen.

Wie bereits erwdhnt, wurden die den ungesittigten Fettsduren gegeniiberstehenden geséttigten
Fettsduren bisher hiufig in negativer Weise mit verschiedenen Formen der Demenz, darunter auch der
Alzheimererkrankung, in Verbindung gebracht (BARNARD et al., 2014; GUSTAFSON et al., 2020).
Auf molekularer Ebene wurden potenzielle Mechanismen, {iber welche gesittigte Fettsduren diesen
hinsichtlich der Alzheimerpathologie negativen Einfluss vermitteln konnten, beschrieben. Diese
umfassen eine reduzierte Aktivitit der o-Sekretase sowie eine verringerte Membranfluiditit im
Vergleich zu einfach- oder mehrfach-ungeséttigten Fettsduren (YANG et al., 2011). Weiterfiihrend
scheinen diese doppelbindungsfreien Fettsduren die Sekretion von AP zu erhohen und stehen im
Zusammenhang mit einer verminderten Eliminierung dieses neurotoxischen Peptides. AufBlerdem
wurden gesittigte Fettsduren mit Diabetes und Insulinresistenz assoziiert, welche beide eine wichtige
Rolle in der Alzheimerpathologie spielen (BIESSELS et al., 2006).
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Dem gegeniiber werden in neueren Studien mittelkettige Fettsduren (medium-chain fatty acids, MCFA),
bei denen es sich um gesittigte Fettsduren bestehend aus sechs bis zwolf Kohlenstoffatomen handelt,
und die iiber die Nahrung, beispielsweise durch Kokosnuss-Ol, aufgenommen werden konnen,
diskutiert, in frithen Stadien der Alzheimererkrankung positive Einfliisse auf die kognitive
Leistungsfahigkeit zu haben. Diese konnten auf molekularer Ebene durch eine Steigerung der
zirkulierenden Ketonkdrper vermittelt werden, die in der Lage sind den beeintrichtigten zerebralen
Glukosemetabolismus zu kompensieren (CHATTERJEE et al., 2020b; DE LA RUBIA ORTI et al.,
2018; HENDERSON et al., 2009). Eine weitere, vorteilhafte Auswirkung auf die neuronale Gesundheit
konnte durch die Verminderung von oxidativem Stress, wie es fiir die MCFA Decanséure 10:0 berichtet
wurde, mediiert werden (METT, MULLER, 2021). Zusammenfassend sind sowohl fiir MCFAs als auch
fiir -3 PUFAs einige molekulare Mechanismen beschrieben, iiber welche sie beispielsweise die
zerebrale AB-Ablagerung, den oxidativen Stress sowie den Energiemetabolismus des Gehirns positiv
beeinflussen konnen und somit eine wichtige Rolle in der Prévention der Alzheimererkrankung
einnehmen (METT, 2021).

Basierend auf dieser aktuellen und kontroversen Datenlage war die detailliertere Aufkldrung der
Einflisse gesdttigter Fettsduren auf die Ap-Degradation sowie die Analyse potenzieller Unterschiede in
den Effekten einzelner gesittigter Fettsduren ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Innerhalb der analysierten
gesittigten Fettsduren, welche an Diacyl-Phosphatidylcholin gebunden vorlagen, wurde eine Einteilung
anhand der Kettenldnge in die drei Gruppen mittelkettige (PC10:0-14:0), langkettige (PC16:0-18:0) und
sehr langkettige (PC20:0-24:0) Fettsduren vorgenommen.

Die Inkubation muriner Neuroblastomzellen (N2a) mit mittelkettigen geséttigten Fettsduren (PC10:0-
14:0) resultierte in einer Zunahme der AB-Degradation, welche von Verdnderungen in der zelluldren
IDE-Sortierung sowie einem direkten Effekt auf die Aktivitdt dieser AP-degradierenden Protease
begleitet wurde. In diesem Zusammenhang wurde in der Literatur anhand einer Studie, die klassische
Proteinsekretionsinhibitoren oder -Stimulatoren wie beispielsweise Brefeldin A oder Glyburid einsetzte,
berichtet, dass circa 3-10 % von IDE fiber einen unkonventionellen Proteinsekretionsweg in den
Extrazellularraum exportiert werden kann (ZHAO et al., 2009). Damit einhergehend verdeutlichten
Bulloj et al. in einer Studie an N2a-Zellen, dass IDE mit Hilfe multivesikuldrer Korper exosomal
freigesetzt wird und somit eine wichtige Rolle im extrazelluldren Katabolismus von AP einnimmt
(BULLOJ et al., 2010). Dass IDE durch seine katalytischen Eigenschaften auch an der Regulierung der
extrazelluldren AB-Spiegel beteiligt ist, wurde bereits friih anhand der Mikroglia-Zelllinie BV-2 sowie
durch den Nachweis intakten Enzyms in der Cerebrospinalfliissigkeit von gesunden Individuen und
Alzheimerpatienten beschrieben. Neben der zytosolischen Lokalisation in BV-2 Zellen konnte IDE auch
im Medium von gesunden Zellen mit intakter Plasmamembran nachgewiesen werden. Damit
einhergehend reduzierte eine Depletion von IDE aus dem konditionierten Medium mit Hilfe eines
spezifischen Antikorpers die AP-degradierende Aktivitit, was sich anhand erhéhter Mengen an
endogenem A im Zellkulturiiberstand zeigte (QIU et al., 1998). Dieser Studie steht eine Publikation
iiberschneidender Autoren gegeniiber, die berichtet, dass IDE von kultivierten HEK-293- oder BV-2-
Zellen nicht sezerniert wird (SONG et al., 2018). Die Autoren beschrieben, dass lediglich 1 % des
gesamtzelluldren IDE-Gehaltes in den extrazelluldren Raum freigesetzt wird.
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Mogliche Griinde fiir diese kontroversen Beobachtungen konnten in dem Verhéltnis von Zellen zu
Medium, der IDE-Konzentrierungs- und Detektionsmethode oder aber auch klonaler Heterogenitit
liegen. AuBlerdem konnte die im Rahmen der genannten Studie berichtete simultane Freisetzung der
LDH in einem vergleichbaren Ausmaf in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden, da nach
Behandlung mit PC10:0-14:0 keine Unterschiede im Vergleich zu Kontroll-inkubierten Zellen in der
LDH-Menge im konditionierten Medium mittels LDH-Analyse (KUMAR et al., 2018) detektiert werden
konnten. Auch ein mdglicher Verlust der Zellintegritit als Ursache fiir die extrazelluldre IDE-
Lokalisation, wie von den Autoren postuliert, konnte in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe einer
Propidiumiodidfiarbung (CROWLEY et al., 2016), in welcher keine Unterschiede zwischen Kontroll-
und Fettsdure-behandelten Zellen detektiert wurden, ausgeschlossen werden. Ein Hinweis dafiir, dass
die in dieser Arbeit beobachteten Effekte von PC10:0-14:0 spezifisch fiir IDE zu sein scheinen,
resultierte daraus, dass die Freisetzung der Sekretorischen-Alkalischen-Phosphatase (SEAP), einem
Marker fiir den konstitutiven sekretorischen Signalweg (GORR, MOORE, 1999), unter den hier
verwendeten experimentellen Bedingungen nicht veréndert war.

