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Zusammenfassung/Summary

1 Zusammenfassung/Summary

1.1 Der Einfluss von ADAM10 und dessen Modulatoren sowie von
Methylxanthinen auf die molekularen Mechanismen, die zur Alzheimer-
Erkrankung fiihren, insbesondere durch Veranderung der

Lipidhomoostase und Genexpression

Die Alzheimer-Erkrankung stellt heutzutage die haufigste Form der Demenz dar. Die sekundar
daraus resultierenden Folgeerkrankungen bilden eine der haufigsten Todesursachen in
Industrienationen. Weltweit leiden Millionen von Menschen an dieser neurodegenerativen
Erkrankung, welche unter anderem durch den Verlust von Neuronen, eine hippocampale
Atrophie, intrazellulare Ansammlung von Tau-Fibrillen, einen erhéhten oxidativen Stress-
Level, eine veranderte Lipidzusammensetzung und extrazelluldare Amyloid-B-Plaques
gekennzeichnet ist. Durch die proteolytische Aktivitat der B- und y-Sekretase kommt es zur
sequenziellen amyloidogenen Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins und zur Bildung und
Akkumulation extrazellularer amyloider Plaques, welche ein Charakteristikum in der
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung darstellen. Durch die proteolytische Spaltung von
APP innerhalb der ApB-Sequenz mittels a-Sekretasen kann die Ablagerung der
charakteristischen Amyloid-Plaques verhindert werden. Aufgrund der Tatsache, dass es sich
sowohl beim Amyloid-Vorlauferprotein als auch bei den proteolytischen Enzymen um
Transmembranproteine handelt, ist eine Beeinflussung der Prozessierung durch die
Lipidumgebung zu vermuten.

ADAM10 konnte als ein Hauptvertreter der a-Sekretase-Familie identifiziert werden, dessen
Bedeutung an der nicht-amyloidogenen Prozessierung vom Amyloid-Vorlauferprotein
mittelweile wissenschaftlich belegt ist. Als Typ-I-Transmembranprotein ist es in die
Plasmamembran aller Zellen integriert und steht somit in unmittelbarer Beziehung zur
Lipidzusammensetzung der Zelle. Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwiefern das
Fehlen von ADAM10 Auswirkungen auf den Lipidmetabolismus von Phospholipiden, Acetyl-
und Acyl-Carnitinen und Triglyceriden in HEK-Zellen hat.

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Knockout von ADAM10 eine massive Verschiebung
der Lipidzusammensetzung zur Folge hatte. Aufgrund einer signifikanten Erhéhung der Lyso-
Phosphatidylcholin-Spezies und gleichzeitiger signifikanter Reduzierung der
Phosphatidylcholin- und Plasmalogen-Spezies kénnte eine verstarkte Phospholipase A2-
Aktivitat, deren Beteiligung an der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung diskutiert wird,
bedingt durch den ADAM10-Knockout, angenommen werden.

Trotz jahrzehntelanger intensiver Forschung gibt es bis dato keine kausale Therapie der

Alzheimer-Erkrankung. Aus diesem Grund ist die Pravention der Erkrankung weiterhin von
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groRer Bedeutung. Da sich eine gezielte Inhibition der B- oder y-Sekretase als nicht
erfolgsversprechend herausgestellt hat und eine ApB-Antikbrperbehandlung noch
weiterfuhrend in klinischen Studien beurteilt werden muss, kénnten etablierte Medikamente
oder Substanzen, die eine ADAM10-aktivierende Wirkung entfalten, eine Option in der
Behandlung der Erkrankung darstellen. Sowohl die beiden Medikamente Gemfibrozil und
Tamibarotene als auch der sekundare Pflanzenstoff Epigallocatechin-3-gallat erfillen diese
Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit konnte der positive Einfluss von Tamibarotene und
Epigallocatechin-3-gallat auf ADAM10 in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen nachgewiesen
werden. Beziglich der Lipidzusammensetzung in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen zeigten
sich Unterschiede zwischen beiden Substanzen. Dabei konnte fiir Epigallocatechin-3-gallat
keine negative Beeinflussung der Lipidzusammensetzung beobachtet werden, es zeigte sich
sogar ein flir die Alzheimer-Erkrankung praventiver Trend in der Zusammensetzung der
Phospholipide. Tamibarotene hingegen wies sowohl in Nieren- als auch in Nervenzellen
teilweise signifikante Veranderungen in der Lipidzusammensetzung auf, weshalb die
Verschreibung dieses Medikaments mit Vorsicht betrachtet werden sollte.

Gemfibrozil wird als Triglycerid-senkendes Medikament seit 40 Jahren angewandt. Als Ligand
fur den Peroxisom-Proliferator-Aktivator-Rezeptor a induziert es die Transkription zahlreicher
Gene fur den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel und hat dariber hinaus auch
transkriptionellen Einfluss auf die Expression von ADAM10. Jedoch ist bisher nicht bekannt,
inwiefern Gemfibrozil die intrazellulare Lipidhomdostase beeinflusst. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden sowohl Nerven- als auch Nieren- und Lungenzellen mit Gemfibrozil
inkubiert und anschliefend deren Lipidzusammensetzung analysiert. Dabei konnte in allen
drei untersuchten Zellreihen ein starker Anstieg der intrazellularen Triglycerid-Spiegel
beobachtet werden, was auf eine verbesserte intrazellulare Aufnahme derer zurtickzufihren
sein koénnte. Neben dem generellen Anstieg der Triglyceride konnten zelllinienspezifische
Veranderungen in der Acylcarnitin-Zusammensetzung beobachtet werden. Diese Ergebnisse
kénnten daraufhin deuten, dass Gemfibrozil in Nervenzellen den Transport von Fettsduren in
die Mitochondrien erhdht und dadurch der Umsatz von Fettsauren in zusatzliche Energie flr
die Zelle gesteigert wird. Dies konnte speziell fur die Alzheimer-Erkrankung, in der ein
generelles Energiedefizit besteht, von Bedeutung sein.

Methylxanthine sind in unserer Ernahrung und als Pharmazeutika weit verbreitet. Es handelt
sich um eine Stoffgruppe, die sich von der Purinbase Xanthin ableitet und unterschiedliche
Methylgruppenzusammensetzungen  aufweist. |lhre  positiven  Eigenschaften  bei
neurodegenerativen Erkrankungen wurden in den letzten Jahren intensiv erforscht. Dabei
konnten flir die Xanthin-Derivate Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und
Propentofyllin mehrere praventive molekulare Mechanismen identifiziert werden. Es konnte

beispielsweise gezeigt werden, dass diese den Amyloid-B-Spiegel reduzieren, indem sie die
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nicht-amyloidogene Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins intensivieren. Koffein fuhrte
dabei zu einer ADAM10-Proteinstabilitditszunahme, zu einer Reduzierung der p-Sekretase-
Expression und einer direkten Verringerung der y-Sekretase-Aktivitat. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Effekt der finf aufgefiihrten Methylxanthine auf die Transkriptionsregulation
verschiedener Gene, die mit der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung stehen, untersucht. Die
untersuchten Gene konnten dabei, je nachdem in welchen Signal- oder Stoffwechselweg sie
involviert sind, in Prozesse wie oxidativen Stress, Lipid- und Energiemetabolismus,
Signaltransduktion, Transkriptionsregulation und neuronale Funktionswege gegliedert werden.
Interessanterweise ergab die Untersuchung eine Alleinstellung des Methylxanthins Koffein
verglichen zu den anderen vier untersuchten Xanthin-Derivaten, was auf eine besondere Rolle

von Koffein bei der Genregulation Alzheimer-relevanter Gene hindeutet.
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1.2 The influence of ADAM10 and its modulators, as well as methylxanthines,
on the molecular mechanisms leading to Alzheimer's disease, particularly

by altering lipid homeostasis and gene expression

Alzheimer's disease is the most common form of dementia today. The secondary resulting
diseases are one of the most frequent causes of death in industrialized nations. Millions of
people worldwide suffer from this neurodegenerative disease, which is characterized, among
other factors, by the loss of neurons, hippocampal atrophy, intracellular accumulation of tau
fibrils, increased oxidative stress levels, altered lipid composition, and extracellular amyloid-3
plaques. Proteolytic activity of B- and y-secretase results in sequential amyloidogenic cleavage
of amyloid precursor protein and the formation and accumulation of extracellular amyloid
plaques, which are a feature in the pathogenesis of Alzheimer’s Disease. Proteolytic cleavage
of the amyloid precursor protein within the ApR-sequence by a-secretases can prevent the
deposition of the characteristic amyloid plaques. Due to the fact that both the amyloid precursor
protein and the proteolytic enzymes are transmembrane proteins, an influence of the
processing by the lipid environment can be suspected.

ADAM10 has been identified as a major member of the a-secretase family whose importance
in the non-amyloidogenic processing of amyloid precursor protein is now scientifically
established. As a type | transmembrane protein, it is integrated into the plasma membrane of
all cells and is thus directly related to the lipid composition of the cell. This work addresses the
question of how the absence of ADAM10 affects the lipid metabolism of phospholipids, acetyl-
and acyl-carnitines, and triglycerides in HEK cells. Here, we demonstrated that knockout of
ADAM10 resulted in a massive shift in lipid composition. Due to a significant increase of lyso-
phosphatidylcholine species and a simultaneous significant reduction of phosphatidylcholine
and plasmalogen species, an enhanced phospholipase A2 activity, whose involvement in the
pathogenesis of Alzheimer's disease is discussed, could be assumed to be caused by the
ADAM10 knockout.

Despite decades of intensive research, there is still no causal therapy for Alzheimer's disease.
For this reason, prevention of the disease remains of great importance. Since targeted
inhibition of B- or y-secretase has not proven promising and AB-antibody treatment still needs
to be further evaluated in clinical trials, established drugs or substances that exert an ADAM10-
activating effect could represent an option in the treatment of the disease. Both drugs
gemfibrozil and tamibarotene as well as the secondary plant compound epigallocatechin-3-
gallate fulfill these properties. In the present work, the positive influence of tamibarotene and
epigallocatechin-3-gallate on ADAM10 in nerve, kidney, and lung cells was demonstrated.
Regarding the lipid composition in nerve, kidney and lung cells, differences between both

substances were shown. No negative effect on lipid composition was observed for
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epigallocatechin-3-gallate, and there was even a preventive trend for Alzheimer's disease in
the composition of phospholipids. Tamibarotene, on the other hand, showed partially
significant changes in lipid composition in both kidney and nerve cells, which is why the
prescription of this drug should be considered with caution.

Gemfibrozil has been used as a triglyceride-lowering drug for 40 years. As a ligand for the
peroxisome proliferator activator receptor q, it induces transcription of numerous genes for
carbohydrate and lipid metabolism and also has transcriptional influence on the expression of
ADAM10. However, the extent to which gemfibrozil affects intracellular lipid homeostasis is not
yet known. To address this question, nerve cells as well as kidney and lung cells were
incubated with gemfibrozil and subsequently their lipid composition was analyzed. A strong
increase in intracellular triglyceride levels was observed in all three cell series studied, which
could be due to enhanced intracellular uptake of these. In addition to the general increase in
triglycerides, cell line-specific changes in acylcarnitine composition were observed. These
results may suggest that gemfibrozil in neurons increases the transport of fatty acids into
mitochondria, thereby increasing the turnover of fatty acids into additional energy for the cell.
This could be specifically relevant to Alzheimer's disease, in which there is a general energy
deficit.

Methylxanthines are widely used in our nutrition and as pharmaceuticals. They are a group of
substances derived from the purine base xanthine and have different methyl group
compositions. Their beneficial properties in neurodegenerative diseases have been intensively
researched in recent years. Several preventive molecular mechanisms have been identified
for the xanthine derivatives caffeine, theobromine, theophylline, pentoxifylline and
propentofylline. For example, these were shown to reduce amyloid-p levels by intensifying
nonamyloidogenic processing of the amyloid precursor protein. In this context, caffeine led to
an ADAM10 protein stability increase, a reduction in B-secretase expression, and a direct
reduction in y-secretase activity. In the present work, the effect of the five listed
methylxanthines on the transcriptional regulation of various genes associated with Alzheimer’s
Disease was investigated. Depending on the signaling or metabolic pathway they are involved
in, the genes studied could be categorized into processes such as oxidative stress, lipid and
energy metabolism, signal transduction, transcriptional regulation, and neuronal functional
pathways. Interestingly, the study revealed a sole position of the methylxanthine caffeine
compared to the other four xanthine derivatives studied, suggesting a specific role of caffeine

in gene regulation of Alzheimer-related genes.
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2 Einleitung

21 ADAM10

2.1.1 Molekulare Grundlagen

Das Protein ADAM10 (engl.: a disintegrin and metalloproteinase 10) gehdrt, neben 22 weiteren
humanen Vertretern, zur Familie der Metalloproteinasen (ADAM) [313]. Die ADAM-
Superfamilie stellt dabei eine gro3e Gruppe sogenannter ,molekularer Scheren dar.
ADAM10 ist eine Typ-I-Transmembran-Endopeptidase, die laut National Center for
Biotechnology Information (NCBI) in allen menschlichen Geweben ubiquitar exprimiert wird
(NCBI-Gene-ID:102).

Das humane ADAM10 besteht aus 748 Aminosauren (729 Aminosauren ohne Signalpeptid)
und seine Synthese zum multimodularen Transmembranprotein erfolgt in Form eines inaktiven
Zymogens im endoplasmatischen Retikulum (ER). Als Typ-I-Transmembranprotein besitzt es
ein C-terminales Ende im Zytoplasma und eine N-terminale-Signalsequenz aulerhalb der
Zelle. ADAM10 I&sst sich in funf Domanen gliedern, welche sich in eine zytoplasmatische, eine
Transmembran-, eine cysteinreiche, eine Disintegrin- und eine Zink-bindende
Metalloproteinase-Doméane aufteilen lassen. Diese Zink-bindende Metalloproteinase-Doméane
bildet das katalytische Zentrum des Proteins und ist mit einer fur alle ADAM-Mitglieder
charakteristischen HExGHNLGxxHD-Sequenz ausgestattet [319]. Der schematische Aufbau
von ADAM10 im inaktiven Zustand ist in Abbildung 1 dargestellt.

Metalloproteinase- N Hz

Disintegrin-

Cysteinreiche-

Doméane —=
Iy
I .

Transmembran-

Zytoplasmatische-

COOH

Abbildung 1: schematischer Aufbau von ADAM10 im inaktiven Zustand. ADAM10 kann in eine
C-terminale, zytoplasmatische-, in eine transmembrandse-, eine cysteinreiche-, eine Disintegrin- und
eine Zn?*-Metalloproteinase-Domane gegliedert werden. Teile der Abbildung wurden unter
Verwendung von Servier Medical Art gezeichnet. Servier ist unter Creative Commons Attribution 3.0.
Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Abbildung abgeandert
nach [135].
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Uber das ER, in dem das Protein noch eine Pro-Domane besitzt und das Zink-lon tber einen
,Cystein-Switch-Mechanismus* in latent inaktivem Zustand gehalten wird [24], wird das Protein
durch das Synapsen-assoziierte Protein 97 (SAP-97) in den Golgi-Apparat geschleust [267]
und anschlieend auf dem Weg zur Plasmamembran an vier Stellen glykosyliert und durch
einen Proprotein-Konvertase-Komplex mittels Furin die Prodomane entfernt [24,320]. Auf
diesem Weg unterliegt die Synthese von ADAM10 einer vielschichtigen transkriptionellen,
translationalen und posttranslationalen Regulation [281]. ADAM10 befindet sich in der
Plasmamembran und fihrt dort zu zahlreichen Interaktionen. Nach aktuellem Kenntnisstand
sind mittlerweile Uber 40 Substrate fur ADAM10 bekannt. Zu den bekanntesten zahlen
Adhasionsmolekiile (z.B. E-Cadherin), Chemokine (z.B. CX3CL1), Wachstumsfaktoren (z.B.
epidermal growth factor — EGF, Tumornekrose-Faktor-a — TNF-a), Signalrezeptoren (z.B.
Notch-Rezeptor), Liganden (Fas-Ligand, PD-L1), MHC-Molekule (MICA oder MICB) oder das
Amyloid-Vorlauferprotein (APP, engl.: amyloid precursor protein) [24,281]. Anhand dieser
Vielzahl an unterschiedlichen Substraten kann die Funktion von ADAM10 nicht auf einen
einzigen Signalweg reduziert werden. In der hier vorliegenden Arbeit wird sich deshalb nur auf
ausgewahlte Funktionen von ADAM10 konzentriert.

Prinzipiell ist ADAM10 an der Prozessierung vieler einzelner transmembrangebundener
Proteine beteiligt, die sich, wie oben beschrieben, von Zelloberflachenrezeptoren uber
Zytokine bis hin zu Wachstumsfaktoren erstrecken. Eine wichtige Funktion aller ADAM-
Proteine ist dabei die Abspaltung der Ektodomane bestimmter Proteine an der Zellmembran
(engl.: ectodomain shedding), weshalb ihnen auch der Name ,Scheddasen® gegeben wird.
Durch die Abspaltung bestimmter Ektodomanen kommt es zu grundsatzlichen Veranderungen
der Zelloberflachenkonformation, die erheblichen Einfluss auf die Kommunikation der Zelle
oder aber auch auf therapeutische MalRnahmen nehmen kann. Durch die Abspaltung
entstehen im extrazelluldaren Raum freie regulatorisch wirksame Proteine, welche ebenfalls

neue Effekte hervorrufen kénnen [21].