Im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liefert eine Vielzahl an Studien Hinweise fiir
einen potenziellen Einfluss verschiedener Lipide auf die allgemeine exosomale Freisetzung. So wurde
beispielsweise berichtet, dass Ceramiden eine Rolle bei der exosomalen Knospung zukommt
(TRAJKOVIC et al., 2008) oder auch Glykosphingolipide in die Regulierung der exosomalen Sekretion
involviert sind (PHUYAL et al., 2014). Der aktuelle Forschungsstand beziiglich des Zusammenhangs
zwischen dem Lipidmetabolismus und der Produktion sowie Sekretion von Exosomen kann
beispielsweise den Reviews von (RECORD et al., 2014; SKOTLAND et al., 2019; WANG et al., 2020b)
entnommen werden. Hinsichtlich der IDE-spezifischen exosomalen Sekretion beschrieben Tamboli et
al. eine gesteigerte Sekretion von IDE sowie Degradation von AP im Blut von Miusen, die mit dem
Statin Lovastatin behandelt wurden. Dadurch wurde deutlich, dass Statine in der Lage sind die
Degradation extrazelluldren AP durch Mikroglia zu stimulieren (TAMBOLI et al., 2010). Auch fiir die
DHA, auf deren protektive FEigenschaften hinsichtlich der Alzheimerpathologie zuvor bereits
hingewiesen wurde, wurde demonstriert, dass sie die Sortierung von IDE in neuronalen Zellen durch
eine gesteigerte exosomale Freisetzung dieses AfB-katabolisierenden Enzyms beeinflusst (GRIMM et
al., 2016c¢). In diesem Kontext sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dafiir, dass mittelkettige
gesittigte Fettsduren (PC10:0-14:0) die Sekretion von IDE in das extrazellulire Kompartiment
stimulieren.

Im Gegensatz zu den kurzkettigen Fettsduren bedingte die Inkubation von N2a-Zellen mit sehr
langkettigen gesattigten Fettsduren (PC20:0-24:0) eine verringerte IDE-abhéngige AP-Degradation, die
auf einen direkten inhibierenden Einfluss auf die katalytische Aktivitét zuriickgefiihrt werden konnte.
Es wurde bereits vor dem Hintergrund, dass Fettleibigkeit und eine gesteigerte Freisetzung freier
Fettsduren vom Fettgewebe die Glukose-stimulierte Sekretion von Insulin durch 3-Zellen des Pankreas
beeintrachtigen (JIMENEZ et al., 1987; SVEDBERG et al., 1991), vermutet, dass auch IDE in diesem
Zusammenhang eine mogliche Rolle zukommen konnte (GONZALEZ-CASIMIRO et al., 2021). Hamel
et al. berichteten in ihrer in vitro Studie an IDE, welches teilweise aus der Leber mannlicher Sprague-
Dawley-Ratten isoliert wurde, dass langkettige freie Fettsduren (C20) bis zu 90 % der Insulin-
Degradation inhibierten. Mechanistisch lag dieser Beobachtung eine nicht-kompetitive Inhibierung

zugrunde.
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AuBerdem wurde vermutet, dass intrazelluldre sehr langkettige Fettséduren IDE direkt beeinflussen und
so in den Insulinmetabolismus eingreifen konnen. Diese Vermutung fiihrten die Autoren darauf zurtick,
dass sie mit Hilfe eines Proteomics-Tools eine Bindeproteinsignatur fiir zytosolische Fettsduren
detektierten, wihrend die Konsensussequenz unter Einbeziechung der dazwischenliegenden
raumhaltenden Reste eine 83 %-ige Ahnlichkeit zur Aminosduresequenz humanen IDEs aufweist
(HAMEL et al., 2003). Die Anwesenheit einer Bindestelle fiir zytosolische Fettsduren konnte durch
Mutationsstudien innerhalb dieser potenziellen Sequenz im IDE-Gen weiter experimentell adressiert
werden, um so die vermutete Bindung von Fettsduren an dieses AP-degradierende Enzym weiter
aufzukléren.

Insgesamt deuten die in der vorliegenden Arbeit in Kooperation mit Dr. Janine Mett gewonnenen Daten
an, dass kurz- und mittelkettige geséttigte Fettsduren hinsichtlich positiver Auswirkungen auf die IDE-
mediierte ApB-Degradation den lang- und sehr langkettigen Fettséuren vorzuziehen sind.

Das Ausbleiben der beobachteten Effekte der analysierten gesittigten Fettsduren auf die Ap-
Degradation in IDE-knockdown-Zellen bestitigte, dass diese hauptséchlich durch IDE vermittelt
werden. Auflerdem wurden die Ergebnisse der IDE-knockdown-Analysen zur Validierung der IDE-
Aktivitdtsanalyse mittels kurzen fluorogenen Substratpeptiden herangezogen. Dies war von Relevanz,
da der Verwendung dieser kurzen Peptide als Substrate einige Nachteile zugesprochen werden, wie
beispielsweise die Tatsache, dass das eingesetzte Substrat nicht spezifisch fiir IDE ist, sondern auch
durch andere Metalloproteasen gespaltet werden kann (LEISSRING, 2021). So wurde beispielsweise
berichtet, dass neben IDE auch das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) in der Lage ist das in
dieser Arbeit eingesetzte Substrat umzusetzen (LIU et al., 2012), weshalb die mittels IDE-knockdown-
Zellen generierten Daten zwar auf einen hauptsichlichen Effekt der kurzkettigen gesittigten Fettsduren
auf die IDE-vermittelte AB-Degradation hinweisen, ein moglicher Einfluss einer verdnderten ACE-
Aktivitdt jedoch nicht komplett ausgeschlossen werden kann.

Zusitzlich zu diesen Ergebnissen der in vitro Versuche wurde auch in vivo im Serum von Méusen, die
mit einer Kokosnuss-Ol-angereicherten Diit gefiittert wurden, eine gesteigerte IDE-Aktivitit im
Vergleich zu Kontrolldidt-gefiitterten Tieren detektiert. Auf Grund der verfiigbaren Menge an murinem
Gewebe konnte eine hauptséchliche Beteiligung von IDE an den beobachteten Effekten, wie sie in vitro
durch IDE-knockdown bestitigt wurde, nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Diese Limitierung
hétte experimentell mittels eines spezifischen IDE-Inhibitors, wie beispielsweise 6bK (MAIANTI et al.,
2014), bei ausreichender Probenmenge adressiert werden kdnnen. Aus diesem Grund miissen die in vivo
Daten mit Vorsicht beziiglich der potenziellen Beteiligung weiterer Proteasen interpretiert werden
beziehungsweise in weiterfithrenden in vivo Studien adressiert werden. Nichtsdestotrotz konnte die in
der vorliegenden Arbeit detektierte gesteigerte Aktivitit von IDE im Serum Kokosnuss-Ol-gefiitterter
Mause durch eine vermehrte Freisetzung von IDE in den extrazelluliren Raum, kombiniert mit der
direkten Erhohung der katalytischen Aktivitit erkldrt werden. Diese Zunahme der IDE-Aktivitdt im
Serum konnte folglich eine Reduzierung der peripheren Ap-Konzentrationen bedingen. Durch
Verwendung des Ap-spezifischen Antikdrpers m266 demonstrierten DeMattos et al., dass dessen
periphere Anwendung im PDAPP""-transgenen Alzheimermausmodell, in welchem die Expression
eines mutierten humanen APP-Transgens in der Generierung von humanem A im zentralen
Nervensystem resultiert, in der Lage ist, den AB-Gehalt im Gehirn durch Verdnderung der Af-
Beseitigung im zentralen Nervensystem und Plasma zu reduzieren (DEMATTOS et al., 2001).
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Diese und andere Beobachtungen lieBen eine Form von Equilibrium zwischen dem AP in Gehirn und
dem in der Peripherie vermuten. Die in diesem Zusammenhang entstandene ,,Senkungshypothese*
postuliert, dass durch die Modulierung des peripheren AP-Gehaltes der AP-Spiegel im Gehirn
entsprechend veridndert werden konnte, was einen moglichen Ansatzpunkt filir Strategien zur Senkung
der AB-Konzentrationen im Gehirn darstellt (ZHANG, LEE, 2011). Ubereinstimmend damit wurde
unter Verwendung des auch in der vorliegenden Arbeit herangezogenen Substrats eine negative
Assoziation zwischen Alzheimer beziehungsweise MCI und der Aktivitdt derjenigen Serum-Proteasen,
die die Degradation von A} mediieren, beschrieben (LIU et al., 2012). Neben A sind auch mittelkettige
gesittigte Fettsduren in der Lage die Blut-Hirnschranke zu passieren. Bereits in frithen Studien wurde
in vivo beobachtet, dass beispielsweise Myristinsdure (C14:0) liber die Blut-Hirnschranke transportiert
werden kann (SPECTOR, 1988), was ebenfalls in einem neueren Review beschrieben ist (AUGUSTIN
et al., 2018). Basierend darauf konnte angenommen werden, dass mittelkettige Fettsduren die Sekretion
und Aktivitdt von IDE im Zentralnervensystem in einer dhnlichen Weise beeinflussen, wie in der
vorliegenden Arbeit beobachtet. Dies wiederum wiirde die Degradation von extrazellulér
akkumulierenden Ap-Peptiden, welche eng mit der Alzheimerpathologie assoziiert sind, durch
extrazelluldres IDE innerhalb des Hirngewebes fordern. Hinweise fiir eine derartige Vermittlung des
positiven Einflusses von mittelkettigen Fettsduren auf die Alzheimerpathologie lieferte eine Studie an
Hunden, in welcher demonstriert wurde, dass die AB-Gesamtmenge im Parietallappen durch die
nahrungsbedingte Aufnahme mittelkettiger Triglyzeride tendenziell reduziert werden kann
(STUDZINSKI et al., 2008). Auf Grund dessen, dass neben der detektierten Verringerung des APP-
Proteingehaltes keine Analyse der AB-Degradation durchgefiihrt wurde, miisste die Beteiligung von
IDE an diesem vermuteten Af-reduzierenden Einfluss mittelkettiger Fettsduren in vivo zukiinftig
experimentell adressiert werden. In diesem Zusammenhang kdnnte auch ein Fokus auf den potenziellen
Einfluss von Kokosnuss-Ol auf den hepatischen Abbau von AB-Peptiden gelegt werden, da Insulin zwar
einerseits auf Grund dessen, dass es selbst ein IDE-Substrat darstellt (MAIANTI et al., 2019),
kompetitiv inhibierend auf die AB-Degradation wirkt (QIU, FOLSTEIN, 2006), andererseits Insulin
aber auch den durch das Lipoprotein-Rezeptor-verwandte Protein (LRP) vermittelten hepatischen Af-
Katabolismus aus dem Plasma beeinflusst. Tamaki et al. demonstrierten, dass diese Wirkung dariiber
vermittelt wird, dass Insulin im Plasma die Translokation von LRP-1 aus dem intrazelluldren Pool in
die hepatische Plasmamembran erleichtert und so die hepatische APis-Aufnahme aus dem Blut
gesteigert wird (TAMAKI et al, 2007). Die Aufklirung des epidemiologisch beobachteten
Zusammenhangs zwischen Diabetes mellitus Typ I und der Alzheimererkrankung auf molekularer
Ebene ist daher Gegenstand aktueller Forschung, wobei auch die Entwicklung substratspezifischer
Inhibitoren eine Rolle spielt (MAIANTI et al., 2019).