2.1.2 Der Einfluss von ADAM10 auf verschiedene Krankheiten

Aufgrund des ubiquitdren Vorkommens von ADAM10 auf der Oberflache der Zellen und die
Interaktion mit Gber 40 verschiedenen Substraten spielt ADAM10 sowohl in physiologischen
als auch in pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. So ist ADAM10 Uber die
Interaktion mit dem Notch-Rezeptor in der Embryonalentwicklung bei der Entwicklung aller
Organe beteiligt und bestimmt durch Zell-Zell-Interaktionen die Grofe der Organe [24]. In einer
Studie an ADAM10-Knockout-Mausen wurde festgestellt, dass die Tiere an Tag 9,5 der
Embryogenese starben und multiple Defekte in der Entwicklung des zentralen Nervensystems
und des kardiovaskularen Systems aufwiesen [109]. Aufderdem konnte der Einfluss von
ADAM10 bei der Entstehung einiger Tumorentitaten identifiziert werden. Somit spielt ADAM10
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beispielsweise eine Rolle bei der Entstehung des Glioblastoms, indem es unter anderem die
Freisetzung von Neuroligin-3 fordert oder mit den MHC-Molekiilen MICA und MICB interagiert
[149,298,306]. Durch die Spaltung und Interaktion von HERZ2 (engl.: human epidermal growth
factor receptor 2) kann ADAM10 Einfluss auf den Therapieerfolg von invasiven duktalen
Mamma-Karzinomen nehmen und diese entscheidend beeinflussen [12,177,344].

Als Hauptvertreter der a-Sekretasen spaltet ADAM10 das Amyloid-Vorlauferprotein.
AulBerdem nimmt es auf Entzindungen, Apoptose, Zelladhasionen, verschiedene

Stoffwechselwege und die Entstehung verschiedener Krebsarten Einfluss.

2.1.2.1 Der Einfluss von ADAM10 auf die Alzheimer-Erkrankung

Bei der Alzheimer-Erkrankung (AD: engl.: Alzheimer's Disease) handelt es sich um eine
progressive, irreversible, neurodegenerative Form der Demenz, die nach ihrem
Erstbeschreiber von 1906, Alois Alzheimer, benannt wurde. Aktuell sind weltweit mehr als 55
Millionen Menschen an einer Demenz erkrankt. Diese Zahl wachst jedes Jahr um circa 10
Millionen Neu-Diagnosen [272]. Auch in Deutschland steigt die Zahl der Alzheimer-
Patient*innen rapide an. Ende des Jahres 2021 lebten circa 1,8 Millionen Menschen in
Deutschland mit einer Demenz. Im Jahr 2021 sind etwa 440.000 Menschen, mit einem Alter
Uber 65 Jahren, neu an einer Demenz erkrankt [22]. Dies hangt auch mit einer Zunahme der
mittleren Lebenserwartung und dem demographischen Wandel in Deutschland zusammen.
Anhand dessen ist mit einem vermehrten Neuauftreten neurodegenerativer Erkrankungen in
naher Zukunft zu rechnen [28,113,328]. Im Zeitraum von 2000 bis 2019 konnten die Diagnosen
Schlaganfall, Myokardinfarkt oder HIV-Infektion als Todesursache in den USA stetig reduziert
werden, wahrend die Alzheimer-Erkrankung als Todesursache um 145 % gestiegen ist [349].
Aktuell gibt es keine kurative Therapieform flr diese Erkrankung, weshalb diese Demenzform
weiterhin einen intensiven Gegenstand der aktuellen Forschung darstellt und der Pravention
eine besonders grof3e Rolle zukommt.

Unter allen Demenzformen stellt die Alzheimer-Erkrankung mit 50-70 % die haufigste Form
dar, wobei die Pravalenz mit dem Alter weiter zunimmt und bei den Uber 80-jahrigen
Patient*innen bei 30-40 % liegt [248]. Neben der Alzheimer-Demenz stellen die vaskulare
Demenz, die Lewy-Kdrper-Demenz oder die frontotemporale Demenz weitere Formen dar
[349]. Unter anderem kdnnen auch weitere Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder Chorea-
Huntington mit einer Demenz einhergehen [22].

Die Betroffenen einer Alzheimer-Erkrankung klagen zumeist Uber Gedachtnisstérungen und
Werkzeug-, Orientierungs- und Wortfindungsstérungen. Anhand der Symptomatik lasst sich
die Erkrankung in drei Stadien einteilen, wovon die milde kognitive Beeintrachtigung (engl.:
mild cognitive impairment, MCl) abgegrenzt werden muss [66]. Je nach Eintrittsalter wird

zwischen einer prasenilen (vor dem 65. Lebensjahr, early onset AD, EOAD, oder familiare
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Form der AD, FAD) und einer senilen, sporadischen (nach dem 65. Lebensjahr, late-onset AD,
LOAD) Demenzform unterschieden [168]. Mit circa 7 % aller Alzheimer-Demenzen in
Deutschland tritt die prasenile Form deutlich seltener als die senile Form auf [19]. Fir das
Auftreten sowohl der sporadischen als auch der prasenilen und der familiaren Form sind neben
dem Alter fur die senile Form auch genetische Faktoren verantwortlich. Dazu zahlen unter
anderem APOE4-Genotyp-Veranderungen fir die sporadisch auftretende Form [155] und
genomische Veranderungen fir beispielsweise APP, Presenilin-1 oder 2 fiir die prasenile Form
[156].

Meist aufRern sich die Symptome mit einer deutlichen Latenz im Vergleich zum
histopathologischen Korrelat, welches sich Uber Jahre hinweg schleichend entwickelt und
meist schon zehn bis 15 Jahre vor den ersten Symptomen beginnt [122].

Unter neuropathologischen Gesichtspunkten sind vor allem die mikroskopischen
Veranderungen von besonderem Interesse, da makroskopisch auller einer unspezifischen
kortikalen Atrophie keine spezifischen Auffalligkeiten fir die Alzheimer-Erkrankung definiert
werden kdnnen [55,235]. Auf mikroskopischer Ebene sind eine Reihe von charakteristischen
Veranderungen zu verzeichnen. Dazu gehdren die extrazellulare Amyloid-B-Plaque-
Ablagerung, neuritische Ablagerungen, zerebrale Amyloid-Angiopathien, Ansammlung
neurofibrillarer Blndel und eine granulovakuoldre Degeneration [55]. Grundsatzliche
Voraussetzungen fur die Diagnosestellung aus neuropathologischer Sicht sind extrazellulare
Amyloid-Plaques und intrazellulare neurofibrillare Konglomerate aus hyperphosphoryliertem
Tau-Protein. Finales Ergebnis dieser mikroskopischen L&sionen stellen der Verlust von
Synapsen und Neuronen dar, die die oben beschriebenen Symptome bedingen. Auf zellularer
Ebene flihren weitere Prozesse, beispielsweise im Energie-Metabolismus, der
Neuroinflammation der Mikroglia [294], oxidativer Stress [40], transkriptionelle Regulierung
[216] oder auch Veranderungen in der Lipidhomdostase [80,96] zum Ausbrechen der
Erkrankung.

Die extrazellulare Ablagerung von AB-Plaques im Gehirn ist zum einen durch Veranderungen
im Gleichgewicht der proteolytischen Spaltung von APP und zum anderen durch den
Katabolismus von anfallendem AR durch Neprilysin oder das Insulin-degradierende Enzym
bedingt [197].

APP ist ein Typ-I-Transmembranprotein, das sich auf der Zell-Oberflache befindet und auf
zwei unterschiedliche Weisen prozessiert wird. Dabei steht der nicht-amyloidogene
Prozessierungsweg dem der amyloidogenen Prozessierung gegeniber. Beim Ablauf der nicht-
amyloidogenen Prozessierung erfolgt die initiale Spaltung von APP innerhalb der AB-Sequenz
zwischen den Aminosauren Lysin-16 und Leucin-17 [339]. Daraus resultiert zum einen die

Ektodomane sAPPa (engl.: soluble APPa), welches mehrere neuroprotektive Eigenschaften
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besitzt, und das a-C-terminale Fragment (a-CTF)[116]. In gleicher Weise erfolgt die
Prozessierung von APP auf dem amyloidogenen Weg, indem hier APP durch die -Sekretase,
BACE"1 (engl.: B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1), prozessiert wird. Hierbei
entstehen die Ektodomane sAPP (engl.: soluble APPf) und das B-C-terminale Fragment (-
CTF). In einem weiteren Schritt spaltet der y-Sekretase-Komplex die beiden
membranstandigen C-terminalen Fragmente. Der y-Sekretase-Komplex setzt sich aus vier
Komponenten zusammen, diese sind Presenilin-1 und 2 (PS-1, PS-2), der Presenilin-
Verstarker-2 (PEN-2), Nicastrin (NCT) und der anteriore Pharynxdefekt (Aph-1). Daraus
resultiert in beiden Fallen die APP-intrazellulare Domane (engl.: APP intracellular domain,
AICD) und auf dem nicht-amyloidogenen Weg das p3-Protein, auf amyloidogenem Wege das
neurotoxische extrazellulare AR [39,218], welches Uber die Bildung von Oligomeren zu AB-
Plague-Ablagerung fuhrt. Gerade die Bildung der AB-Oligomere hat einen besonders hohen
neurotoxischen Effekt [136]. Zahlreiche Studien haben belegen kénnen, dass AICD in den
Zellkern wandert und dort fir die Expression vieler Gene, die fir die APP-Prozessierung von
Bedeutung sind, kodiert [34,93]. Der Ablauf beider Prozessierungswege ist in Abbildung 2

schematisch abgebildet.
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Abbildung 2: APP-Prozessierung. Die Prozessierung des Typ-I-Transmembranproteins APP
(engl.: amyloid precursor protein) kann Uber zwei Wege erfolgen. Rechts: Proteolytische
Prozessierung von APP durch die B-Sekretase BACE1 (engl.: B-site amyloid precursor protein
cleaving enzyme 1), fuhrt zur Bildung von extrazellularem sAPPf (engl.: soluble APPB) und dem
membranstandigen B-CTF (engl.: B-C-terminal fragment). Im Anschluss wird -CTF durch den y-
Sekretasekomplex in AR und AICD (engl.: APP intracellular domain) prozessiert. Links:
Proteolytische Prozessierung von APP durch die a-Sekretasen der ADAM-Familie, was in der
Bildung von sAPPa (engl.: soluble APPa) und a-CTF (engl.: a-C-terminal fragment) resultiert. In
einem zweiten Schritt wird das a-CTF in das neuroprotektive Protein p3 und AICD gespalten. Teile
der Abbildung wurden unter Verwendung von Servier Medical Art gezeichnet. Servier ist unter
Creative Commons Attribution 3.0. Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

lizenziert. Die Abbildung wurde verandert nach [97].

Bei den Proteasen, die die Enzymaktivitat der a-Sekretase vermitteln, handelt es sich um

Metalloproteinasen aus der ADAM-Familie [154]. Als Hauptvertreter der a-Sekretasen wurden
ADAM9, ADAM10 und ADAM17 identifiziert [340]. ADAM17, auch bekannt als TACE (engl.:

tumor necrosis factor-a converting enzyme), stellt dabei neben ADAM10 den Hauptanteil der

a-Sekretasen, dar [1]. In ADAM10-Knockout Mausen wurde festgestellt, dass die a-Sekretase-

vermittelte Verarbeitung von APP in Neuronen dieser Mause massiv reduziert war [129], was

darauf schlie3en lasst, dass ADAM10 ebenfalls einen groen Anteil der a-Sekretaseaktivitat

besitzt.
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Als ein Hauptvertreter der a-Sekretasen spielt ADAM10 in neuronalem Gewebe eine zentrale
Rolle. Durch die Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins innerhalb der AB-Sequenz wird eine
extrazellulare Ablagerung der AB-Plaques verhindert. Aus diesem Grund stehen sowohl
ADAM17 als auch ADAM10 im Fokus der Erforschung Alzheimer-spezifischer
Therapieoptionen [152]. Da sich sowohl APP als auch die a-Sekretase ADAM10 als
Transmembranproteine in und um die Plasmamembran der Zelle befinden, stehen sie auch
direkt mit der sie umgebenden Lipidzusammensetzung in Verbindung. Dabei wurde
herausgefunden, dass die amyloidogene Prozessierung von APP in bestimmten Arealen,
sogenannten lipid rafts, der Zellmembran lokalisiert ist [8,242], wahrend die nicht-
amyloidogene Prozessierung aullerhalb dieser lipid rafts stattfindet. Dadurch ist es
naheliegend, dass die Lipidumgebung auch einen direkten Einfluss auf die APP-Prozessierung

haben kann.

2.1.3 Die Rolle von ADAM10 im Lipidhaushalt

Der Einfluss von ADAM10 sowohl in gesundheitsférdernder als auch gesundheitsschadlicher
Sicht ist in der Vergangenheit intensiv untersucht worden. Einige seiner Funktionen stellen
mittlerweile zentrale Ausgangspunkte fir die potenzielle Therapie einzelner Erkrankungen dar.
So ist die a-Sekretaseaktivitdt von ADAM10 bei der APP-Prozessierung in Nervenzellen mit
einem verstarkten Ablauf der nicht-amyloidogenen Prozessierung und damit einhergehend
weniger AB-Produktion verbunden. Aufgrund dessen stellen sowohl ADAM10 als auch
ADAM17 weiterhin einen intensiven Gegenstand zur Erforschung maéglicher Therapieoptionen
in der Alzheimer-Erkrankung dar.

Interessanterweise wurden allerdings nicht nur positive Effekte von ADAM10 auf den
menschlichen Organismus herausgefunden. Es spielt, wie zuvor beschrieben, durch die
Interaktion mit bestimmten Substraten auch eine Rolle bei der Entstehung einzelner Tumor-
oder Nierenerkrankungen [12,306,311].

Als Typ-I-Transmembranprotein ist ADAM10 in die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran
und somit auch in den Lipidhaushalt der Membranen integriert. Es ist somit aber auch auf
optimale Umgebungsbedingungen innerhalb der Plasmamembran angewiesen, um seine
jeweiligen Funktionen ausfihren zu kénnen. Ob sich ADAM10 allerdings auch auf die
Bedingungen innerhalb der Membran und den gesamten Lipidhaushalt einer Zelle auswirkt,
wurde bis dato nicht untersucht. Daher beschaftigt sich die vorliegende Arbeit unter anderem
damit, wie sich die Deletion des Gens ADAM10 in humanen embryonischen Nierenzellen auf

die Lipidhomdostase auswirkt.
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2.2 Der Einfluss von ADAM10-Modulatoren auf die Lipidhomoostase

ADAM10 befindet sich, aufgrund seiner Beteiligung an unterschiedlichsten Funktionen, seit
langer Zeit im Fokus der Forschung. Dabei wurden, wie bereits beschrieben, mittlerweile Uber
40 Substrate identifiziert, woriber ADAM10 in verschiedenste Prozesse, Stoffwechselwege
und Regulierungen eingreift. Zusatzlich wird es aber auch mit der Entstehung einer Vielzahl
unterschiedlicher Krankheitsbilder in Verbindung gebracht, weshalb es als Ziel flr
verschiedene therapeutische Ansatze diskutiert wird.

Allerdings stellt die gezielte Inhibition einzelner Proteasen, wie beispielsweise auch ADAM10,
weiterhin eine grof’e Herausforderung fir die aktuelle Forschung und Pharmaindustrie dar
[314]. Durch sein ubiquitares Vorkommen und die Vielzahl an Substraten ist bei der Inhibition
von ADAM10 mit einer Reihe an unerwiinschten Nebenwirkungen zu rechnen, weshalb es
sich als attraktiv herausstellen kdnnte Uber die Verabreichung anderer Medikamente, die auch
auf ADAM10 Einfluss nehmen, eine wirksame therapeutische Option zu generieren [314]. Je
nach Krankheitsbild kénnten Medikamente zur ADAM10-Aktivitatssteigerung- oder Senkung
eingesetzt werden. Gerade bei Krankheitsbildern, die bis dato noch keine kurativen
Therapieoptionen besitzen, ist dieser Ansatz sinnvoll. Mit Blick auf die Alzheimer-Erkrankung
konnte ein verstarkter Ablauf der nicht-amyloidogenen Prozessierung durch eine
Aktivitatssteigerung der a-Sekretasen bei Patient*innen mit milder kognitiver Einschrankung
sinnvoll sein. Dabei kdnnte unter anderem eine erhohte transkriptionelle Regulation von
ADAM10 helfen.

Auf der Grundlage dieser Idee erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine Literaturrecherche,
welche Medikamente Einfluss auf die Transkription von ADAM10 nehmen. Dabei stellten sich
vor allem Gemfibrozil und Tamibarotene als potenzielle Substanzen heraus, die die
Expression von ADAM10 beeinflussen [314]. Auflierdem hat der Hauptbestandteil des
Trockengewichts von griinem Tee, das Epigallocatechin-3-gallat, einen positiven Einfluss auf
die Translation von ADAM10 [70].

Aus diesen Griinden kénnten diese drei Substanzen als potenzielle ADAM10-Modulatoren zur
Pravention der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung in Betracht gezogen werden.
Gemfibrozil und Tamibarotene wirken nach ihrer oralen Aufnahme systemisch auf den
gesamten menschlichen Organismus [200,244]. Durch den Konsum von griinem Tee wird
Epigallocatechin-3-gallat aufgenommen und gelangt tber die Resorption im Darm ins Blut und
wirkt somit ebenfalls auf alle Organe [79]. Durch ihr systemisches Wirken nehmen sie also
Einfluss auf eine Vielzahl von unterschiedlichen menschlichen Geweben. Die vorliegende
Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss von Gemfibrozil, Tamibarotene und Epigallocatechin-
3-gallat auf die Lipidhomdostase einzelner Zellen. Im Folgenden werden die drei ausgewahlten

Substanzen naher beschrieben.
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2.2.1 Epigallocatechin-3-gallat

Gruner Tee ist ein weltweit beliebtes Getrank und wird aus den Blattern der Pflanze Camelia
sinensis hergestellt. Jahrlich werden circa 600.000 Tonnen griner Tee getrunken, wobei sich
der Hauptanteil der Nutzung auf die asiatischen Lander verteilt [292]. Die Hauptbestandteile
bilden Katechine und Theanin. Beiden werden gesundheitsférdernde Auswirkungen auf den
menschlichen Organismus nachgesagt. Als wichtigster Vertreter der Katechine in grinem Tee
stellt das Polyphenol Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) mit 50-80 % die Mehrheit aller
Katechine in diesem Getrank dar [143,288,341] Andere Katechine in grinem Tee sind
Epigallocatechin, Epicatechin-3-gallat und Epicatechin.

Die chemische Struktur von EGCG besteht aus einem Carbonsaureester der Gallussaure mit

einem Alkohol und dem Katechin Epigallocatechin (siehe Abbildung 3).