Zusammenfassend unterstreichen diese Daten, dass nicht nur mehrfach-ungesittigte Fettsduren wie
beispielsweise die DHA, sondern auch kurzkettige geséttigte Fettsduren, wie sie beispielsweise in
Kokosnuss-Ol enthalten sind, positive Effekte auf die Privention oder die Behandlung der
Alzheimererkrankung vermitteln konnen. Die hier detektierte Steigerung der IDE-mediierten Af-
Degradation stellt einen weiteren Mechanismus dar, durch welchen mittelkettige Fettsduren diese

positive Wirkung hinsichtlich Alzheimerpathologie vermitteln.
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In der Literatur wurde aktuell beschrieben, dass dieser protektive Einfluss dariiber hinaus auch auf die
Zunahme zirkulierender —Ketonkdrper und gleichzeitige Verbesserung des  zerebralen
Energiemetabolismus (OTA et al., 2019) oder die Abnahme des oxidativen Stresses (METT, MULLER,
2021) zurilickgefiihrt werden kann (CHATTERJEE et al., 2020b).

Im Gegensatz zur stimulierenden Wirkung der in der vorliegenden Arbeit analysierten mittelkettigen
gesittigten Fettsduren PC10:0-14:0 auf die Freisetzung sowie die katalytische Aktivitdt von IDE und
die damit einhergehende gesteigerte Degradation von AP inhibierten die sehr langkettigen geséttigten
Fettsduren PC20:0-24:0 die IDE-Aktivitét, was in einer reduzierten AB-Degradation und einem dadurch
bedingten Anstieg des AB-Spiegels resultierte (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit detektierten Effekte von
mittelkettigen und sehr langkettigen gesiittigten Fettsiiuren auf die IDE-vermittelte Ap-Degradation. Die
Inkubation muriner Neuroblastomzellen (N2a) mit den mittelkettigen gesattigten Fettsduren PC10:0-14:0
resultierte in einer Reduzierung des AB-Spiegels, was auf eine gesteigerte Ap-Degradation, bedingt durch eine
erhohte extrazelluldre Freisetzung sowie katalytische Aktivitdit von IDE in Anwesenheit von PC10:0-14:0,
zuriickgefiihrt werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde eine Zunahme des extrazelluldren AB-Spiegels im
konditionierten Medium PC20:0-24:0-inkubierter N2a-Zellen detektiert, was sich durch eine direkte Inhibierung
der katalytischen IDE-Aktivitdit und folglich verringerten Ap-Degradation erkldren lieB. IDE: Insulin-
degradierendes Enzym. MCFA: mittelkettige Fettsduren. VLCFA: sehr langkettige Fettsduren. AB: Amyloid
beta. APP: Amyloides Vorlduferprotein. AD: Alzheimererkrankung. Abbildung veréndert nach (METT et al.,
2021).

Die gewonnen Ergebnisse lassen vermuten, dass gesittigte Fettsduren, welche in der vorliegenden
Arbeit als beeinflussbar durch die Vitamine D und A beziehungsweise deren Derivate beschrieben
werden konnten, neben ihren bekannten Effekten auf die an der APP-Prozessierung beteiligten
Sekretasen auch durch unterschiedliche Wirkungen auf die IDE-abhéngige AP-Degradation in der Lage

sind die amyloidogene Alzheimerpathologie zu beeinflussen.
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5.4 Die Analyse eines regulatorischen Riickkopplungszyklus zwischen der AICD und
IDE

Das folgende Kapitel befasst sich mit der Einordnung des detektierten regulatorischen
Riickkopplungszyklus zwischen AICD und dem Ap-degradierenden Enzym IDE in den Kontext der
aktuellen Fachliteratur.