HO O)

OH

OH

OH

Abbildung 3: Strukturformel von Epigallocatechin-3-gallat. Eigene Abbildung

Die Einflisse von EGCG auf den menschlichen Organismus und seine damit verbundenen
protektiven Effekte wurden in der Vergangenheit bereits eingehend untersucht und
beschrieben. Somit soll EGCG unter anderem einen protektiven Einfluss auf die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen haben, da Katechine allgemein als Radikalfanger von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bekannt sind [65,164]. AuRerdem ist der Einfluss auf die
Angiogenese in den letzten Jahren intensiv untersucht worden, weshalb EGCG auch anti-
kanzerogene Eigenschaften zugeschrieben werden [157], die unter anderem in Bezug auf
Lungen- und Brustkrebs eingehend untersucht wurden [144]. Als starkes Antioxidans und
Radikalfanger kann EGCG positiven Einfluss auf das Fortschreiten bei chronischen
Nierenerkrankungen nehmen, indem es Uber den NF-kB- und Nrf2-Signalweg zellulare
Mechanismen verandert [14]. Der Einfluss von EGCG auf die Unterdriickung von oxidativem
Stress, die damit verbundenen hepatischen Stoffwechselstérungen, Entziindungen und
Fibrose wurde auch auf die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD; engl.: non-

alcoholic fatty liver disease) untersucht. In mehreren randomisierten klinischen Studien,
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systematischen Reviews und Meta-Analysen wurde der Effekt von EGCG auf die Entstehung
und Linderung der NAFLD unterstrichen [296].

Daruber hinaus wurden infektionshemmende Eigenschaften von EGCG auf eine Vielzahl
viraler Erkrankungen belegt. Dabei wurden verschiedene Wirkungsweisen auf
unterschiedliche Virusfamilien, wie beispielsweise Flaviviridae, Retroviridae, oder
Orthomyxoviridae nachgewiesen. Wichtige Vertreter dieser Familien sind z.B. das Influenza-
Virus oder das Hepatitis-C-Virus [288]. Interessanterweise kann EGCG als Nrf2-Aktivator,
welches als zytoprotektiver Transkriptionsfaktor viele verantwortliche Gene fiir die oxidative
Stressregulation, Entgiftung, Entziindung, Immunitat und antivirale Reaktionen exprimiert,
auch das Eindringen und die Replikation von SARS-CoV-2 verringern [341]. Somit scheint
EGCG auch in der aktuellen Corona-Pandemie eine Méglichkeit zur Verhinderung eines
schlechten Verlaufs einer SARS-CoV-2-Infektion darzustellen.

In epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass der Verzehr von griinem Tee das Risiko an
einer Demenz zu erkranken verringern kann. In mehreren Tier- und Zellmodellen wurde der
modulierende Einfluss von EGCG auf die molekularen Mechanismen zur Entstehung der
Alzheimer-Erkrankung untersucht. Dabei konnte beispielsweise in einem Experiment im AD-
Mausmodell die Gabe von 2 mg/kg/Tag oder 6 mg/kg/Tag EGCG Uber vier Wochen die
Anhaufung von A signifikant reduzieren [111]. Der pathogenen AB-Bildung steht die nicht-
amyloidogene APP-Prozessierung mittels a-Sekretasen gegeniiber. EGCG erhdhte in AD-
Tiermodellen die sAPPa-Konzentration, die einen sekundaren Nachweis fir die vermehrte a-
Sekretase-Aktivitat darstellt [87]. Uber diese Mechanismen kann der Verzehr von grilnem Tee
einen protektiven Effekt auf die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen, wie
beispielsweise die Alzheimer-Erkrankung, nehmen. Eine Zusammenfassung der protektiven
Effekte von EGCG auf den menschlichen Organismus ist in Abbildung 4 dargestellt. Wie zuvor
beschrieben wurde der Einfluss von griinem Tee auf unterschiedliche gesundheitliche Aspekte
schon eingehend untersucht und ist auch weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung.
Allerdings gibt es bis dato nur wenige veréffentlichte Daten, wie und ob EGCG die Lipid-

Homoostase einzelner Zellen beeinflusst oder verandert.
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Abbildung 4: Gesundheitsfordernde Effekte von Epigallocatechin-3-gallat auf den
menschlichen Organismus. NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease, nicht-alkoholische
Fettlebererkrankung; Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von Servier Medical Art
gezeichnet. Servier ist unter Creative Commons Attribution 3.0. Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Eigene Abbildung.

2.2.2 Tamibarotene

Tamibarotene, auch Am80 genannt, ist ein seit 2005 ausschlielich in Japan eingesetztes
synthetisches Medikament zur Behandlung der rezidivierenden oder refraktaren akuten
Promyelozyten-Leukamie (APL). Dazu wird Am80 in zwei Dosen mit insgesamt 6mg/m?/Tag
oral fir maximal 8 Wochen verbreicht [200].

Es wird eingesetzt, wenn die Erstlinien-Therapie mit all-trans-Retinsdure (ATRA) in
Kombination mit Arsentrioxid nicht zur Remission flihrt. Tamibarotene ist ein synthetisch
hergestelltes Retinoid, das einen spezifischen Agonismus zum Retinsaurerezeptor (RAR) o/
besitzt [131]. Verglichen zu ATRA, einem natirlich vorkommenden Retinoid, ist Am80
chemisch weitaus stabiler und deutlich wirksamer. Tamibarotene halt die Plasmakonzentration
weitaus langer aufrecht als ATRA. In japanischen klinischen Studien wurde gezeigt, dass
Am80 bei APL-Patient'innen nach Rickfall bei einer ATRA-induzierten vollstandigen
Remission wirksam war [200].

Tamibarotene, auch 4-[(5,6,7,8-Tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl) carbamoyl]

benzoesaure, besitzt ein stabiles aromatisches Derivat der Retinsaure, welches zwei jeweils
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durch eine Amidbindung verbundene Benzolringe besitzt [200]. Die chemische Struktur ist in
Abbildung 5 dargestellt.

H3C H3
NH

H, S  CH,

Abbildung 5: Strukturformel von Tamibarotene. Eigene Abbildung.

Retinoat-Rezeptoren werden auch im menschlichen Gehirn exprimiert und spielen durch ihre
Regulation der Transkription eine zentrale Rolle bei neuronalen Stoffwechselwegen, die unter
anderem auch die Transkription mehrerer bei der Alzheimer-Erkrankung involvierter Gene
kontrollieren. Am80, als synthetisches Retinoid, gilt daher als Kandidat fur die Behandlung der
Alzheimer-Erkrankung [78]. In einem APP23-AD-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
Tamibarotene die Ablagerung von AR reduziert [137]. Durch die zusatzliche Interaktion von
Am80 mit den RAR/RXR-Rezeptoren kann aufierdem Einfluss auf die Expression von

ADAM10, durch die Regulierung der Transkription, genommen werden [314].

2.2.3 Gemfibroazil

Gemfibrozil ist ein Arzneimittel, das seit 1982 zur Senkung erhdéhter Triglycerid- und
Cholesterinwerte im Blutplasma eingesetzt wird [327]. Neben Bezafibrat und Fenofibrat gehdrt
es zu den Fibrinsdurederivaten (FSD) [36]. Es ist als unterstlitzende Behandlung zusatzlich zu
einer Diat oder einer unwirksamen medikamentésen Therapie mit anderen hypo-lipidamischen
Medikamenten bei schwerer Hypertriglyceridamie mit und ohne erniedrigtem High-Density-
Lipoprotein (HDL)-Cholesterinspiegeln, bei gemischter Hyperlipidamie, wenn ein Statin
kontraindiziert ist oder nicht vertragen wird, oder bei primarer Hypercholesterinamie bei Statin-
Intoleranz indiziert (Fachinformation Gevilon, Pfizer; [195]). Alle FSD bewirken eine starke
Senkung der Triglyceride ((TAG) 40-60 %), der very low-density Lipoproteine (VLDL), der low-
density Lipoproteine (LDL (10-20 %)) und erhéhen den HDL-Spiegel (5-20 %) [102,244].
Chemisch gesehen wird Gemfibrozil durch eine Ringmethylgruppe oxidiert und bildet ein

Hydroxymethyl- und ein Carboxymetabolit (siehe Abbildung 6).
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CH,
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Abbildung 6: Strukturformel von Gemfibrozil. Eigene Abbildung.

Eine Studie an kortikalen Neuronen von Mausen aus dem Jahr 2013 zeigte, dass Gemfibrozil
die Blut-Hirn-Schranke passiert und somit auch in das zentrale Nervensystem gelangt [45].
Die Hauptwirkung aller Fibrate beruht auf ihrem Agonismus am Peroxisom-Proliferator-
aktivierter-Rezeptor-alpha (PPARa). PPARs gehéren im Allgemeinen zur Familie der
Kernrezeptoren, welche die Genregulation des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels
beeinflussen [195]. Dieser Rezeptor wird prinzipiell in einer Vielzahl von Geweben exprimiert.
Hauptsachlich allerdings in metabolisch aktiven Geweben wie der Leber, dem Gehirn oder
dem Herzen. Zudem wurde auch eine Expression des Rezeptors in Lungen- und
Nierengewebe nachgewiesen (Gene-ID: 25747; [102,183,318]).

Die Bindung von Gemfibrozil an PPARa flihrt zu einer Konformationsanderung, auf die die
Bildung eines Heterodimers mit einem anderen Kernrezeptor, dem Retinoid-X-Rezeptor
(RXR), mit Hilfe von rekrutierten Ko-Aktivatoren, folgt. Dieser Komplex bindet an PPAR-
Response-Elemente, welche an die Promotorregion der Zielgene andocken. Dadurch findet
eine Regulierung der Genexpression statt [195]. Die VLDL-Spiegel werden gesenkt, da
Gemfibrozil den Abbau von VLDL-Triglyceriden in Hepatozyten fordert, indem es die Aktivitat
der extrazellularen Lipoproteinlipase erhéht, was in der Folge zu einem Rickgang der
Triglyceride im Serum fiihrt. Dementsprechend férdert die Aktivierung von PPARa die Lipolyse
von VLDL und Triglyceriden im Blut (schematische Darstellung in Abbildung 7 beispielhaft fir
TAG und VLDL).
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Gemfibrozil

Lipoproteinlipase f

VLDL + TAG im Serum ¢

Abbildung 7: schematischer Wirkmechanismus von Gemfibrozil. PPARa: Peroxisome-
proliferator-activated-receptor a; RXR: Retinoid-X-receptor; VLDL: very low-density lipoprotein; TAG:
Triglyceride. Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von Servier Medical Art gezeichnet.
Servier ist unter Creative Commons Attribution 3.0. Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) lizenziert. Abb. abgewandelt nach [11].

Daruber hinaus hemmt Gemfibrozil gleichzeitig die Synthese und erhdht die Clearance des
VLDL-Tragers Apolipoprotein B [102]. Der zugrundeliegende Wirkmechanismus dazu ist
jedoch nicht vollstandig aufgeklart [244].

Aulerdem wurde herausgefunden, dass Gemfibrozil die HDL-Cholesterinkonzentration im
Plasma erhdhen kann und daher méglicherweise die Folgen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
verringern kann [184].

Gemfibrozil wird in einer Dosierung von 600 mg zweimal taglich 30 Minuten vor den Mahlzeiten
am Morgen und am Abend empfohlen und wird nach der Einnahme schnell und vollstandig
resorbiert. Nach einer Einzeldosis von 600 mg Gemfibrozil wird nach ein bis zwei Stunden eine
Spitzenplasmakonzentration von 20 mg/l (= 79,89 umol/l) erreicht. Ein Steady-State wird
innerhalb von ein bis zwei Wochen erreicht, wenn 600 mg Gemfibrozil zweimal taglich
eingenommen wird. Es ist zu 97 % an Serumalbumin gebunden und wird nach der
Metabolisierung in der Leber grofdtenteils Uber den Urin (70 %) durch Bindung an
Glucuronidkonjugate ausgeschieden [244]. Die mittlere Eliminationshalbwertszeit von
Gemfibrozil betragt 7,6 Stunden. Es kann mehrere Monate dauern, bis die maximale Wirkung
von Gemfibrozil erreicht ist. Das Medikament ist bei allen Patient*innen mit Dyslipidamie vom
Typ Il oder héher sowie bei Patient*innen mit deutlich erhéhten Serum-Triglyceridwerten (>7,5

g/l) und erhdéhtem Pankreatitisrisiko indiziert [244].
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Die am haufigsten beschriebenen Nebenwirkungen betreffen den Magen-Darm-Trakt, wie
Durchfall und Ubelkeit. Hautausschlag, Muskuloskelettale-Beschwerden (Myalgie,
Rhabdomyolyse) und Cholelithiasis sind ebenfalls beschrieben worden. Neben einer schweren
Nieren- oder Leberinsuffizienz sind Schwangerschaft und Stillzeit die haufigsten
Kontraindikationen fir die Anwendung von Gemfibrozil, ebenso wie Erkrankungen des
Gallensystems [302]. Bei kombinierter Einnahme von Statinen und Gemfibrozil wurde eine
erhdhte Inzidenz von Rhabdomyolyse beobachtet [302].

Aufgrund der Bindung an PPARa und dessen Expression in einer Vielzahl verschiedener
Gewebe, ist davon auszugehen, dass Gemfibrozil auch auf andere Organe Einfluss nehmen
kann.

Zahlreiche Studien weisen auf eine zusatzliche Wirkung von Gemfibrozil auf andere
Krankheiten hin. So hat Gemfibrozil nachweislich einen positiven Effekt auf die Vorbeugung
der Entwicklung von neurodegenerativen Erkrankungen, z.B. der Alzheimer-Erkrankung [60].
In der Helsinki Heart Study wurde gezeigt, dass eine Langzeittherapie mit Gemfibrozil das
Auftreten von kardialen Ereignissen signifikant reduziert [77].

Im Laufe der Jahre wurden sowohl die Wirksamkeit von Gemfibrozil als Fibrat zur Senkung
der Blutfette als auch sein Wirkmechanismus eingehend untersucht. Dagegen gibt es nur
wenige Daten, wie Gemfibrozil auf verschiedene Organe und deren Lipid-Homoostase in

peripheren Zellen wirkt.
2.3 Der Einfluss von Methylxanthinen auf die Alzheimer-Erkrankung

2.3.1 Molekulare Grundlagen

Methylxanthine sind Derivate der Purinbase Xanthin (2,6-Dihydroxypurin), die mit zusatzlichen
Methylgruppen am Stickstoff der Xanthinstruktur (R1, R2, R3) verbunden sind (siehe
Abbildung 8). Das naturlich vorkommende Methylxanthin Koffein (K) ist durch drei zusatzliche
Methylgruppen gekennzeichnet (1,3,7-Trimethylxanthin), wahrend Theophyllin (TP) und
Theobromin (TB) zwei zusatzliche Methylgruppen an unterschiedlichen Positionen aufweisen
(Theophyllin = 1,3-Dimethylxanthin; Theobromin = 3,7-Dimethylxanthin). Insbesondere
synthetische Methylxanthine, die als Arzneimittel verwendet werden, haben neben der
Methylgruppe an der Position R2 weitere funktionelle Gruppen an den Positionen R1 und R3.
So hat Pentoxifyllin (P) neben den Methylgruppen an R2 und R3 eine Oxohexylgruppe an R1
(3,7-Dimethyl-1-(5-oxohexyl)purin-2,6-dion), und Propentofyllin (PF) hat anstelle einer
Methylgruppe eine Propylpuringruppe an R3 (3-Methyl-1-(5-oxohexyl)-7-propylpurin-2,6-dion).

20



Einleitung

R\ ;‘3 R1 R2 R3
\N N Koffein methyl- methyl- methyl-
)\ | > Theophyllin methyl- methyl-
o " N Theobromin | __methyl- methyl-
I

Pentoxifyllin oxohexyl-| methyl- methyl-
R2 Propentofyllin oxohexyl-| methyl- | propylpurin-

Abbildung 8: chemische Grundstruktur des Xanthins. Die Tabelle zeigt die Kombination der
Seitenketten fir die unterschiedlichen Xanthin-Derivate Koffein, Theophyllin, Theobromin, Pentoxifyllin
und Propentofyllin. Abb. abgeandert aus [125].

2.3.2 Einsatzgebiete

Interessanterweise hat sich die kritische Sicht auf Koffein, das in Kaffee vorkommt, als
beliebtestes MTX drastisch verandert. Wahrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass
die Einnahme von Koffein bei vielen Krankheiten kontraindiziert ist oder nachteilige
Wirkungen hat, zeigen neuere Erkenntnisse potenziell positive Wirkungen bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder der Alzheimer-Erkrankung
[221]. Die weiteren natirlich vorkommenden Methylxanthine Theophyllin und Theobromin
werden weltweit in grolem Umfang konsumiert und sind in griinem oder schwarzem Tee (K,
TP) und Kakao (TB) enthalten [74,271]. 81,2 % der Teilnehmer*innen einer Studie unter
deutschen Burger*innen, in der die zeitliche Entwicklung des Konsums nichtalkoholischer
Getranke untersucht wurde, gaben an, haufig Kaffee zu trinken [270]. Neben Kaffee sind vor
allem griiner und schwarzer Tee hinter Wasser die haufigsten nicht-alkoholischen Getranke.
Methylxanthine kbnnen nach oraler Aufnahme leicht aus dem Verdauungstrakt resorbiert
werden und sind fir ihre psychostimulierende Wirkung bekannt [209]. Aul3er der nattirlichen
oralen Aufnahme durch Kaffee, Tee oder kakaohaltiger Schokolade, finden Methylxanthine
auch im medizinischen Rahmen Anwendung, wo vor allem die beiden synthetisch
hergestellten Methylxanthine Pentoxifyllin und Propentofyllin genutzt werden. Alle Xanthin-
Derivate beeinflussen nachweislich die Thrombozytenfunktion und die arterielle
Gefalerweiterung, weshalb diskutiert wird, ob sie Bluthochdruck, arterielle Thrombosen oder
sogar Myokardinfarkte verhindern kénnen [212]. Methylxanthine kénnen die Bluthirn-
Schranke passieren und wirken dementsprechend auch im zentralen Nervensystem. Uber
ihre antagonisierende Wirkung am Adenosin-Rezeptor werden ihnen positive Eigenschaften
bei neuronalen Erkrankungen wie beispielsweise der Schizophrenie, Morbus Parkinson oder
der Alzheimer-Erkrankung zugeschrieben [124,221,261]. In der Neonatologie wird Koffein bei
Frih- und Neugeborenen zur Verhinderung von Apnoen eingesetzt. Dies wird erreicht, indem
es einen stimulierenden Einfluss auf das Atemzentrum nimmt [295]. Des Weiteren werden

MTX zur Bekdmpfung von Atemwegserkrankungen in der Padiatrie eingesetzt [220]. In der
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Pulmologie wird diskutiert, ob Methylxanthine zur supportiven Behandlung der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung und Asthma eingesetzt werden kdnnten, da sie

Bronchialkrampfe lindern sollen [348].
2.3.3 Wirkmechanismen

Der Konsum von Koffein I6st zahlreiche pharmakologische Effekte aus. Dazu zahlen neben
der Stimulation des zentralen Nervensystems auch eine Tachykardie, Blutdrucksteigerungen,
Bronchodilatation oder eine gesteigerte Darmperistaltik und Diurese [35]. Anwendung findet
es daher vor allem als mildes Psychostimulans.