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse weisen eine gewisse Analogie des Insulin-
degradierenden Enzyms (IDE) zu den APP-prozessierenden Sekretasen auf, welche sich beispielsweise
dadurch dufert, dass beide Enzymgruppen, die entweder in den Katabolismus (IDE) oder den
Anabolismus (Sekretasen) von AP involviert sind, durch Lipide reguliert werden konnen. In diesem
Zusammenhang und basierend darauf, dass die Expression des p-Sekretase-kodierenden Gens BACE
durch die APP-intrazellulire Domidne AICD erhoht wird (VON ROTZ et al., 2004), ist die Analyse
eines potenziellen regulierenden Einflusses der AICD auf die an der AB-Degradation beteiligten
Enzyme Gegenstand aktueller Forschung (GRIMM et al., 2013b). Eine der vorliegenden Arbeit
vorausgegangene Studie der Experimentellen Neurologie demonstrierte, dass die Gen- sowie
Proteinexpression und auch die Aktivitidt von Neprilysin (NEP) durch die aus der B- und y-Sekretase-
vermittelten APP-Prozessierung resultierende AICD reguliert wird (GRIMM et al., 2015a). Diese
Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen, welche eine Presenilin-abhéingige
transkriptionelle Kontrolle von Neprilysin sowie die Notwendigkeit der AICD-Bindung an den NEP-
Promotor beschreiben (BELYAEYV et al., 2009; PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005). Auf Grund dieser
Rolle der AICD in der Regulierung von in die AB-Homdostase involvierten Enzymen in Form der 3-
Sekretase und Neprilysin sollte in der vorliegenden Arbeit ein potenzieller Einfluss der AICD auf das
Ap-degradierende Enzym IDE experimentell adressiert werden. Dieser konnte Bestandteil eines
zusétzlichen Weges sein, liber welchen Vitamin D die beobachteten Einfliisse auf die AB-Degradation
vermitteln konnte. Durch die Lipidhomoostase-modulierenden Effekte konnte die beobachtete
Beeinflussung der Sekretase-Aktivititen mediiert werden, welche sich auf die Menge an
transkriptionsregulatorischer AICD auswirken konnte, die dann in der Lage sein kdnnte die Expression
des AP—degradierenden Proteins IDE zu regulieren. Hinweise fiir eine regulatorische Wirkung der
AICD auf IDE oder weitere AP-degradierende Proteasen lieferte die Beobachtung, dass der NEP-
spezifische Inhibitor Thiorphan die detektierten AICD-abhéngigen Verdnderungen im AB-Abbau nur
partiell umkehren konnte (GRIMM et al., 2015a). Ubereinstimmend damit wurden die Unterschiede
hinsichtlich der AB-Degradation zwischen WT-MEF-Zellen (MEF WT) und MEF-Zellen ohne APP-
Familie (MEF-APP/APLP2™) als Folge einer Inkubation mit Thiorphan unter den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten experimentellen Bedingungen nur teilweise abgeschwicht. Speziell IDE ist
hinsichtlich der AB-Homoostase von Bedeutung, da es spezifisch fiir Substrate ist, die B-Strukturen
bilden. Somit stellt dieses Enzym ein wichtiges proteolytisches Werkzeug gegen die Bildung toxischer
Oligomere dar (KUROCHKIN et al., 2018). Die Aufkldrung der zugrundeliegenden Mechanismen der
IDE-Regulierung ist im Kontext der Alzheimerpathologie auch deshalb von Relevanz, da die Datenlage
beziiglich der Expression sowie Aktivitit dieses AB-degradierenden Enzyms in Alzheimer-Gehirnen

kontrovers ist.
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Dies wird daran deutlich, dass sowohl verminderte (STARGARDT et al., 2013; ZHAO et al., 2007),
unverdnderte (MINERS et al., 2010; WANG et al., 2010) als aber auch gesteigerte Aktivitidten von IDE
(MINERS et al., 2009; MORELLI et al., 2004) im Zusammenhang mit der Alzheimerpathologie

beschrieben wurden.

5.4.1.1 Der Einfluss der AICD auf die IDE-Gen- und Proteinexpression

In der vorliegenden Arbeit wurde demonstriert, dass neben den bereits identifizierten Zielgenen auch
die Expression von /DE unter der transkriptionsregulatorischen Kontrolle der AICD steht. Die AICD
interagiert dabei iiber die NPTY-Doméne mit dem Ko-Aktivator Fe65, der wiederum auch die Histon-
Acetyltransferase Tip60 iiber deren NKSY-Doméine binden kann (CAO, SUDHOF, 2001, 2004). Dieser
AFT-  (AICD-Fe65-Tip60-) Komplex kann nach  Translokation in den  Zellkern
transkriptionsregulatorisch aktiv werden und die Expression einer Vielzahl unterschiedlicher Gene, die
beispielsweise Neprilysin (GRIMM et al., 2015a) kodieren, regulieren (KONIETZKO et al., 2010).
Sowohl in embryonalen Maus-Fibroblasten, in denen die AICD-Generierung auf Grund des Fehlens der
y-Sekretase-Komponente Presenilin beeintrichtigt war (MEF-PS1/2”, SH-SY5Y-PS17), als auch in
Zellen, die frei von APP oder der APP-Proteinfamilie waren (MEF-APP/APLP2"", SH-SY5Y-APP” ),
und Zellen, denen eine funktionelle AICD fehlte (MEF-APPACT1S), war die Transkription von /DE
konsistent signifikant verringert. Die y-Sekretase spaltet innerhalb der Transmembrandoméne von mehr
als 70 verschiedenen Typ-1-Membranproteinen, wobei die beiden am besten analysierten Substrate die
Notch-Familie, die in die zelluldre Differenzierung involviert ist, und APP sind (WOLFE, 2020). Diese
Substratvielfalt machte eine Verifizierung der beobachteten verringerten /DE-Genexpression in Zellen
ohne APP und damit AICD relevant. Die Expression eines verkiirzten APP-Konstruktes, welchem die
15 C-terminalen Aminosduren fehlen, bildete dabei den Verlust einer funktionellen AICD ab, da
innerhalb dieser 15 Aminosduren das YENPTY-Motiv liegt, welches, wie einleitend bereits

beschrieben, fiir den Import von AICD in den Zellkern mit Hilfe des AFT-Komplexes essenziell ist.