Ursache fir diese Wirkungen sind verschiedene molekularchemische Ansatzpunkte. Alle
Methylxanthine wirken Uber den Antagonismus der purinergen P1-Rezeptoren, vor allem der
Adenosin-A1- und A2A-Rezeptoren [75]. Durch diese Blockierung wird das hemmende
endogene Adenosin reduziert und verschiedene zellulare Signalwege moduliert. Auf diesem
Wege wird beispielsweise die dopaminerge Wirkung im zentralen Nervensystem erhoht und
somit eine psychostimulierende Wirkung erzielt. In héheren, nicht durch Kaffee-, Tee- oder
Kakaokonsum zu erreichenden, Dosen kdnnen Methylxanthine durch die Hemmung der
zyklischen Nukleotidphosphodiesterasen eine Modulation der y-Aminobuttersdurerezeptoren
erreichen [10]. AuBerdem nehmen Methylxanthine tber verschiedene Mechanismen Einfluss
auf die Transkription. Koffein, Theobromin und Theophyllin binden dosisabhangig Uber
Wasserstoffbriickenbindungen an alle Basenpaare der nativen Doppelhelix-DNS [128].
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Koffein und Theophyllin die Replikation des humanen
Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) unterdriicken kénnen, indem sie spezifische Kinasen, die fur
die retrovirale DNS-Integration verantwortlich sind, hemmen [215]. Des Weiteren scheinen
Methylxanthine die Adenosin-Rezeptor-Genexpression zu regulieren. Durch die Bindung an
den Adenosin-Rezeptor wird ein G-Protein-abhangiger Einfluss auf die Umwandlung von
Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) bewirkt. cAMP wirkt
als allosterischer Effektor fir die Proteinkinase A, die Transkriptionsfaktoren wie das cAMP-
Response-Element-bindende Protein (CREB) phosphoryliert [198]. Interessanterweise
kénnen Beeintrachtigungen der CREB-Signallbertragung, die fiir die neuronale Plastizitat und
die Bildung des Langzeitgedachtnisses wichtig ist, mit pathologischen Zustdnden in
Verbindung gebracht werden, die bei neurodegenerativen Krankheiten wie der Alzheimer-
Erkrankung auftreten [269]. Neben diesen  Wirkmechanismen, einschliellich
Adenosinrezeptoren, direkter Interaktion mit der DNA und Modulation von Histondeacetylasen,
konnten Methylxanthine auch direkt wirken, beispielsweise als Antioxidans. In einer 2019
veroffentlichten Studie von Janitschke et al. zum Effekt von Methylxanthinen auf die AB-

Homdostase in der Neuoblastomzelllinie SH-SY5Y, konnte gezeigt werden, dass
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Methylxanthine auRerdem einen positiven Effekt auf die Proteinstabilitdt der a-Sekretase

ADAM10 besitzen und somit den nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg begunstigen [124].
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2.4 Fragestellung der Arbeit

Aus dem Bericht der WHO zur Alzheimer-Erkrankung aus dem Jahr 2022 geht hervor, dass
weltweilt mehr als 55 Millionen Menschen an Alzheimer erkrankt sind (WHO-Bericht, 2022).
Neben der zunehmenden Lebenserwartung und der steigenden Pravalenz an Demenz im
fortgeschrittenen Alter zu erkranken, ist davon auszugehen, dass diese Zahl weiter steigen
wird. Ein histopathologisches Korrelat und Charakteristikum der Erkrankung stellt die
extrazellulare Amyloid-B-Plaque-Ablagerung dar. Diese kann durch eine vermehrt ablaufende
nicht-amyloidogene Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins, durch eine Intensivierung
der a-Sekretasen, verringert werden. Als ein Hauptvertreter der a-Sekretasen konnte ADAM10
identifiziert werden. Als Typ-I-Transmembranprotein ist es in die Plasmamembran der Zellen
eingelagert und steht somit in direkter Verbindung zur umgebenden Lipidkonstellation der
Zelle.

Diese Arbeit beschaftigt sich im ersten Teil mit der Frage, inwiefern das Fehlen von ADAM10
Auswirkungen auf die Lipidzusammensetzung der Zelle hat. Dazu wurde mittels CRISPR-
Cas9-Methode der Knockout von ADAM10 in HEK-Zellen bedingt und diese anschlieend

semiquantitativ mittels Massenspektrometrie analysiert.

Aktuell besteht noch kein Durchbruch in der Therapie der Alzheimer-Demenz, weshalb der
Pravention der Erkrankung weiterhin eine besondere Rolle zukommt. Solange allerdings noch
keine Therapie der Alzheimer-Erkrankung bekannt ist, kénnte die Nutzung etablierter
Medikamente oder Substanzen, die einen aktivitatsfordernden Effekt auf ADAM10 haben, eine
Option in der Reduzierung der AB-Plaques und dementsprechend in der Behandlung
darstellen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde sich daher mit der Frage auseinandergesetzt,
inwiefern sich die ADAM10-Modulatoren Epigallocatechin-3-gallat, Tamibarotene und

Gemfibrozil auf die Lipidzusammensetzung in SH-SY5Y-, HEK- und Calu-3-Zellen auswirken.

Gerade in den frihen Stadien der Erkrankung koénnen praventive Interventionen ein
Voranschreiten der Erkrankung verlangsamen, was mit einer verringerten Zahl der Demenz-
Patient*innen einhergehen wirde und somit die negativen Auswirkungen auf unser
Gesundheitssystem in den nachsten Jahren reduzieren kdonnte. Eine Moglichkeit praventiv
einzuwirken, ware die Aufnahme von Methylxanthinen Uber die Nahrung oder als
Pharmazeutika. Methylxanthine werden weltweit in groRem MalRe konsumiert und haben
zusatzlich ein breites Anwendungsspektrum in der klinischen Medizin. So werden sie nicht nur
als supportive Therapie in der Neonatologie oder Pulmologie zur Behandlung von

Atemwegserkrankungen eingesetzt, sondern haben auch einen positiven Einfluss auf
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neurodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer-Erkrankung, Morbus Parkinson, Chorea
Huntington oder Multiple Sklerose.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit soll die Frage adressiert werden, inwiefern die naturlich
vorkommenden Methylxanthine Koffein, Theobromin und Theophyllin und die synthetischen
Xanthin-Derivate Pentoxifyllin und Propentofyllin Einfluss auf die transkriptionelle Regulation

von Alzheimer-relevanten Genen nehmen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1

In Tabelle 1 und der Tabelle 2 sind alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten

Verbrauchsmaterialien und Chemikalien inklusive deren Hersteller- bzw. Kooperationspartner

Material und Methoden

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

aufgelistet.

Tabelle 1: Chemikalien, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung fanden.
Chemikalie Hersteller

Agar-Agar Carl Roth

Agarose Carl Roth

Am80 (Tamibarotene)

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Ammoniumacetat

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Ampicillin Carl Roth

Bicinchoninsdure Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
BSA Carl Roth

BSA, fettsaurefrei Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
CaClz Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Chloroform, HPLC-grade Merck Millipore

DMEM Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
DMEM-F12 Thermo Fisher

DMSO Carl Roth

ECL-Hyperfilm Amersham

ECL-Ldsungen (Western Lightning Plus ECL)  Perkin Elmer

EDTA Carl Roth

Epigallocatechin-3-gallat

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Entwicklerlésung GBX

Kodak

Ethanol, HPLC-grade

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Fast SYBR Green Master Mix

Applied Biosystems

FCS PAN Biotech

Fixiererlésung Kodak

Gemfibrozil Gevilon ©, Pfizer

Glycerin Carl Roth

Glycin Carl Roth

Hefe-Extrakt Carl Roth

Hepes Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Isopropanol, HPLC-grade

VWR

Kaliumacetat

Carl Roth

Koffein Thermo Fisher Scientific
L-Glutamin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Lipofectamine 2000 Life Technologies

MnCl. Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

MEM-Aminosdure-Lésung

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

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)
NP-40 Substitute Fluka

Opti-MEM Life Technologies
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Penicillin/Streptomycin-Lésung

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Pentoxifyllin

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

PITC

Merck Millipore

Propentofyllin

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Propidium lodid

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

ProteingrélRenmarker Page Ruler

Promega

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

SDS Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Theobromin Merck (ehemals Sigma-Aldrich)
Theophyllin Thermo Fisher Scientific

Tricin Biomol

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

Trizma Base Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

TRIzol Reagenz

Life Technologies

Trypsin/EDTA-L6sung

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Tween-20

Merck (ehemals Sigma-Aldrich)

Wasser, HPLC-grade

VWR

Wasser, RNase-frei Qiagen

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung fanden.
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, weily Nunc
96-Vertiefung-Sammelplatte Nunc
96-Vertiefung-Sterilfilterplatte Merck Millipore
ECL-Hyperfilm Amersham
Einfrier-Réhrchen, 1.8 ml Nunc
Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 ml Sarstedt
Filterpapier Whatman
Fotokopierfolie DIN A4 Xerox
Glasflaschen, 2 ml NeolLab

Glas-Kugelchen fiir Minilys-Homogenisator, 0,5 mm

Glaspipetten NeolLab
Glasréhrchen Wheaton
Gummischaber Hartenstein

Keramik-Kugelchen fiir Minilys-Homogenisator, 1,4 mm

Nitrozellulosemembran 0,45 um Porengroflie Whatman
Pasteurpipetten VWR
Petrischalen Sarstedt
Reaktionsgefalt (PCR) 200 ul Biozym Scientific
Reaktionsgefafl 1,5 mi Eppendorf
Reaktionsgefalt 2 mi Eppendorf
Silikonmatte Nunc

Spritzen 1 ml

Becton, Dickinson and Company

PEQLAB Biotechnology

PEQLAB Biotechnology
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Tris-Tricin-Gele, 10-20 %

Anamed Gelelektrophorese

Ultrazentrifugenréhrchen

Beckman Coulter

Verschlussfolie fur 96-Vertiefungsplatten

PEQLAB Biotechnology

Verschlussfolie fir RT-PCR-Platten

Thermo Fisher Scientific

Zellschaber

Corning

3.1.2 Gerate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate und Zubehor sowie deren Hersteller sind in

Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Gerate und Zubehér, die in der vorliegenden Arbeit Verwendung fanden.
Gerat / 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-Multipipette 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

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
Inkubationsschuttler New Brunswick Innova 44 Eppendorf

Inkubator HeraCell 150 Heraeus
Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon

Magnet-Heizrihrer MR2002

Heidolph Instruments

Mikrowelle

Continent

Minilys Homogenisator

PEQLAB Biotechnology

N2 Abdampfvorrichtung EVA-EC

VLM

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific

Neubauer-Zahlkammer

Superior Marienfeld

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)

Prazisonswaage EW Kern
Roéntgenkassette Quanta lll 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

Stickstofftank, -196 °C GT 140

Air Liquide
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TransBlot Gel-Halter mit Schwammen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad

Turbo Spray-lonenquelle AB Sciex
Ubertopftaumler Reax2 Heidolph Instruments
Ultraschallsonde Sonopuls HD2070 Bandelin
Ultraschall-Wasserbad USR1 Julabo

Ultrazentrifuge Optima LE-80K

Beckman Coulter

Vortex Genie2

Bender & Hobein

Warmeschrank UT12 Heraeus
Wasserbad GFL
Wheaton-Schuttler Multi Reax Heidolph Instruments
Wippschuttler SkyLine Shaker S-4 ELMI

Wipptisch Rocky Labortechnik Frébel
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

3.1.3 Zelllinien

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Zelllinien sind in Tabelle 4 aufgelistet. Zusatzlich

befindet sich in dieser Tabelle eine kurze Beschreibung der jeweiligen Zelllinie inklusive

Herkunft der entsprechenden Zelllinie.

Tabelle 4: Ubersicht, iiber die in dieser Arbeit genutzten Zelllinien.

Zelllinie Beschreibung/Herkunft

Calu-3 Wt Humane Lungenkrebs-Zelllinie (Wildtyp) [73]

HEK Wt Humane embryonale Nieren-Zelllinie (Wildtyp) [89]

HEK ADAM10- HEK-Zelllinie mit per CRISPR-Cas9 Methode (nach [247]) deletiertem

ADAM10-Gen / generiert im Rahmen dieser Arbeit

HEK mock zu ADAM107~ HEK-Zelllinie

Uberexpression des CRISPR-Cas9

Leerplasmids pSpCas9-2A-(BB)-Puro; [247]; Kontrollzelllinie zu HEK-
ADAM10"- / generiert im Rahmen dieser Arbeit

Hep-G2 Wt Humane Leberkrebs-Zelllinie (Wildtyp) [2]

SH-SY5Y Wt Humane Neuroblastom-Zelllinie (Wildtyp) [258]

3.1.4 Substanzen

Die in Tabelle 5 aufgefiihrten Substanzen wurden in ihrem jeweiligen Lésungsmedium zu

Stocklésungen von 1 mM flir Am80, Gemfibrozil und alle Methylxanthine und von 2,5 mM fir

EGCG geldst und zur Inkubation auf verschiedene Zellen genutzt.
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Tabelle 5: Ubersicht, iiber die in dieser Arbeit genutzten Substanzen.

Substanz Handelsname Herkunft Gelost in
Am80 Amnolake® Sigma-Aldrich DMSO
EGCG - Sigma-Aldrich ddH20
Gemfibrozil Gevilon® (Pfizer) Pfizer Ethanol
Koffein - Thermo Fisher Scientific ddH20
Pentoxifyllin - Merck ddH20
Propentofyllin - Merck ddH20
Theobromin - Merck ddH20
Theophyllin - Thermo Fisher Scientific ddH20

3.1.5 Antikorper

Tabelle 6 listet die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper fur proteinbiochemische Analysen
auf. Die spezifischen, fir den immunologischen Proteinnachweis gewahlten, Blockier- und

Inkubationsbedingungen sind der Tabelle 35, Kapitel 3.2.2.13 zu entnehmen.

Tabelle 6: Ubersicht, iiber die in dieser Arbeit genutzten Antikorper.
Bezeichnung Epitop Klonalitat Verwendung Hersteller / Quelle
W02 APP (Aminosauren monoklonal sAPPa-Western Millipore, Billerica,
finf bis zehn der Blot MA, USA
humanen AB-
Sequenz)
P0260 Maus-IgG polyklonal HRP-gekoppelter DAKO

Sekundarantikorper
fir Western Blot

3.1.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 7 listet alle in der vorliegenden Arbeit genutzten kommerziellen Kits auf.

Tabelle 7: Ubersicht, iiber die in dieser Arbeit zur Verwendung gekommenen
kommerziellen Kits.

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

transformierten Bakterien

GenElute Mammalian Genomic Isolierung chromosomaler DNS aus Sigma Aldrich
DNA Miniprep Zellen

High-Capacity cDNA Reverse Komplementdre DNS-Synthese zur Thermo Fisher Scientific

Transkription Kit Genexpressionsanalyse
QlAquick PCR Purification Kit Restriktionsverdau von DNS Qiagen
Fast-Link DNA Ligation Kit Ligation von DNS-Fragmenten Epicentre
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3.1.7 Plasmide

In Tabelle 8 ist das in der vorliegenden Arbeit verwendete Plasmid aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht, iiber das in dieser Arbeit genutzte Plasmid.

Plasmid Verwendung Selektion
pSpCas9(BB)-2A-Puro Deletion von humanem ADAM10  E.coli DH5a: Amp. 100 pg/ml,
ADAM10-KO HEK: Puromycin: 2 ug/ml

3.1.8 Oligonukleotide

In der vorliegenden Arbeit wurden Oligonukleotide verwendet, die von Eurofins Genomics
(Ebersberg) hergestellt wurden. Es wurden Stocklésungen mit ddH-O in der Konzentration von
100 uM angefertigt. Tabelle 9 listet die Oligonukleotide auf, die zur Erstellung eines Plasmids
zur Gendeletion mittels CRISPR/Cas9-Methode (Kapitel 3.2.1.12) verwendet wurden.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide zur Deletion von ADAM10 mittels CRISPR/Cas9-

Methode.

Gen Name Nukleotidsequenz (5° -> 3)

ADAM10 ADAM10-KO-fwd CACCGGTGTAAATATGAGAGGTATC
ADAM10-KO-rev AAACCACATTTATACTCTCCATAGC
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3.2 Methoden
3.21 Mikro- und molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Herstellung chemokompetenter Bakterien

(nach [107])

Unter dem Begriff Chemokompetenz wird die Fahigkeit verstanden, fremde
Desoxyribonukleinsdure  (DNS) aus dem umliegenden Medium aufzunehmen
beziehungsweise transformieren zu kénnen [44]. Diese Fahigkeit kdnnen sich Escherichia coli
(E. coli) DH5a-Zellen, benannt nach dem amerikanischen Biologen Douglas Hanahan, nach
Einbringen der Chemokompetenz zu Nutze machen. Zunachst wurde dafir ein
Verdinnungsausstrich einer E. coli DH5a-Kultur auf LB-Agar (engl.: lysogeny broth) (siehe
Tabelle 10) angefertigt und dieser tber Nacht bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurde, um eine
Vorkultur herstellen zu kénnen, eine Einzelkolonie steril in 2 ml LB-Medium (siehe Tabelle 11)
Uberfiihrt. Diese Vorkultur wurde dann bis zu einer sichtbaren Triibung bei 37°C fur circa sechs
bis acht Stunden schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen einer ausreichenden Tribung wurde die
Vorkultur vollstandig unter sterilen Bedingungen in 200 ml LB-Medium, welches auf 37°C
vorgewarmt wurde, in einem Erlenmeyerkolben pipettiert und im Anschluss weiterhin bei 37°C
schittelnd inkubiert. Um GbermaRiges Wachstum der Kultur zu vermeiden, wurde die optische
Dichte (OD) regelmaRig kontrolliert. Bei Erreichen einer OD600 von 0,5 wurde die Kultur auf
Eis gestellt, um weiteres Wachstum zu verhindern und die Kultur abzentrifugiert. Daftir wurden
die Bakterienkulturen auf autoklavierte Zentrifugenréhrchen (Nalgene) verteilt und in der
Beckman-Zentrifuge (Avanti J-20 XP, Rotor JA-25.50) bei 7.000 x g und 4°C fur 10 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die pelletierten E.coli DH5a-Zellen mit 64 ml 4°C kaltem
TFB1-Puffer (siehe Tabelle 12) resuspendiert und fir 90 min auf Eis inkubiert. Die Kulturen
wurden im Anschluss erneut fir 10 min bei 7.000 x g und 4°C in der Beckman-Zentrifuge
zentrifugiert. Die gewonnen Pellets wurden in insgesamt 6,4 ml 4°C kaltem TFB2-Puffer
(Tabelle 13) resuspendiert und in 100ul-Aliquots auf sterile 1,5ml-Reaktionsgefalte aufgeteilt.
Zur Lagerung wurden sie in flissigem N2 schockgefroren und bei -80°C gelagert. Vorher wurde
zur Reinheitskontrolle der Kultur ein Kontrollausstrich auf LB-Agar bei 37°C Uber Nacht
inkubiert.
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Tabelle 10: LB-Agarplatten fiir Bakterien.

Komponente Konzentration
LB-medium siehe oben
Agar 1,5 % (w/v)

In Wasser lésen, autoklavieren und nach Abkihlung auf circa 60°C in Petrischalen gief’en und

ausharten lassen.

Tabelle 11: LB-Medium fiir DH5a-Zellen.

Komponente Konzentration
Bacto-Trypton 1 % (wiv)
Hefe-Extrakt 0,5 % (wiv)
NaCl 0,5 % (w/v)

In ddH20 I6sen, auf pH 7,0 einstellen mit HCI und autoklavieren, nach Abkuhlung zugeben von 100

pg/ml Ampicillin,

Tabelle 12: Zusammensetzung des TFB1-Puffers.

Komponente Konzentration
RbCI 100 mM

MnCl2 50 mM
CH3COOK 30 mM
Glycerin 15 % (v/v)

In ddH20 Iésen, mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen, sterilfiltrieren und bei 4°C lagern.

Tabelle 13: Zusammensetzung des TFB2-Puffers.

Komponente Konzentration
RbClI 10 mM

CaClz 75 mM

MOPS 10 mM
Glycerin 15 % (viv)

In ddH20 I8sen, mit NaOH pH 8 einstellen, autoklavieren und bei 4°C lagern.
3.2.1.2 Retransformation chemokompetenter Bakterien mit Plasmid-DNS

(nach [262])

Mit dieser Methode sollte die Vermehrung von Plasmid-Desoxyribonukleinsaure (DNS) durch
Bakterien erfolgen, womit in spateren Schritten eine Transfektion humaner Zellen durchgefuhrt
werden konnte. Daflir wurden die vorher generierten chemokompetenten E. coli DH5a-Zellen
langsam aufgetaut, um nach Hinzugabe von circa 100 ng der zu amplifizierenden Plasmid-
DNS die Lésung fir 20 min auf Eis zu inkubieren. Daraufhin wurden die Zellen fiir 90 s zum
Hitzeschock in ein 42°C warmes Wasserbad gestellt, um die Plasmid-DNS in die Bakterien
einzubringen. Parallel dazu wurde eine Negativkontrolle ohne Zugabe von Plasmid-DNS
identisch verarbeitet. Der Ansatz zur Transformation wurde anschliefend in 1 ml LB-Medium,
welchem Kaliumchlorid (10 mM) und Magnesiumsulfat (4 mM) hinzugefigt wurden,
resuspendiert. Diese Kultur wurde bei 37°C und 220 rpm fir 60 min inkubiert. Nach

Uberfihrung der Bakterienzellen in 1,5 ml-Reaktionsgefafte wurden diese fiir 2 min bei 4000
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x g und 4°C zentrifugiert und sedimentiert. Die Pellets wurden in 200 pl NaCl aufgenommen.
Ein verdiinnter und ein unverdiinnter Ansatz wurden anschlief’end auf eine Ampicillin-haltige
Agarplatte, mit einer Endkonzentration des Antibiotikums von 100 pg/ml, ausgestrichen und
bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden unter sterilen Bedingungen
einzelne Klone der Bakterienkolonien zum Animpfen einer Vorkultur verwendet. Die Vorkultur
bestand aus 2 ml Ampicillin-versetztem LB-Medium. Diese wurden flir sechs Stunden bei 37°C
und 220 U/min inkubiert. Im Anschluss wurde zum Animpfen einer Ubernacht-Kultur die Vor-
Bakterienkultur in 250 ml Ampicillin-versetztes LB-Medium Uberfiihrt und erneut bei 220 U/min
und 37°C inkubiert. Durch die geringe Verdopplungszeit von DH5a-Zellen kam es zu einer
Amplifizierung der Plasmid-DNS, welche am nachsten Tag isoliert werden konnte (siehe
Kapitel 3.2.1.4).

3.21.3 Stammkonservierung

(nach [262])

Um den gewonnenen transformierten E. coli DH5a-Stamm zu konservieren, wurden tribe
Kulturen in 1,5 ml Kryoréhrchen pipettiert und mit 20 % Glycerin zu einem Gesamtvolumen
von 1 ml versetzt. AnschlieRend wurden die Kulturen in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

3.2.1.4 Isolation von Plasmid-DNS aus transformierten Bakterien

(nach Herstellerprotokoll Endo Free® Qiagen Plasmid Maxi Kit, Version Dezember 2016)
Mittels dieses Kits konnte eine Endotoxin-freie Isolation von Plasmid-DNS fiur in der
vorliegenden Arbeit folgende Transfektionen gewonnen werden. Dazu wurde das Endo Free®
Qiagen Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben genutzt. Um die Reinheit der isolierten DNS
von Zellmembran-Einheiten der Gram-negativen Bakterien, welche durch Lyse entstehen, zu
gewahrleisten, setzt das Kit auf spezielle Filtereinheiten.

Mithilfe des NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrometers konnten die Konzentration und die
Reinheit der isolierten Plasmid-DNS ermittelt werden. Dabei kann Uber die ermittelte Extinktion
bei einer Wellenlange von 260 nm (Extinktionsmaximum von Nukleinsduren) Rickschluss auf
die Konzentration der isolierten Plasmid-DNS gezogen werden. Eine Extinktion E = 1 bei
doppelstrangiger DNS entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml. Die Extinktionsmaxima
von Proteinen (280 nm) und organischen Verbindungen (230 nm) wurden zur Ermittlung des
Reinheitsgrades der isolierten Plasmid-DNS zu Hilfe genommen. Mittels 260/230- und
260/280-Quotienten wurde somit das Mal} an Verunreinigung durch Proteine oder organische
Verbindungen der DNS bestimmt. Ein 260/280-Quotient von 2,2 entspricht reiner DNS,
weshalb in der vorliegenden Arbeit nur DNS mit einem 260/280-Quotienten uber 2,0 genutzt

wurde.
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Isolierte DNS wurde mit Endotoxin-freiem TRIS-EDTA-(TE-)Puffer (ebenfalls Bestandteil des

oben erwahnten kommerziellen Kits) versetzt, auf 1 ug/ul eingestellt und bei -20°C gelagert.

3.2.1.5 Gesamt-Ribonukleinsdure (RNS)-Isolation aus Zellen

(nach Herstellerprotokoll TRIzol-Reagent, Life Technologies, Version Dezember 2012)

Das in dieser Arbeit zur Isolierung von Gesamt-RNS genutzte TRI/zol-Reagenz ist eine Losung
bestehend aus Phenol (monophasische Lésung) und Guanidin-Isocyanat (chaotropes
Denaturierungsreagenz). Die Zellen wurden in TRIzol-Reagenz abgeschabt und in 1,5 ml
Eppendorf-GefaRe Uberfihrt. Anschlie®end erfolgt die Isolierung nach Angabe des
Herstellerprotokolls. In der Folge kommt es zur Bildung von drei unterschiedlichen Phasen.
Die denaturierten Proteine befinden sich dabei in der unteren Phase (organische Phenol-
Chloroform-Phase), wahrend sich die RNS in der oberen, wassrigen Phase |6st. Dazwischen
findet sich die Interphase, in welcher sich die DNS befindet. Das in diesem Kit genutzte Phenol
bindet aufgrund seines sauren pH-Wertes von 4,8 die DNS, weshalb die obere Phase
ausschlieB3lich aus RNS besteht.

In der TRIzol-Isolation wurden die Reinheit und die Konzentration der isolierten RNS mittels
NanoDrop8000 UV-Vis-Spektrometers [54] bestimmt. Eine gemessene Extinktion bei einer
Wellenlange von 260 nm (Extinktionsmaximum von Nukleinsduren) kann zur Berechnung der
Konzentration der isolierten RNS genutzt werden. Eine Extinktion E = 1 bei RNS entspricht
einer Konzentration von 40 ug/ml. Auch in diesem Fall konnten, genauso wie in Kapitel 3.2.1.4
fur die DNS beschrieben, mittels 260/280- und 260/230-Quotienten, Informationen Uber die
Reinheit der isolierten RNS gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit lag die untere
Grenze fur den 260/280-Quotienten bei 2,0 und die des 260/230-Quotient bei 1,8.

3.2.1.6 Isolierung chromosomaler DNS aus Zellen

(nach Herstellerprotokoll GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep, Sigma-Aldrich,
Version 2016)

Das GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep — Kit wurde zur Isolierung chromosomaler
DNS aus Zellen verwendet. Die Kultur einer konfluent bewachsenen 10 cm Schale wurde fur
eine Isolation eingesetzt. AnschlieRend wurden die Konzentration und die Reinheit der
isolierten genomischen DNS bestimmt (Kapitel 3.2.1.4). Eine Integritatskontrolle erfolgte

mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.1.11).

3.2.1.7 Synthese komplementarer DNS (cDNS)

(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher
Scientific, Version Mérz 2016)
In der vorliegenden Arbeit wurde das kommerzielle Kit High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit von Life Technologies nach Herstellerangaben genutzt, um die isolierte RNS
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in komplementare DNS umzuschreiben. Dies ist nétig, damit mittels Genexpressionsanalyse
Aussagen Uber die quantitative Transkription spezifischer Gene getroffen werden kénnen. Als
PCR-Zykler wurde ein PRIMUS 25 Advanced verwendet. In Tabelle 14 sind alle Bestandteile
fur den Ansatz zur Herstellung einer cDNS aufgelistet.

Tabelle 15 zeigt die dazugehdrigen Zykler-Programmeinstellungen.

Tabelle 14: Ansatz fiir die cDNS-Synthese.

Komponente Konzentration
RNS (eingestellt auf 0,2 ug/ul) 10 l

10x RT-Puffer 2 ul

25xdNTP Mix (100 mM) 0,8 ul

10x RT Random Primer 2 ul

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

Tabelle 15: Zykler-Programm fiir die cDNS-Synthese.

Schritt Dauer Temperatur Zyklen
1 10 min 25°C 1
2 120 min 37 °C 1
3 5 min 85 °C 1
4 0 4°C /

Die gewonnene cDNS wurde im Verhaltnis 1:10 mit nuklease-freiem Wasser verdinnt und bei -20°C
gelagert.

3.2.1.8 Durchfiihrung einer Kolonie-PCR

(nach [104])

Um selektieren zu kénnen, ob die gewonnenen E. coli DH5a-Transformanten die gewuinschten
Plasmide aufgenommen haben, wurde eine Kolonie-PCR durchgefihrt. Hierbei diente die in
den E. coli-Zellen vorhandene DNS als Template flr die PCR. Aufgrund der Erhitzung auf
98°C kommt es zum Aufbruch der Bakterienzelle und die in ihr enthaltene DNS liegt frei und
kann von Primern und der DNS-Polymerase genutzt werden. Die Kolonie-PCR wurde bei der
Klonierung des Plasmids pSpCas9(BB)-2A-Puro durchgefihrt. Zur Durchfliihrung wurden 200
MI-PCR-Reaktionsgefalle mit 20 yl PCR-Reaktionsansatz (siehe Tabelle 16) auf Eis gefilllt.
Unter sterilen Bedingungen wurden einzelne E. coli DH5a-Kolonien gepickt, auf neue
Selektionsplatten ausgestrichen und im PCR-Ansatz suspendiert. Mittels PCR
(Einstellungsoptionen siehe Tabelle 17) mit spezifischen Primern konnte das Insert amplifiziert
werden. In einer anschlieBend durchgeflihrten Agarose-Gelelektrophorese der
Reaktionsansatze wurden aufgrund der Grofe der Vervielfaltigungen (9153bp) nur DH5a-

Klone verwendet, die das korrekte Insert trugen.
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Tabelle 16: PCR-Reaktionsansatz fiir Kolonie-PCR.

Komponente Volumen
5x Phusion HF-Buffer 4 ul
dNTPs 0,4 ul

U6 fwd-Primer (1:10 verdinnt) 1l
Rev-Primer der entsprechenden gRNS 1ul
Phusion Polymerase 0,2 pl
ddH20 13,4 pl

Tabelle 17: PCR-Programm fiir Kolonie-PCR.

Schritt Dauer Temperatur
1 initiale Denaturierung 5 min 98 °C

2 Denaturierung 20s 98 °C

3 Annealing 30s 63 °C

4 Elongation 15s 72°C

5 vollstandige Elongation 5 min 72 °C

6 Pause o0 8°C

Die Schritte 2-4 wurden 34-mal wiederholt
3.2.1.9 Restriktionsverdau von DNS

(nach [286])

Doppelstrangige DNS kann mittels Hydrolyse durch Restriktionsendonukleasen an oder
zumindest in der Nahe spezifischer, meist kurzer Palindrom-Sequenzen, sogenannten
Restriktionsschnittstellen [52,61,142,192,279] geschnitten werden. Um einen
Restriktionsverdau durchzuflihren, wurde DNS in einem Gesamtvolumen von 50 ul mit einem
Restriktionsansatz (siehe Tabelle 18) versetzt und im Anschluss bei 37°C im Wasserbad flr 2
Stunden inkubiert. Danach erfolgte eine Reinigung des Reaktionsansatzes mittels QIAquick
PCR Purification Kit nach Herstellerangaben (QlAquick Spin Handbook, Version April 2015),
um Enzyme und Puffer zu entfernen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Restriktionsendonukleasen sind Nhel und Pstl vom Hersteller New England Biolabs und in der

Tabelle 19 genauer aufgefiihrt.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes.

Komponente Volumen

10x NEBuffer 4 5ul

BSA (100x) (nur fur Nhel-HF) 0,5 pl

Restriktionsenzymlésung 1ul

DNS <4ug

ddH20 ad 50 pl
Tabelle 19: Ubersicht iiber die verwendeten Restriktionsenzyme.
Enzym Hersteller Puffer Zusatz
Nhel-HF (20 U/ul) New England Biolabs 10x NEBuffer 4 BSA (100x)
Pstl-HF (20 U/ pl) New England Biolabs 10x NEBuffer 4 -
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3.2.1.10 Ligation von DNS-Fragmenten

(nach [286]; nach Herstellerprotokoll der Kits Fast-Link DNA Ligation Kit, Epicentre, Version
Juni 2012)
Zu DNS-Ligasen zahlen Enzyme, die DNS-Molekile mittels Phosphodiesterbindungen

zwischen der 3'-Hydroxylgruppe eines Nukleotids und der 5’Phosphatgruppe des nachsten
Nukleotids verbinden. In der vorliegenden Arbeit wurden Kits auf Basis der DNS-Ligase des
Bakteriophagen T4 genutzt (Cozzarelli u. a. 1967; Weiss und Richardson 1967). Es wurden
alle Ligationsreaktionen mittels Fast-Link DNA Ligation Kit nach Herstellerprotokoll angesetzt.
Der in Tabelle 20 aufgelistete Reaktionsansatz wurde in 1,5 mI-Reaktionsgefalie zusammen
pipettiert und circa 100 ng Plasmid-DNS hinzugefligt. Da in der vorliegenden Arbeit eine
Ligation mittels koh&siver Enden durchgefihrt wurde, wurde auf einen molaren Uberschuss
an Insertmolekiilen von 3:1 gegeniiber Plasmidmolekilen geachtet. Der Reaktionsansatz
wurde fur 30 min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 70°C im Heizblock fur 15 min
inaktiviert. Daraufhin wurden 5 pl der Ligationsansatze in die Transformation chemisch

kompetenter E. coli DH5a-Zellen eingesetzt.

Tabelle 20: Ligationsansatz mit Fast-Link DNA Ligation Kit, Epicentre. Menge an
Insertmolekiilen berechnete sich aus dem dreifachen molaren Uberschuss von Insert zu Plasmid.