Ubereinstimmend mit der verminderten /DE-Genexpression, die in AICD-defizienten Zellen detektiert
wurde, resultierten in vitro eine Uberexpression von APP oder des AICD-kodierenden Fragments C50
sowie eine Inkubation mit AICD-Peptiden in einer gesteigerten Transkription von /DE. Dabei wurden
die signifikant erhdhten /DE-mRNS-Mengen sowohl in humanen Neuroblastomzellen (SH-SY5Y), die
das neuronale APP*” stabil {iberexprimierten als auch in embryonalen APP/APLP2-Knockout-Maus-
Fibroblasten (MEF-APP/APLP2"), die entweder APP*” oder die nicht-neuronalen APP”' oder APP”"’
transient iiberexprimierten, detektiert. Zwischen den analysierten APP-Isoformen wurden keine
Unterschiede in ihrer stimulierenden Wirkung auf die /DE-Transkription ausgemacht, allerdings wurde
die noch weiter gesteigerte Expression von WT-Fibroblasten nicht erreicht. Ein potenzieller Grund
hierfiir konnte die endogene APLP2-Expression und damit die Entstehung des aus der y-Sekretase-
Prozessierung stammenden Fragments von APLP2 (ALID2) in MEF-WT-Zellen sein. Im Hinblick
darauf, dass fiir ALID2 bereits ein Einfluss auf die NEP-Expression beschrieben wurde, kann anhand
der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen werden, dass dieses Peptid auch einen regulierenden Effekt
auf die /DE-Transkription ausiibt. Pardossi-Piquard et al. berichteten in diesem Kontext von einer
reduzierten NEP-Expression sowie -Aktivitdt in Fibroblasten, denen APLP2 fehlte.
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Die Aktivitdt dieses AB-degradierenden Enzyms konnte durch eine Re-Transfizierung mit APLP2
wieder gesteigert werden. In diesem Zusammenhang legten die Autoren auch dar, dass das Produkt der
v-Sekretase-Prozessierung des APP-Homologes APLP1, ALIDI, ebenfalls eine erhohte NEP-Aktivitét
bedingt (PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005). Basierend darauf sollte die Analyse potenzieller Einfliisse
von ALID1 und ALID2 auf die /DE-Transkription Gegenstand weiterfiihrender Studien sein.

Den vorliegenden Ergebnissen, die zeigen, dass die drei APP-Isoformen (APP*®>, APP”>' und APP""")
die mRNS-Spiegel von IDE gleichermaflen beeinflussen, stehen die Beobachtungen einer Studie
gegeniiber, die lediglich nach Transfektion der beiden APP-Isoformen APP”™' und APP’ eine
gesteigerte /DE-Genexpression in humanen Neuroblastomzellen detektierten (NALIVAEVA et al.,
2016). Dieser Studie ging jedoch eine Publikation derselben Autoren voraus, die aufzeigte, dass die
transkriptionell aktive AICD vorzugsweise aus der P-Sekretase-vermittelten Spaltung der APP%-
Isoform im Vergleich zu den beiden Isoformen APP™' und APP’" hervorgeht. Lediglich die
Uberexpression von APP®” resultierte in erhdhten nuklearen AICD-Spiegeln sowie einer gesteigerten
NEP-Expression in derselben humanen Neuroblastomzelllinie (BELYAEV et al.,, 2010). Die
Unterschiede zwischen den aufgefiihrten Studien und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kdnnten
auf verschiedene Niveaus der Uberexpression oder auf die jeweils verwendeten Zelllinien (MEF-
APP/APLP2” vs. SH-SY5Y-WT) zuriickgefiihrt werden. Dariiber hinaus konnten die zitierten
Ergebnisse darauf beruhen, dass es sich bei APP®’ um die hauptsichliche Form dieses
Transmembranproteins in Neuronen handelt (ROHAN DE SILVA et al., 1997) und eine Uberexpression
der vorwiegend in Gliazellen und Astrozyten vorkommenden Isoformen APP”' und APP”"°
(CHAUVET et al., 1997; GUO et al., 2012) in neuronalen Zellen keine zweifelsfreien Riickschliisse
zulédsst. Ausblickend sollte daher der Einfluss unterschiedlicher APP-Isoformen auf die IDE-
Transkription beispielsweise mittels siRNS-Experimenten, die die Reduzierung einzelner APP-
Spleiiformen ermoglichen, sowie in geeigneten zellulédren Modellen analysiert werden.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigte AICD-abhingige Regulierung der /DE-Genexpression
wurde weiterfithrend in humanen Neuroblastomzellen durch die stabile Uberexpression von C50, dem
fir die AICD von APP kodierenden Bereich, validiert. Ubereinstimmend damit resultierte die
Transfektion von C50 oder eine Inkubation mit AICD-Peptiden in murinen Fibroblasten ohne
funktionelle AICD (MEF-APPACT15) oder y-Sekretase (MEF-PS1/27) in einer signifikanten Zunahme
der Ide-Transkription und des Proteingehaltes. Neben den beobachteten Effekten auf IDE bedingte die
Wiedereinbringung einer funktionellen AICD in MEF-PS1/27-Zellen eine Erhohung der Ap-
Degradation auf ein &hnliches Mal3, wie es in MEF-PS1res-Zellen detektiert wurde.