Komponente Volumen, Menge
Plasmid-DNS ca. 100 ng/ pl
Insert-DNS X ng

10x Fast-Link Ligation Buffer 1,5 ul

Fast-Link DNA Ligase 1ul

ddH20 ad 15 pl

3.2.1.11 Agarose Gelelektrophorese

(nach [262]

Mittels Gelelektrophorese lassen sich geladene Teilchen, wie beispielsweise DNS-Fragmente,
nach ihrer GréRe und Ladung im elektrischen Feld auftrennen [224]. Die DNS wandert
aufgrund der negativen Ladungen der Phosphatreste im elektrischen Feld zur Anode [224].
Die Gelmatrix, bestehend aus Agarose in verschiedenen Konzentrationen, fihrt zur
Auftrennung der Molekile nach ihrer entsprechenden Gréfle. Dabei verringert sich die
Laufgeschwindigkeit linear mit der GréRRe der Molekile. Die DNS-Fragmente trennen sich in
Phasen auf, welche aus Fragmenten ahnlicher Lange bestehen. Zur Visualisierung der Signale
auf der Gelmatrix wird Ethidiumbromid, welches in die DNS interkaliert, genutzt und
anschlieftend mit UV-Licht sichtbar gemacht [274].

In der vorliegenden Arbeit wurden 1-prozentige Agarosegele verwendet. Dazu wurde 1 %
Agarose (w/v) in TAE-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 21) geldést und in der
Mikrowelle erwarmt. Nach anschlieBender Abkihlung wurde Ethidiumbromid (Stocklésung-

Konzentration: 10 mg/ml) 1:10.000 in der TAE-/Agaroselésung verdinnt. Das Gemisch wurde
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in einen Kunststoffschlitten gegossen, in welchem mittels mobilem Kamm nach dem Ausharten
Taschen gebildet wurden. Der mit ausgehartetem Agarosegel beflllte Kunststoffschlitten
wurde in eine mit TAE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer gelegt.

Jede Tasche wurde im Anschluss mit 5 yl Probe beladen, bestehend aus 3 uyl PCR-Ansatz
und 2 pl Ladepuffer. Sowohl in die vorderste als auch in die hinterste Tasche wurde 5 pl
GeneRuler DNS Ladder Mix als Grolenmarker pipettiert. Durchgefihrt wurde die
Elektrophorese bei einer elektrischen Spannung von 135 mV fir 45 min. Im finalen Schritt
wurden die DNS-Banden mittels UV-Licht detektiert.

Tabelle 21: Zusammensetzung des TAE-Puffers (50-fach konzentriert) fiir die Agarose-
Gelelektrophorese.

Komponente Volumen, Menge
Tris 242 g

Eisessig 57,1 ml

0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml

H20 ad 11

3.2.1.12 Knockout des Gens ADAM10 — die CRISPR/Cas9-Methode

(modifiziert nach [247,286])

Fir die Deletion des Gens ADAM10 wurde das von Ran et al. 2013 verdffentlichte Protokoll
als Grundlage fir die CRISPR/Cas9-Methode (CRISPR: engl.: Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) verwendet [247]. Dies ist eine leistungsstarke
gentechnische Methode, womit genomische Veranderungen wie Deletionen oder Insertionen
bestimmter DNS-Abschnitte in Zellen mit hoher Prazision vorgenommen werden kénnen [211].
Dabei wird sich die Fahigkeit einer spezifischen Nuklease zu Nutze gemacht, gezielt Schnitte
in die DNS einzufiigen und dadurch einzelne Veranderungen an Genen eukaryotischer Zellen
vorzunehmen (Genome Editing). Die CRISPR/Cas9-Methode basiert auf einem bakteriellen
Abwehrmechanismus gegentber Viren. Die Endonuklease Cas9 (engl.: CRISPR-associated,
CRISPR-assoziiert), ein an jedem Genlokus DNS-schneidendes Enzym, bindet an eine
bestimmte RNS-Sequenz (cr-RNA repeat-Sequenz), auf die eine weitere spezifische RNS-
Sequenz (cr-RNA spacer-Sequenz) folgt, die wiederum komplementar an DNS binden kann.
Durch diese Bindung und die damit entstandene radumliche Nahe, schneidet Cas9 die
komplementar gebundene DNS, nachdem sie durch ein PAM-Motiv (engl.: protospacer
adjacent motif) aktiviert wurde. Dafir ist eine bestimmte, spezifische sgRNS (engl.: single
guide RNS) notwendig. Diese ist, angelehnt an den natlrlichen bakteriellen
Abwehrmechanismus (Ran et al. nutzten S.pyogenes), ahnlich der crRNS-Sequenz und
besteht aus einer 20-Nukleotid-Sequenz, gefolgt vom PAM-Motiv. Um die Guide-Sequenz der
sgRNS optimal auszuwahlen, wurde explizit darauf geachtet, dass die gewilinschte Sequenz
Exon-Exon-Grenzen nicht Gbertritt. Die Bindung sollte so nah wie moglich am 5'-Bereich sein.

Unmittelbar downstream des Protospacers muss sich das PAM-Motiv 5'-NGG-3° befinden, da
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bei der Methodik, wie oben beschrieben, auf Streptococcus pyogenes zurlickgegriffen wird
[247]. Um potenzielle Guide-Sequenzen (sgRNS) zu ermitteln, wurde die Website
CHOPCHORP (http://chopchop.cbu.uib.no/, Webseite zuletzt besucht am: 21.07.2020) genutzt.

Als zusatzliche Auswahlkriterien wurde sich neben der Anzahl an ausgeknockten Isoformen,

der Anzahl der off-targets der mdglichen Sequenz auch auf eine mdglichst geringe Anzahl an
mismatches konzentriert. Dazu wurden die jeweils in Frage kommenden sgRNS-Sequenzen
via NCBI-Blast (engl.: National Center for Biotechnology Information) geblastet. Eine
detaillierte Beschreibung der verwendeten Guide-Sequenz, deren NCBI-Referenzsequenzen

und deren Position innerhalb der Referenzsequenzen ist in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Guide-Sequenz zur Deletion von humanem ADAM10.

Gen Guide-Sequenz NCBI- Position Strang
Referenzsequenz

ADAM10 5-GATACCTCTCATATTTACACTGG-3’ NM_0011110.4 innerhalb -

NM_001320570.2 des 3.
XM_024449818.1 Exons

Die Guide-Sequenz der sgRNS zur Deletion von ADAM10 musste am 5-Ende um ein Guanin
erganzt werden, da der U6 RNS-Polymerase llI-Promotor Guanin als erste Base eines
Transkripts bevorzugt [103]. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Vektor pSpCas9(BB)-
2A-Puro (PX459), bereitgestellt von Feng Zhang (Addgene plasmid # 48139), besitzt genau
diesen Promotor zur Expression der sgRNS [247]. Um das Gen ADAM10 zu deletieren, wurde
zunachst ein Paar an Oligonukleotiden als Primer konstruiert (siehe Kapitel 3.1.8). Dieses Paar
ist Gber den Bereich der sgRNS komplementar, wahrend die jeweiligen nicht-komplementaren
Uberhange der Ligation der DNS-Fragmente dienen. Im Anschluss kam es zur Klonierung des
Vektors pSpCas9(BB)-2A-Puro und der DNS-Konzentrationseinstellung auf 1 pg/ul. Mittels
Restriktionsverdau (beschrieben in Kapitel 3.2.1.9) wurde der Vektor durch die Endonukleasen
Nhel und Pstl geschnitten. Um ein doppelstrangiges DNS-Insert zu entwerfen, wurden die
Oligomere annealt und mithilfe der T4 Polynukleotid-Kinase phosphoryliert. Tabelle 23 und
Tabelle 24 listen sowohl den Reaktionsansatz als auch das verwendete Programm auf.
AnschlielRend wurde der Vektor mit dem DNS-Insert ligiert und dieses dann 1:2000 in HPLC-

grade-H>O auf ein Endvolumen von 200 pl verdinnt.

Tabelle 23: Reaktionsansatz fiir Annealing und Phosphorylierung des gRNS-Inserts.
Komponente Volumen

Oligonukleotid fwd 1ul

Oligonukleotid rev 1yl

10x T4 Polynucleotide Kinase Reaction Buffer 1ul

T4 Polynucleotide Kinase 1ul

ddH20 6 pl
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Tabelle 24: Temperaturprogramm fir Annealing und Phosphorylierung des gRNS-Inserts.

Temperatur Zeit

37 °C 30 min
95 °C 5 min
Abkuhlung auf 25 °C 5°C/min

Das so entstandene DNS-Insert wurde im Anschluss fir die Transfektion in HEK-Zellen
weiterverwendet.

Um die Aufnahme der sgRNS im gewunschten DNS-Insert nachweisen zu kdnnen, wurde eine
Sanger-Sequenzierung des entsprechenden Inserts durchgefiihrt, deren Ergebnis in der
Abbildung 9 dargestellt ist.

Sequence View: Simiarity Format, Color behind non-matches

hADAM10 3 In 40 cgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatatta
HS_AL.3-ADAM 14 cgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatatta
hADAM10 3 In 100 gtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaatta
HS_AL.3-ADAM 74 gtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaatta
hADAM10 3 In 160 tgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttgget
HS AL.3-ADAM 134 tgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttgget
hADAM10 3 In 220 ttatatatcttgtggaaaggacgaagcaccgectatggagagtataaatgtgpttttagag
HS_AL.3-ADAM 194 ttatatatcttgtggaaaggacgaagcaccgctatggagagtataaatgtgpttttagag
hADAM1O 3 In 280 ctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgag
HS AL.3-ADAM 254 ctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgag

hADAM10 3 In 34
3

0 tcggtgcttttttgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttttt
HS_AL.3-ADARM 4

tcggtgettttttgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggectagtccgttttt

hADAM10 3 In 400 agcgcgtgcgccaattctgcagacaaatggctctagaggtacccgttacataacttacgg
HS AL.3-ADARM 374 agcgcgtgcgccaattctgcagacaaatggectctagaggtacccgttacataacttacgg
hADAM10 3 In 460 taaatggcccgcecctggectgaccgecccaacgacccceccgeccattgacgtcaatagtaacge
HS_AL.3-ADARM 434 taaatggcccgcctggctgaccgecccaacgacccccgeccattgacgtcaatagtaacge
hADAM10 3 In 520 caatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttgg
HS AL.3-ADAM 494 caatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttgg
hADAM10 3 In S80 cagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaat
HS AL.3-ADAM 554 cagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaat
hADAM10 3 In 640 ggcccgecctggecattgtgecccagtacatgaccttatgggactttcecctacttggcagtaca
HS AL.3-ADAM 614 ggcccgecctggecattgtgcecccagtacatgaccttatgggactttcectacttggecagtaca
hADAM1O 3 In 700 tctacgtattagtcatcgctattaccat-ggtcgaggtgagccccacgttcectgettcact
HS AL.3-ADAM 674 tctacgtattagtcatcgctattaccatgggtcgaggtgagccccacgttctgettcact
hADAMIO 3 In 759 ct-=ccccatctcccccececcteccccacccccaattttgtatttatttatttttt—aattat
HS AL.3-ADARM 734 cteccccatctcccccecccteccccacccccaattttgtatttatttattttttaaattat
hADAM10 3 In 817 tttg

HS AL.3-ADRM 794 tttg

Abbildung 9: Sanger-Sequenzierungsergebnisse der sgRNS im DNS-Insert. hAADAM10_3 In:
Darstellung der bioinformatisch erstellten Referenzsequenz. HS_AL.3-ADAM:
Sequenzierungsergebnisse des erstellten DNS-Inserts nach Sanger-Sequenzierung. Die erstellte
sgRNS wurde eingerahmt.
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3.2.1.13 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR)

(nach Herstellerprotokoll Fast SYBR Green Master Mix Kit, Thermo Fisher Scientific und [101])
Mittels qRT-PCR (engl.: quantitative Real-Time polymerase chain reaction) kann das
Expressionsniveau verschiedener Gene quantitativ bestimmt werden. Ziel der Methode ist es,
spezifische Gensequenzen aus der vorher aus RNS-Isolation (Kapitel 3.2.1.5) und reverser
Transkription (Kapitel 3.2.1.7) gewonnenen cDNS zu vermehren und diese in Echtzeit zu
detektieren. Daflir werden Gen-spezifische Primer verwendet [84,214]. In der vorliegenden
Arbeit fand ein PikoReal Real-Time PCR System mit einem Fast SYBR green Master Mix
AmpliTaq®Fst

Desoxynukleotiden und einem SYBR®green | Fluoreszenzfarbstoff. Dieser diente als

Verwendung. Der Master Mix besteht aus DNS-Polymerase,
Nachweis, da er mit doppelstrangiger DNS interagiert [347]. Die genutzten Primer sind in der
Tabelle 25 aufgeflihrt und wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Eberberg,
Deutschland) synthetisiert. Um Unterschiede in der RT-Effizienz auszuschlieen, wurden die

funf stabilsten housekeeping-Gene zur Normalisierung herangezogen.

Tabelle 25: Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten Primer. Die verwendeten
housekeeping Gen-Kandidaten sind fett hinterlegt.

Gen Forward Primer (5° — 3°) Reverse Primer (5° — 3°)

A2M GCCAACAAGGTGGATTTGAG AGAGCTCAGCATCAGGCTTC
AASS CTGTGGTGAGAGATGCAGTGA TGCCCATTGAAAGTGACTGA
ABCAT TATGAGGGCCAGATCACCTC TGCTCATCTCAGAGCGAATG
ACAT1 AAATTCATATGGGCAGCTGTG GCTTCCCATGCTGCTTTACT
ACHE CACTGGTGGGAATGACACAG ATCTACCACAGGCACGAAGG
ACTB CTTCCTGGGCATGGAGTC AGCACTGTGTTGGCGTACAG
ALS2 ATACCCTGACACCCAAGCAG GGTACCTGAGATGGCACTGG
APBAT CAGGAAGAAGGCTCCTGAAG GGGTGGTCCATCATTGTCTC
APBA3 CATCTCCTACACAGCCGACA GATGAGCTGGGCGTCCTC
APBB1 TTTGGAAGGATGAACCCAGT AAGCTTCTCCTCCTCTTGGG
APBB2 GACCCAGAAGCCAAGTGTTT GGAAAGTTGCCTGATGCAGT
APH1a CAGCCATTATCCTGCTCCAT GGAATGTCAGTCCCGATGTC
APH1b GTGTCAGCCCAGACCTTCAT CAGGCAGAGTTTCAGGCTTC
APOAT CAGCTAAACCTAAAGCTCCTTGA  CTCAGGCCCTCTGTCTCCTT
APOE GCAGACCGAGTGGCAGAG CATCAGCGCCCTCAGTTC
’,‘\‘/Z’;‘?P T/ TCACCAAACAGACTCCATCATT TTGCCTGAATCTGCAATCATA
ATP5B GCAGGAAAGAATTACCACTACCAAG TGGTAGCATCCAAATGGGCAA
B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT _ TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT
BDNF TACTTTGGTTGCATGAAGGC GCCAATGATGTCAAGCCTCT
Clorfd3  AGCTCTGGATGCCATTCGTACC GTGTTTCGCAGATCCAGCAGGT
CASP3 ___ AAGCACTGGAATGACATCTCG ATCACGCATCAATTCCACAA
CASP4 GGAATGGAGCTGACTTTGACA CTGACTCCATATCCCTGGCT
CAT ATTCGATCTCACCAAGGTTTG CTTGGGTCGAAGGCTATCTG
CDK5 TGTGACCAGGACCTGAAGAA TAGCACATTGCGGCTATGAC
CDKLT AGGGACCAAAGGGAATAACC CACCCAACGATGAGTGTTTG
CLU CAGCCCTTCCTTGAGATGAT CGTCGCCTTCTCGTATGAAT
CSTB CAGGACAAGCACTACGGATACA CACAGAGAAAGCTCCCTCCA
CTSL CCTGTGAAGAATCAGGGTCAG GCCCAGAGCAGTCTACCAGA
DUOX1 ___ CTGGACATCCTGGTGGTCTT ATCCTTGGAAATGAGGCCAT
ECE1 TGATGATCAAGGACGGGAGT TCTACCATGCACTCGGTCTG
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ECE2 ACCTGATCTGGAACCTGGTG CTCGGCACACAGGACTTCTT
EIF4A2  TGCTCTGCATGGTGACATGGAC ATCCCGCGAGCCAACAAGTC
EMC7 GTCAGACTGCCCTATCCTCTCC CATGTCAGGATCACTTGTGTTGAC
EP300 TATGCCAACAGCAGCTCAAC GGCTTGGACGAGTTTGTGA
EPX GGCGTTGACTGTGAGAGGAC GGAAGAAAGGGATGCAGTCA
ERCC2 __ GAGCCCTTTGACGACAGAAC TGACAGACTGGAAACGCTCA
ERCC6  CAGCGGTTAAGGAGATGGAA AAACCTTCGTCAAATTCAGCA
ERNT GTAATCTCTGAGGGCAGCCA GTCTTCGTGCTTCTCTGGGT
GAPDH __ ATTCCACCCATGGCAAATTC GGGATTTCCATTGATGACAAGC
GAP43 _ AGAGCAGCCAAGCTGAAGAG CCGGGCACTTTCCTTAGGT
GNAO7 __ CCAAATACTACCTGGACAGCCT TGGGTTTCTACGATGCCAGT
GNB1 TTGTGATGCTTCAGCCAAAC TTTGGAAAGAAGCAAATGGC
GNB2 CCACACTGGGTACCTGTCG GTCTGCTGGCCTGTCTCAAT
GPI CCAAGTCCAGGGGCGTG CTTGTTGACCTCTGGCATCACA
GPX1 AGTTTGGGCATCAGGAGAAC GCACTTCTCGAAGAGCATGA
GPX3 AAGTCGAAGATGGACTGCCA CCAGCATACTGCTTGAAGGG
GPX7 AACAGGAGCCTGACAGCAAC AGTCTGGGCCAGGTACTTGAA
GSK3a GGTTCAAGAACCGAGAGCTG TCGTCTTTCTTCTCGCCACT
GSK3b CGGGATATTAAACCGCAGAA CGAAACATTGGGTTCTCCTC
ggg:% ,, CTGTCAACTGTGCAGGCATC GCCCATGAGATTCACATCAAG
HDAC1 __ AGCCGGTCATGTCCAAAGTA TTGGCGTGTCCTTTGATAGTT
HMGCR ___TCTTCCACGTGCTTGTGACT CGTGCAAATCTGCTAGTGCT
HPRT1 _ TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
IDHT TTTGAAGAAGGTGGTGGTGTT TCAGATACAAAGGCCAACCC
IL1A GCAGTGAAATTTGACATGGGT ATCTCCTTCAGCAGCACTGG
INSR TATTGCCTCAAAGGGCTGAA CTTTGGACAGGAGCAGCATT
LPL GGGCATGTTGACATTTACCC GCTGGTCCACATCTCCAAGT
LRP1 TGGACTACCAGGATGGGAAG ATGTCCATGTTGTTGCTGGA
LRP6 CATGGGCCTAAAGGCTACAA TTCAAAGCCAATAGGGCAAG
MAP2 AATACAGCCCACCTCAGCAG GGAGGAAGGTCTTGGGAGAG
MAPT AGCCAAGACATCCACACGTT AGGGTTGGATCAGAGGGTCT
MMP2 ACGACCGCGACAAGAAGTAT ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG
MPRIP __ ATCTCAGCCATCGAAGCCAT TGGCTCTTCTCCAGCTCCC
NQO1 AAAGGACCCTTCCGGAGTAA CTCTGAATTGGCCAGAGAATG
NUDT15 _ CCAACTCCCTGGAGGTCA AGCTGCTTCTTCCCAGGTTT
PARK7 __TGGTGGTTCTACCAGGAGGT GTAGGACCTGCACAGATGGC
PKP4 ACAGCATCTGGGACCTTCAC GGAACTCCGTAAGCCTGTCA
PLAT GAGTGCACCAACTGGAACAG TAGCACCAGGGCTTTGAGTC
PLAU ACGACATTGCCTTGCTGAAG GGCAGGCAGATGGTCTGTAT
POLR2F _ CCCGAAAGATCCCCATCAT CACCCCCCAGTCTTCATAGC
PPP1R15B AGGTAGTCGGCTTCCAGACA AGGCCTTCCGTAGAAAGAGG
PRDX1 __ CAACTGCCAAGTGATTGGTG CCAAAGGAATGTTCATGGGT
PRDX2 __ CACCTGGCTTGGATCAACA GCCGTAATCCTCAGACAAGC
PRDX6 _ TTGTGAAGAGCCCACAGAAA AACAAACACCACACGAGCTG
PRKAAT _ TGCACACATGAATGCAAAGA GGCCTGCATACAATCTTCCT
PRKAA2 _ CCAAATTATGCAGCACCTGA CATGCTCATCATCAAATGGG
PRKCA __ ACTTCATGGGATCCCTTTCC TCCATGTTTCCTTCCTCGTC
PRKCD __ AGGATGTGGTCCTGATCGAC AACAGGTGGTCCTTGGTCTG
PRKCE __ AGCTTTGGCAAGGTCATGTT CAGTCCACGTCATCATCCTG
PRKCG __ CAGGAGGAGGGCGAGTATTA ACCCGCTCATACAATTCCAG
PRKCQ __ CGAGAAACCATGTTCCACAA GGTCCCACAGTGTTCACAGA
PRKCZ __ ACAGACTACGGCATGTGCAA ACGCTGAACCCGTACTCCT
PRNP AACAAGCCGAGTAAGCCAAA AAATGTATGATGGGCCTGCT
PSENEN __ CATCTTCTGGTTCTTCCGAGAG AGAAGAGGAAGCCCACAGC
PSMB4 __ CTTGGTGTAGCCTATGAAGCCC CCAGAACTTCTCGCAGCAGAG
RN18ST _ GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT
RPL13A __ CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA _ TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA
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SDHA TGGGAACAAGAGGGCATCTG CCACCACTGCATCAAATTCATG
ng\[fC/ CCAAGGAGATGCAGACCCTA TGTGGAACCTTTCCAGCAG
SNCA ACCAGTTGGGCAAGAATGAA CCCTTCCTCAGAAGGCATTT
SNCB CTGGGAGGAGCTGTGTTCTC CCACTTCCTCTGGCTTCAGAT
SNRPD3 _ TGCCAGATGTCCAACATCACAGTC  ACATGGGTGCGTTCTTCAGCA
SOD1 CAGCAGGCTGTACCAGTGC ACATTGCCCAAGTCTCCAAC
TBP CGGAGAGTTCTGGGATTGT GGTTCGTGGCTCTCTTATC
TOP1 TGAAAGTCCGGCAGAGAGCTG GCCCACAGTGTCCGCTGTTT
TXNIP TGTGAAGGTGATGAGATTTCCA GCCATTGGCAAGGTAAGTGT
TXNRDZ _ GCATGACTGGAGGAAGATGG AAACCGTGTGCTCGTCAAC
UBC GTGTCTAAGTTTCCCCTTTTAAGG  TTGGGAATGCAACAACTTTATTG
UBQLNT __ GCAACCTAGAAAGCATCCCA TGGATTACCACCAAACTGCTC
UCP3 ATTTCAGGCCAGCATACACC GGCAAAGTTCCTTTCCACAG
UQCRCT __ TGTCAGGAAGCTGTCTCGTG TCTGGGCGAGGTCTAACAGT
UQCRC2 _ ATGGCTTTGATTGGACTTGG TTCACCTCCACGGTAGTTGG
XPA CAACCAGGACCTGTTATGGAA TGCAGTTATCACAAGTTGGCA
YWHAZ _ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA  CCGCCAGGACAAACCAGTAT