Ubereinstimmend mit den Beobachtungen der AICD-vermittelten Regulierung der IDE-Transkription
wurden in Zellen, denen die APP-Familie beziehungsweise eine funktionale AICD fehlte oder deren
AICD-Bildung beeintréchtigt war, reduzierte IDE-Proteingehalte mittels Western Blot-Analyse
detektiert. Die Beteiligung der aus der y-Sekretase-Prozessierung stammenden AICD wurde dadurch
validiert, dass sowohl in MEF-PS1/2"-Zellen als auch in Fibroblasten, die mit dem y-Sekretase-
spezifischen-Inhibitor DAPT behandelt wurden, die IDE-Proteinmengen in gleichem Maf3e verringert
waren. Zudem resultierten die auf Grund der fehlenden AICD verringerten IDE-Proteinmengen in einer

reduzierten katalytischen Aktivitit und damit einhergehend in einer beeintrachtigten A3-Degradation.
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5.4.1.2 Effekte der AICD auf die Aktivitiit des Ide-Promotors

Um die transkriptionsregulatorischen Einfliisse der AICD auf IDE auf molekularer Ebene weiter
aufkldren zu kénnen, wurde die /de-Promotoraktividt in An- und Abwesenheit von AICD analysiert.
Auf Grund dessen, dass die Ide-Promotoraktivitit in Fibroblasten ohne APP oder funktionale AICD
reduziert war, wohingegen diese in MEF-APPACT15-Zellen, die mit C50 re-transfiziert wurden,
signifikant erhoht war, kann ein direkter Einfluss von AICD auf die Aktivitit des /de-Promotors
vermutet werden. Dies wiirde im Einklang mit der in der Literatur beschriebenen Bindung der AICD an
Promotoren einiger Gene stehen (PARDOSSI-PIQUARD, CHECLER, 2012). Beispielsweise wurde
bereits fiir die AICD-Zielgene KAI1/CD82, das ein Transmembranprotein der Tetraspanin-Familie
kodiert, welches die Funktion von Membranrezeptoren reguliert (BAEK et al., 2002; VON ROTZ et al.,
2004); NEP, das Neprilysin, eines der hauptsidchlich Ap-degradierenden Enzyme, kodiert (BELYAEV
et al., 2009; PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005; XU et al, 2011); p53, welches flir den
Tumorsuppressor p5S3 kodiert, dessen Aktivierung zur Entstehung der Alzheimererkrankung und
anderer neurodegenerative Erkrankungen beitragen konnte (ALVES DA COSTA et al., 2006; OZAKI
et al., 2006); LRP1, das fiir den hauptséchlichen ApoE/Lipoprotein-Rezeptor LRP1 kodiert (LIU et al.,
2007); CHOP, das auf Stress des Endoplasmatischen Retikulums reagiert (TAKAHASHI et al., 2009),
eine Promotorbindung berichtet.

5.4.1.3 Die Relevanz der AICD-abhingigen IDE-Genexpression in vivo

Die in vivo Relevanz der vorliegenden Ergebnisse wurde weiterfithrend in Hirnproben von APP-
Knockout-Miusen sowie von heterozygoten Méusen, die ein verkiirztes APP-Konstrukt ohne
funktionale AICD exprimieren, analysiert. In den Proben beider Mausmodelle resultierte die
Genexpressionsanalyse in verringerten /de-mRNS-Mengen.

Neben diesen Tiermodellen war auch die Analyse der /DE- und APP-Transkription in humanen post
mortem Himproben Gegenstand dieser Arbeit. In beiden, anhand des Braak-Status differenzierten,
Kohorten (Braak 1-3 und Braak 4-6) wurden positive Korrelationen zwischen /DE- und APP-mRNS
detektiert. Zusétzlich korrelierten auch die IDE-Proteingehélter in reprisentativen humanen Proben mit
den Braak-Stadien 1-6 mit denen von APP. Die Analyse einer potenziellen Korrelation zwischen AICD-
Spiegel und /DE-Expression war auf Grund der durchschnittlichen post mortem Verzdgerung von circa
sechs Stunden und der deutlich geringeren Halbwertszeit von AICD-Peptiden, die bei circa 10 Minuten
liegt (KIMBERLY et al., 2001), unmoglich. Basierend auf dieser Limitierung wurde auf die Analyse
der APP-mRNS- oder Proteinspiegel zuriickgegriffen, was bedingt, dass diese in vivo gewonnenen
Daten vorsichtig interpretiert werden sollten. Ein weiterer Vorbehalt, der in diesem Kontext Beachtung
finden sollte, ist der, dass die Braak-Stadien anhand der Tau-Pathologie und nicht anhand von
verdnderten APP-, AB- oder AICD-Spiegeln charakterisiert werden (Kapitel 2.1.1.3).

5.4.1.4 Der regulatorische Riickkopplungszyklus zwischen der AICD und IDE

Die vorliegenden Daten weisen auf einen regulatorischen Riickkopplungszyklus der AICD-abhingigen
IDE-Regulierung hin, da die AICD auf Grund dessen, dass IDE auch in der Lage ist, AICD-Peptide zu
degradieren (EDBAUER et al., 2002), ihren eigenen Katabolismus fordert (Abbildung 60).
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Die FErgebnisse von Edbauer et al., die IDE als AICD-spaltende zytoplasmatische Protease
identifizierten und unter anderem durch die Zugabe von Insulin zur in vitro Degradationsanalyse und
daraus resultierender Beeintriachtigung des AICD-Abbaus verifizierten (EDBAUER et al., 2002),
wurden in weiteren Publikationen validiert. So wurde beispielsweise eine Akkumulierung der AICD in
IDE"-Miusen detektiert (FARRIS et al., 2003). Dieser Zyklus ist eng mit einem zweiten, negativen,
Riickkopplungsmechanismus assoziiert, in welchem die AICD durch eine Interaktion mit dem Wiskott-
Aldrich-Syndrom-Protein-(WASP)-Familie-Verprolin-homologes-Protein-1-(WAVEL) Signalweg die
APP-Prozessierung und somit die Generierung von AP reduziert (Abbildung 60). Proteine der WASP-
und WAVE-Proteinfamilie interagieren mit dem ARP2/3-Komplex und férdern dadurch die Re-
Organisierung des Aktin-Zytoskeletts, welche unter anderem fiir den vesikuldren Transport wichtig ist.
Sie konnen als Geriistproteine angesehen werden, die Signale von Protein-Protein- sowie Protein-
Membran-Interaktionen in Aktin-Polymerisierung umsetzen. Da eine Vielzahl membrangebundener
Proteine mit der WASP- und WA VE-Familie interagiert, wird eine membranabhéngige Regulierung der
Aktin-Polymerisierung angenommen (TAKENAWA, SUETSUGU, 2007). Ceglia et al. demonstrierten
in N2a-Zellen, dass die AICD den Wavel-Promotor bindet und dadurch dessen Transkription verringert.
Auf Grund dessen, dass WAVEI1 im Golgi-Apparat mit APP interagiert, resultiert eine Reduzierung von
WAVEIL in einer verminderten Abknospung von APP-enthaltenden Vesikeln vom Golgi-Apparat und
folglich reduzierten Mengen an APP an der Zelloberfliche, wodurch die Generierung von Af abnimmt
(CEGLIA et al., 2015).

Dieser kombinierte Riickkopplungszyklus (Abbildung 60) ist von besonderer Relevanz, um die strenge
Regulierung von A-Anabolismus und AB-Katabolismus, welcher gerade deshalb von Wichtigkeit ist,
da es sich bei der APP-Prozessierung und somit AB-Generierung um einen unter physiologischen
Bedingungen konstant ablaufenden Prozess handelt, auf molekularer Ebene aufkldren zu kénnen. Die
vorliegenden Daten identifizierten AICD in diesem Zusammenhang als zentrales Element, da es an der
Regulierung von sowohl AB-Produktion als auch AB-Degradation beteiligt ist und dariiber hinaus auch
seine eigene Degradation reguliert. Die Beeintrichtigung dieser komplexen Regulierungszyklen fiihrt
unter pathologischen Bedingungen zur Akkumulierung von AP und damit verbunden zur Progression

der Alzheimererkrankung.
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AICD
Zyklus 1: .
die AICD inhibiert IDE-Genexpression
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Abbildung 60: Schematische Ubersicht iiber die kombinierten Riickkopplungszyklen zwischen AICD und
dem Anabolismus sowie IDE-vermittelten Katabolismus von A. In der Literatur ist bereits bekannt, dass die
AICD in der Lage ist, die APP-Prozessierung reduzierend zu regulieren und somit ihren eigenen Anabolismus
zu beeinflussen (Zyklus 1). Gleichzeitig reguliert die AICD die /DE-Genexpression, was entweder direkt oder
vermittelt durch den AICD/PGC-10/PPARy-Signalweg bedingt wird. Dies resultiert in erhohten IDE-
Proteinmengen und einer gesteigerten IDE-Enzymaktivitit, was wiederum die Degradation von A und AICD
stimuliert (Zyklus 2). AICD: APP-Intrazelluldre Doméne. IDE: Insulin-degradierendes Enzym. Af3: Amyloid
beta. APP: Amyloides Vorlduferprotein. Abbildung verédndert nach (LAUER et al., 2020).

5.5 Ausblick

Im Rahmen der in vivo Untersuchung potenzieller Einfliisse des therapeutisch eingesetzten Vitamin A-
Derivates Acitretin auf das Lipidom wurden unterschiedliche Effekte auf die beiden untersuchten
Gewebearten Leber und Gehirn detektiert. Gerade hinsichtlich der Alzheimerpathologie resultierte die
Acitretinbehandlung in positiven Verdnderungen, jedoch auch in unerwiinschten Effekten wie den
reduzierten Spiegel an Sphingomyelinspezies sowie DHA- und EPA-haltigen Phospholipiden.
Aufbauend darauf sind weitere Studien erforderlich, die an diesen detektierten Verdnderungen
ankniipfen und deren potenziellen Einfluss auf die Pathologie der Alzheimererkrankung detaillierter
aufklaren.

Eine weitere Untersuchung, auch in spéteren klinischen Studien, ist insbesondere deshalb wichtig, da
die APP-abhéngige Lipidregulation durch die Alzheimerpathologie verdndert werden kann und es
dadurch im Laufe der Alzheimerprogression zu unerwiinschten Wechselwirkungen mit den Acitretin-
vermittelten Lipidverdnderungen kommen kann. Hierzu konnten in einem ersten Ansatz WT-Méuse
einer identischen Acitretin- beziehungsweise Kontrollbehandlung unterzogen werden und eine
Untersuchung der Lipidhomdostase mittels Lipidomics-Analyse durchgefiihrt werden. Ein Vergleich der
hauptséchlichen Verédnderungen einzelner Lipidspezies zwischen WT und transgenen Méusen wiirde
Hinweise darauf liefern, dass sich die Alzheimerpathologie beziehungsweise deren Progression auf die
Lipidhomdostase sowie die Acitretin-vermittelten Effekte auf den Lipidmetabolismus auswirkt.
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