3.2.1.14 Stabilitatsanalyse der housekeeping-Gene mithilfe des NormFinder-

Algorithmus

(nach [125])

Unter dem Begriff housekeeping-Gen (deutsch: Haushalts-Gen, HKG) zahlen
molekularbiologisch all die Gene, die fir die Aufrechterhaltung grundlegender zellularer
Prozesse notwendig sind und in allen Zellen des Organismus unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen idealerweise unverandert exprimiert werden [117]. Allerdings
kann die Expression mancher housekeeping-Gene unter bestimmten Versuchsbedingungen
variieren [90], weshalb in der vorliegenden Arbeit aus 19 potenziellen housekeeping-
Genkandidaten die funf fir das vorliegenden Studiendesign optimalen HKG ausgewahlt
wurden. Kriterien flr die Erstellung dieser Rangfolge, welche durch den NormFinder-
Algorithmus erstellt wurde, waren neben des Cg-Wertes (engl.: quantitation cycle) auch die
Stabilitat des Gens. Um den Stabilitatswert fir jedes einzelne HKG berechnen zu kénnen,
wurde der NormFinder-Algorithmus (https://www.moma.dk/normfinder-software), erstmals
veroffentlicht in [7], verwendet. Dieser Algorithmus dient zur ldentifizierung der optimalen
Normierungsgene aus einer Reihe von potenziellen Kandidaten. Dabei wird eine Rangfolge
der Kandidaten nach ihrer Expressionsstabilitat in einem vorhandenen Probensatz und einem
gegebenen Versuchsplan erstellt [7]. Die Berechnung erfolgte anhand des entsprechenden

Hersteller-Protokolls mit den daflir vorgesehenen ,R*-Funktionen.
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3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

(nach [76])

Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien wurde unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank
mit zirkulierendem Luftstrom durchgefihrt. Die Zellen wurden auf Petrischalen (& 10 cm) im
jeweilig entsprechenden Zellkulturmedium (Tabelle 26) bei Standardbedingungen (37 °C, 5 %
CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit) im CO2-Inkubator kultiviert. In regelmafligen und auf die
entsprechenden Zelllinien angepassten Abstanden erfolgte eine Passage der Zellen, nachdem
eine entsprechende Konfluenz erreicht wurde. Dazu wurde das nahrstoffarme
Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 3 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) oder DMEM-F12 (flr Calu-3 Zellen) gewaschen und im Anschluss mit circa 1,5 ml
Trypsin/EDTA-LOsung fir maximal 2 min bei 37°C im COgz-Inkubator inkubiert. Durch die
Zugabe von Trypsin kam es zum Abldsen der adharenten Zellen vom Boden der Schale. Durch
Zugabe von 8,5 ml frischem entsprechendem Zellkulturmedium (enthalt 10 % FCS) wurde die
Trypsin-Reaktion gestoppt. Nach der Vereinzelung, die mithilfe einer serologischen Pipette
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in der Schale erfolgte, konnten die Zellen entweder

erneut auf Petrischalen (& 10 cm) oder 6-, 12-, 24-, beziehungsweise 96-Wellplatten ausgesat

werden.
Tabelle 26: Bestandteile der jeweiligen Zellkulturmedien.
Zelllinie Medium Antibiotika-Zusatz
SH-SY5Y Wt DMEM
0,1 mM MEM-Aminosaureldsung
10 % (v/v) FCS
Calu-3 Wt DMEM-F12 0,1 mM
Penicillin/Streptomycin
HEK Wt DMEM
10 % (v/v) FCS
HEK ADAM10-+* DMEM 2 pg/ml Puromycin*
10 % (v/iv) FCS
HEK mock zu ADAM10- DMEM 2 ug/ml Puromycin*
- 10 % (v/iv) FCS
Hep G2 Wt DMEM 0,1 mM
0,1 mM MEM-Aminosaureldsung Penicillin/Streptomycin

10 % (v/v) FCS

*nur zur Selektion wahrend der Transfektion genutzt.

3.2.2.2 Kryokonservierung/Rekultivierung eukaryotischer Zellen

(nach [76]
Um Zellen in flissigem Stickstoff zu konservieren, wurden diese in ihrer exponentiellen

Wachstumsphase (60 — 80 % Konfluenz) mittels Trypsin-Reaktion vom Boden der Schale
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geldst und die Reaktion durch Hinzugabe von 4,5 ml 10 %-FCS-haltigem Zellkulturmedium
beendet. Die Suspension wurde dann in 15 ml-Zentrifugenréhrchen tberflhrt und far 5 min bei
RT und 355 x g zentrifugiert. Uberstehendes Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet in
4,5 ml Einfriermedium (Tabelle 27) aufgenommen und resuspendiert. Es erfolgte eine
Aliquotierung in Kryogefale zu je 1,5 ml. Um eine stufenweise Abkihlung um 1°C je Minute
der Zellkulturen zu gewahrleisten kamen diese in eine Einfrierbox geflllt mit Isopropanol und
wurden fur mindestens 24 Stunden bei -80°C gelagert. AnschlieRend erfolgte der Transfer in

flissigen Stickstoff zur Langzeitlagerung.

Tabelle 27: Bestandteile des Einfriermediums.
Komponente Volumen
FCS 5ml
Dimethylsulfoxid 5ml
Kultivierungsmedium 40 ml

Zur Wiederaufnahme der Zellkultur aus flissigem Stickstoff wurden Zellen bei 37°C im
Wasserbad zlgig aufgetaut. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 8,5 ml frischem
Kultivierungsmedium und eine Zentrifugation fir 5 min bei 355 x g und RT. Das daraus
resultierende Zellpellet wurde in 10 ml Kultivierungsmedium aufgenommen und in eine

Petrischale (& 10 cm) Uberfuhrt und im COz-Inkubator gelagert.

3.2.2.3 Transfektion von HEK-Zellen mittels Lipofektion

(nach Herstellerprotokoll von Lipofectamine 2000, Invitrogen, Version Juli 2005)

Der Begriff Lipofektion beschreibt das Einbringen fremder DNS oder RNS in eine
eukaryotische Zelle mittels Liposomen. Mithilfe dieser kleinsten vesikularen Strukturen wird
ein Lipidkomplex genutzt, der den gleichen Aufbau wie die Zellmembranen besitzt, um DNS
zu transfizieren. Dabei gelangt die DNS entweder anhand von Endozytose des Liposoms oder
durch direkte Membranfusionierung ins Zellinnere [69].

Um potenziell toxische Einflisse von DMSO, welches Bestandteil des Einfriermediums ist, auf
die zu transfizierenden Zellen auszuschlief’en, wurden die Zellen mindestens zwei Mal
passagiert, nachdem sie rekultiviert wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden HEK-Zellen
unter Verwendung des Reagenz Lipofectamine 2000 nach Angaben des Herstellers stabil
transfiziert. Dazu wurden die Zellen auf 6-Well-Platten bis zu einer Konfluenz von 90 %
kultiviert. Tabelle 28 listet alle Volumina und DNS-Mengen, die zur Transfektion verwendet
wurden, auf. Dabei wurden pro zu transfizierender Zellkultur und Well je zwei sterile
Reaktionsgefalte mit Opti-MEM geflllt. Eines wurde mit Lipofectamine 2000 nach
Herstellerangaben gefiillt, das andere mit Plasmid-DNS-Ldsung und im Anschluss fir 5 min
bei RT inkubiert. Danach wurden beide Lésungen vereinigt, gemischt und fir weitere 20 min

bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Zellkulturmedium der zu transfizierenden
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Zellen gewechselt. Daftr wurde 1,5 ml frisches, auf 37°C vorgewarmtes, Zellkulturmedium zu
den Zellen gegeben. Der Transfektionsansatz wurde im Anschluss zu den Zellen gegeben und
durch kreisende Bewegungen der 6-Wellplatte mit dem Medium vermischt und anschliel3end
bei 37°C, 5% CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert und nach 4-6 Stunden durch
entsprechendes Kulturmedium ersetzt. Aus der Tabelle 28 sind die Volumina und DNS-

Mengen fur die Transfektion zu entnehmen.

Tabelle 28: Volumina und DNS-Mengen fiir die Transfektion.

Platte Opti-MEM  Plasmid- Lipofectamine Transfektionsansatz/Well
DNS 2000
6-Well 2x250pul  4ug 10 500 pl

3.2.2.4 Generierung stabil transfizierter HEK-Zellen

(nach Herstellerprotokoll Lipofectamine 2000, Invitrogen, Version Juli 2005, modifiziert nach
[286])

Die in der vorliegenden Arbeit stabil transfizierten HEK-Zellen wurden zur Generierung auf 6-
Wellplatten mit dem Plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro transfiziert. Dartber hinaus wurde ein
weiteres Well auf die gleiche Weise behandelt, mit dem Unterschied, dass auf die Plasmid-
Zugabe verzichtet wurde. Dieses Well diente im weiteren Verlauf als Totkontrolle, um die
Wirksamkeit des Antibiotikums zu beobachten. 24 h nach der Transfektion erfolgt der Ersatz
des Zellkulturmediums durch Selektionsmedium mit Puromycin (Tabelle 26). Dieses
Selektionsmedium wurde bei allen weiteren Schritten verwendet und im Zeitraum von 48 h bis
72 h erneuert. Es erfolgte eine regelmaRige mikroskopische Beurteilung des Zellwachstums
unter Selektionsbedingungen. Ein Erfolg der stabilen Transfektion wurde dann verbucht, wenn
die Zellen der Totkontrolle vollstdndig abgestorben und die transfizierten Zellen weiterhin
lebensfahig waren. Diese wurden im Anschluss bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen der
entstandenen Mischkultur wurden daraufhin mittels Trypsin-Reaktion vom Boden der
Kulturschale abgel6st und durch eine Glaspipette vereinzelt. Die vereinzelten Zellen wurden
dann in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert und bei 355 x g fir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml Selektionsmedium aufgenommen. Aus dieser
Suspension wurde je 1 ml in schon vorgelegtes Selektionsmedium in einer Petrischale (J 10
cm) gegeben. Die restliche Zellsuspension wurde vollstandig in eine Petrischale (& 10 cm)
pipettiert und mit Selektionsmedium auf 10 ml aufgeflllt. Diese Schalen wurden bis zur

Konfluenz kultiviert und als Mischkultur konserviert (Kapitel 3.2.2.2).

3.2.2.5 Generierung von Einzelklonen

(nach [247])
Zur Erzeugung isolierter Einzelzellklone wurde eine serielle Verdunnungsmethode verwendet,

die in Ran et al. [247] ausflhrlich beschrieben ist. Dazu wurden die stabil transfizierten Zellen
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aus den 6-Well-Platten mittels Neubauer-Zahlkammer gezahlt und seriell in DMEM-Medium
bis zu einer Endkonzentration von 0,5 Zellen pro 100 ul verdinnt. AnschlieRend wurden die
Zellen in eine 96-Well-Platte pipettiert und fir 3-4 Wochen expandiert. Nach einer Woche
erfolgte der Wechsel auf Selektionsmedium, welches im Anschluss wéchentlich gewechselt
wurde. Anhand regelmafliger mikroskopischer Beobachtungen wurde das Zellwachstum der
Einzelklone Uberwacht. Nach vier Wochen wurde die isolierte klonale Zelllinie aus der 96-
Wellplatte in eine 48-Wellplatte tberflhrt. Dazu wurde 25 pl Trypsin zum Ablésen der Zellen
in die Wells pipettiert und nach 2-mindtiger Inkubation mit 100 pl Selektionsmedium gestoppt.
Mittels Mikro-Pipette erfolgte eine vorsichtige Vereinzelung der Zellen, um diese im Anschluss
in 350 ul vorgelegtes Selektionsmedium in zwei Vertiefungen der 48-Wellplatte zu pipettieren.
Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte der schrittweise Wechsel auf 24-, 12- und 6-Wellplatten,
bis hin zur Ubertragung auf Petrischalen (@ 10 cm). Daraufhin wurden die Zellen entweder fiir
Folgeexperimente genutzt oder aber unter entsprechenden HEK-Zellkulturbedingungen, ohne

Puromycinzusatz, kryokonserviert (Kapitel 3.2.2.2).

3.2.2.6 Inkubation von Zellen mit zusatzlichen Substanzen

(nach [160])

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Inkubation unterschiedlicher Zellen mit verschiedenen
zusatzlichen Substanzen, wie in Tabelle 29 aufgelistet. Zur Inkubation wurden SH-SH5Y-,
HEK-, HepG2- und Calu-3-Zellen (Tabelle 4) in 6-Wellplatten oder Petrischalen (& 10 cm)
herangezogen. Dafiir wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 85 % - 90 % mit jeweils
entsprechendem 10 %-FCS-haltigem Kulturmedium kultiviert. Da allerdings wahrend der
verschiedenen Inkubationen entweder mit einem FCS-Gehalt von 1% (EGCG, Am8O0,
Gemfibrozil) oder 0,1 % (Methylxanthine) gearbeitet wurde, kam es 16 Stunden vor
Inkubationsbeginn zu einer Herabsenkung des FCS-Gehaltes von 10 % auf 1-
beziehungsweise 0,1 %. Die FCS-Reduktion fand statt, um in spateren Lipidomics-Analysen
diejenigen Lipide, die im FCS enthalten sind, vernachlassigen zu kénnen.

Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Zellen mit den in Tabelle 29 aufgelisteten Substanzen
und ihren entsprechenden Konzentrationen Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit einem
Mediumwechsel alle 24 Stunden (0+24+48h) oder 24 Stunden mit einem Mediumwechsel
nach 8 Stunden (8+16h). Jeweils parallel zu den Inkubationen der Zellen mit den
beschriebenen Substanzen erfolgte eine Inkubation derselben Zellreihe mit dem jeweiligen

Lésungsmittel, in dem die Substanz geldst ist, als Kontrollgruppe.
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Tabelle 29: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit genutzten Substanzen, ihre finalen
Konzentrationen und ihre entsprechenden Lésungsmittel.

Substanz finale Konzentration gelost in Inkubationsdauer
Am80 1 pmol/l DMSO 72 h (0+24+48h)
EGCG 10 pmol/l ddH20 72 h (0+24+48h)
Gemfibrozil 100 ymol/l Ethanol 72 h (0+24+48h)
Koffein 100; 50; 25; 12,5 ymol/l ddH:20 24 h (8+16h)
Pentoxifyllin 100; 50; 25; 12,5 pmol/l ddH20 24 h (8+16h)
Propentofyllin 100; 50; 25; 12,5 pymol/l ddHz20 24 h (8+16h)
Theobromin 100; 50; 25; 12,5 pmol/l ddH20 24 h (8+16h)
Theophyllin 100; 50; 25; 12,5 pmol/l ddH20 24 h (8+16h)

3.2.2.7 Prozessierung von konditioniertem Medium

(nach [160])

Das konditionierte Zellkulturmedium wurde entweder in 15 ml-Zentrifugenréhrchen oder 2 mil-
Reaktionsgefalle (je nach PlattengréRe) pipettiert und anschlieffend bei 13.000 x g und 4°C
fur 5 min zentrifugiert. Dadurch wurden Zellfragmente oder abgestorbene Zellen vom Medium
getrennt und der Uberstand in frische GefaRe Uberfiihrt. Je nach folgendem Experiment wurde

das Medium sofort weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.

3.2.2.8 Prozessierung von Zellen

(nach [160])

Nach erfolgreicher Inkubation der Zelllinien mit verschiedenen Substanzen erfolgte eine
Lipidanalyse. Dafur wurden die Zellen geerntet und zwei Mal mit eiskaltem HPLC-grade-
Wasser gewaschen und mittels Zellschaber vom Boden der Kulturschale geldst. Im Anschluss
wurden die Zellen in 180 pl Wasser aufgenommen und mittels Keramikkugeln im Minilys fur
60 s bei maximaler Intensitat (5000 U/min) mechanisch homogenisiert.

Zur Proteinanalyse wurden Zell-Lysate hergestellt. Dafir wurden die Zellen dreimal mit kaltem
1xPBS (siehe Tabelle 30) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mittels Lyse-Puffer (enthalt
Protease-Inhibitor-Cocktail mit und ohne EDTA, siehe Tabelle 31) lysiert und fur eine Stunde
auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mittels Zellschaber abgeldst und in
Reaktionsgefalle pipettiert. Um die Zellreste aus dem Lysat zu entfernen, wurden die mit
Zellensuspension gefillliten Reaktionsgefalie flir 5 min bei 13.000 x g und 4°C zentrifugiert und

der Uberstand fiir nachfolgende Experimente genutzt.

Tabelle 30: Bestandteile von 1xPBS.

Komponente Menge

NaCl 137 mM
KCI 2,7mM
NazHPO4 x 2H20 8,1 mM
KH2PO4 1,5 mM

In ddH20 I6ésen, auf pH = 7,5 mit HCI einstellen.
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Tabelle 31: Inhalt des Standard-Lysepuffers.

Komponente Menge
NaCl 150 mM
Tris/HCI pH 7,4 50 mM
EDTA 2mM
Nonidet P-40 0,1 % (v/v)
Triton X-100 0,1 % (viv)

Direkt vor Verwendung Protease-Inhibitor-Cocktail hinzugeben.
3.2.2.9 Bestimmung der Zellzytotoxizitat mittels LDH-Analyse

(nach Herstellerprotokoll Cytoxicity Detection Kit, Roche, Version Mérz 2012)

Nach erfolgreicher Inkubation der verschiedenen Zelllinien mittels unterschiedlicher
Substanzen und deren entsprechenden Kontrollgruppen, erfolgte die Feststellung der
Zytotoxizitat der einzelnen Substanzen auf die Zellen nach Herstellerangaben des Cytotoxicity
Detection Kits. Untersucht wurde mit diesem Kit die Konzentration an Laktatdehydrogenase
(LDH) im konditionierten Medium, welches sich zum Schluss der Inkubation auf den Zellen
befand. Die Laktatdehydrogenase ist ein ubiquitar vorkommendes zellulares Enzym, dessen
extrazellulares Auftreten als Marker fir einen Zellschaden verwendet werden kann [153].
Photometrisch kann im Anschluss an die nach Herstellerangaben durchgefiihrte Reaktion der
Anteil an extrazellularer LDH gemessen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden

ausschlief3lich Inkubationsbedingungen inkludiert, bei denen die Zytotoxizitat < 6 % entsprach.

3.2.2.10 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure-Analyse

(nach [280])

Um eine hohe Vergleichbarkeit der gewonnenen Zellproben zu gewahrleisten, wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe einer BCA-Analyse
durchgefihrt. Dabei wurde sich zu Nutze gemacht, dass Cu?* in Anwesenheit von Proteinen
im alkalischen Milieu zu Cu* reduziert wird und dieses dann mit Bicinchoninsaure einen
farbigen Komplex eingeht, der anschlielRend photometrisch (violett - Absorption bei 562 nm)
gemessen werden kann [308]. Die Proteinkonzentration der Proben konnte im Anschluss
anhand einer mit Wasser und BSA angesetzten Verdinnungsreihe (von 0,1 mg/ml bis 1,1
mg/ml) berechnet werden. Um die BCA-Analyse durchzuflihren, wurden 3-5 pl pro Probe als
Dreifachbestimmung in die Wells einer farblosen 96-Well-Platte gegeben. Zusatzlich dazu
wurden 20 yl der BSA-Standardreihe auf die gleiche Platte pipettiert und anschlieend 200 pl
der frisch angesetzten BCA-Reaktionslésung (bestehend aus 4 % (w/v) CuSO4 x 5H,0O und
Bicinchoninsaure 1:39 (v/v)) mittels Achtkanal-Pipette zu jedem Well hinzugegeben. Die Platte
wurde dann bei 37°C fur 15 min im CO2-Inkubator inkubiert und fir weitere 15 min bei RT und

unter 200 U/min schittelnd inkubiert. Im finalen Schritt erfolgte die Absorptionsmessung
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mittels Platten-Photometer mit abschlieRender Einstellung der Proben auf eine einheitliche
Konzentration. Anhand der dadurch gewonnenen Ergebnisse konnten die biologischen
Proben auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 10 mg/ml fur die nachfolgenden

Lipidanalysen eingestellt werden.

3.2.2.11 Elektrophoretische Trennung von Proteinen mittels Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

(nach [193])

Anhand der SDS-PAGE (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
kénnen Stoffgemische nach ihrer MolekillgroRe in einem elektrischen Feld aufgetrennt
werden. Dieses Prinzip beruht auf einem diskontinuierlichen elektrophoretischen System.
Daflir wurden in der vorliegenden Arbeit zehn- bis 20 -prozentige Tris/Tricin-Gradienten-Gele
genutzt, um Lysate (Kapitel 3.2.2.8) durch eine elektrische Spannung aufzutrennen. Die zu
untersuchenden Proben wurden mit sechs pl 3x Protein-Probenpuffer (Tabelle 32) versetzt
und bei 98°C fir finf min im Heizblock denaturiert. Aufgrund des im 3x Protein-Probenpuffer
enthaltenen SDS bewegten sich die Proteine zur Anode, wobei eine Auftrennung anhand ihres
Molekulargewichts erfolgt. Im Anschluss an die Hitzedenaturierung wurden die Proben fur 15
s bei 13.000 x g zentrifugiert und die Geltaschen mittels Hamilton-Kapillare befillt. Parallel zu
den zu untersuchenden Proben wurde eine Geltasche mit Page Ruler als Grofienstandard der
Proteine beladen. Daran kann das molekulare Gewicht der Proben abgeschatzt werden. Der
Gel-Lauf und die damit verbundene elektrische Auftrennung wurde bei 120 V Uber 45 bis 60

min durchgefuhrt. Die Kammer war dabei mit Laufpuffer (Tabelle 33) gefiillt.

Tabelle 32: Bestandteile des 3x Protein-Probenpuffers.
Komponente Menge

SDS 6 % (w/v)
Glycerin 30 % (w/v)
B-Mercaptoethanol 15 % (viv)
Bromphenolblau 0,03 % (w/v)
Tris/HCI pH 6,8 187,5 mM

Aufnahme in ddH20

Tabelle 33: Bestandteile des Laufpuffers fiir SDS-PAGE.

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

Aufnahme in ddH20
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3.2.2.12 Western Blot-Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

(nach [160,193])

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrem molekularen
Geuwicht erfolgte ein Transfer (Western Blot), um die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
durch Anlage einer aulReren elektrischen Spannung zu Ubertragen. Dadurch konnte in einem
nachsten Schritt der Nachweis einzelner Proteine mittels spezifischer Antikorper erfolgen. Um
die Ubertragung der Proteine aus den Gelen auf die 0,45 pym Nitrozellulosemembran zu
gewabhrleisten, wurde in der vorliegenden Arbeit auf das ,Sandwich-Prinzip“ zurlickgegriffen.
Dazu wurde das Tris-Tricin-Gel auf eine Nitrozellulosemembran gelegt und von beiden Seiten
mit mindestens zwei Lagen Whatman-Filterpapier und einem Schwamm ummantelt. Das so
entstandene Sandwich wurde in einem nachsten Schritt in eine Kammer platziert, die mit
Transferpuffer (siehe Tabelle 34) geflllt war. Hier erfolgte unter Anlegen von 380 mA und 4 °C
fur drei bis funf Stunden der Transfer der durch SDS negativ geladenen Proteine in Richtung
Anode.

Tabelle 34: Bestandteile des Transferpuffers.
Komponente Menge
Tris/HCI pH 7,8 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (v/iv)
SDS 0,025 % (w/v)

Aufnahme in ddH20
3.2.2.13 Immunologischer Nachweis von sAPPa auf Nitrozellulosemembranen

(nach [160,193])

Auf den Transfer der Proteine auf eine 0,45 pm Nitrozellulosemembran folgte der
immunologische Nachweis von Proteinen mithilfe spezifischer Primarantikdrper.

Prinzipiell wird der Primarantikdrper nach Bindung an sein Epitop von einem spezies-
spezifischen Sekundarantikérper, der an HRP (engl.: horseradish peroxidase,
Meerrettichperoxidase) gebunden ist, erkannt. HRP ist anschlieRend in einer Reaktion als
Katalysator aktiv, bei der bei Kontakt mit ECL-Reaktionslésung (engl.: enhanced
chemiluminescence) eine Lichtreaktion ablauft. Dadurch kénnen die Antikdrper-markierten
Proteine auf einem lichtempfindlichen Film nachgewiesen werden. In der hier vorliegenden
Arbeit wurde ausschliellich das Protein sAPPa nachgewiesen. Daflir wurde die zu
untersuchende Membran nach Proteintransfer zunachst fiir finf min in 100 ml 1x PBS (Tabelle
30) bei 700 W in der Mikrowelle erhitzt. AnschlieRend wurde eine Blockier-Lésung, die
unspezifische Antikorperbindungen unterbindet, inkubiert [119]. Bevor der Primar-Antikérper
W02 (Tabelle 6) flr 90 min bei RT inkubiert wurde, wurde die Membran mindestens zwei Mal

mit 1xPBS fur jeweils finf min gewaschen. Im Anschluss an die Inkubation von W02 erfolgten
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erneut drei jeweils funf min dauernde Waschschritte mit 1xPBS und darauffolgend eine
einstiindige Inkubation des Sekundar-AK P0260 (Tabelle 6). Erneut wurde die Membran
viermalig fur jeweils funf min mit 1xPBS gewaschen und im Anschluss die ECL-
Reaktionslésung auf die Membran gegeben. Zur Darstellung der Lichtreaktion wurde die
Membran zwischen zwei Kopierfolien platziert und in einer Dunkelkammer auf einem
lichtempfindlichen ECL-Hyperfilm exponiert. Mithilfe des Programms Image Gauge V3.45
(Fujifilm) konnten anschlieBend densitometrische Analysen der Signalstarken ausgewertet
werden. In Tabelle 35 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Blockier- und

Inkubationsbedingungen aufgeflihrt.

Tabelle 35: Ubersicht iiber Blockier- und Inkubationsbedingungen zum Nachweis von
sAPPa.
Protein  Blockier-Losung, Primar-AK Sekundar-AK
Inkubationsbedingungen
sAPPa 10 % Milchpulver (w/v) in 1 x W02, 1 pg/mlin 1 % P0260, 1:5000 in 1 x PBS,
PBS, 3-5 Stunden, 4 °C Milchpulver (w/v) in 1 x 60 min, RT
PBS, 90 min, RT

3.2.3 Verarbeitung der verwendeten Substanzen

3.2.3.1 Epigallocatechin-3-gallat und Tamibarotene

Sowohl Am80 als auch EGCG wurden als Reinsubstanz von der Firma Merck (ehemals Sigma-
Aldrich) erworben. Nach der Anlage einer Stocklésung von 1 mM fir Am80 und 2,5 mM fir
EGCG bendtigten diese Substanzen keine weiteren Vorbereitungen zur Behandlung. EGCG
wurde mit einer Konzentration von 10 pymol/l inkubiert. Bei der Auswahl der Konzentration
wurde sich ebenfalls an anderen Zellinkubationsstudien mit EGCG konzentriert [42,59]. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine im Vergleich zu anderen Zellinkubationsstudien mit EGCG
geringere Konzentration gewahlt, um einen mdéglichst physiologischen Effekt zu erzielen, da
das im Grlntee vorkommende EGCG, als einzige natlrliche Quelle, vom Kdrper nur in sehr
geringen MalRen aufgenommen wird [62]. Zusatzlich wurde auf eine aus anderen Studien
empfohlene Konzentration mit nachweislich geringer Zellzytotoxizitat [42] zurlickgegriffen.

Da Am80 aktuell ausschlielich in Japan zur Behandlung der akuten Promyelozyten-Leukamie
angewendet wird, ist die Datenlage zu experimentellen Studien mit diesem Medikament
gering. Bei der Auswahl der Konzentration wurde sich, analog zur Auswahl von EGCG und
Gemfibrozil, auf bestehende Ergebnisse zur Zytotoxizitdt der Substanz bezogen. In einer
Studie zur Untersuchung des Zellwachstums nach Am80-Behandlung mit Konzentrationen von
0,1 uM, 1 pyM, 5 uM und 10 pM Tamibarotene konnten mit der Konzentration von 1 yM Am80
aussagekraftige Ergebnisse erzielt werden [265]. Auf dieser Grundlage wurde in der
vorliegenden Arbeit die Behandlung von Zellen mit Am80 in einer Konzentration von 1 pumol/l

verwendet.
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3.2.3.2 Gemfibrozil

(nach [11])

Eine Tablette 600 mg Gevilon © (Pfizer) wurde nach dem Zerkleinern mit einem Médrser in
11,98 ml Ethanol gel6st und gevortext. Anschlieftend erfolgte eine 80-minutige Sonifizierung
im Ultraschall-Wasserbad USR1 (Julabo, Deutschland) um eine Stocklésung von 1 mM
herzustellen. Die Stocklésung wurde bei 4°C gelagert und vor jeder Inkubation 15 Minuten
lang erneut sonifiziert. Die Endkonzentration der verwendeten Gemfibrozil-L6sung betrug 100
pumol/l. Diese Konzentration wurde auf der Grundlage der Berechnung der maximalen
Plasmakonzentration nach 1-2 Stunden von 20 mg/l Gemfibrozil im menschlichen Koérper
(entspricht 79,89 umol/l) und in Ubereinstimmung mit mehreren anderen
Zellinkubationsstudien mit Gemfibrozil [82,345] gewahlt. Vor jeder Inkubation wurde die

Lésung erneut fir 15 min sonifiziert.

3.2.3.3 Methylxanthine

(nach [124])

Die Verarbeitung der verschiedenen Xanthin-Derivate Koffein, Theobromin, Theophyllin,
Propentofyllin und Pentoxifyllin erfolgte durch Daniel Janitschke. Koffein und Theophyllin
wurden von Thermo Fisher Scientific und die anderen drei Substanzen von Merck (ehemals
Sigma Aldrich) bezogen. Nach Anlage einer Stocklésung von jeweils 1 mM erfolgte die
Inkubation der unterschiedlichen MTX-Substanzen mit einer Konzentration von 100 ymol/I fir
24 Stunden (8+16h). Die maximale Plasmakonzentration von Koffein betragt beim Menschen
8 — 10 mg/l (entspricht circa 50 umol/l) [350] und liegt somit knapp unterhalb der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentration. Es wurde sich jedoch flr eine
supraphysiologische Konzentration entschieden, da es sich zum einen um eine kurzzeitige
Inkubation (24 Stunden) handelte und zum anderen zu berlcksichtigen ist, dass Kaffee ein
Uber Jahre hinweg haufig konsumiertes Getrank darstellt. Des Weiteren stellt die
Konzentration von 100 umol/l ein haufig angewandtes Modell in Zellstudien dar. Es konnte
unter diesen Bedingungen kein Einfluss auf die Zytotoxizitdt oder die Zellproliferation

festgestellt werden [124].
3.2.4 Lipidanalytische Methoden

3.2.41 Lipidextraktion mittels Fest-Fliissig-Methode

(nach [94,160])

Mit der Fest-FlUssig-Lipidextraktion kénnen bis zu 96 Proben zeitgleich extrahiert werden. Die
massenspektrometrisch zu untersuchenden homogenisierten Zellproben wurden im Vorhinein
mittels BCA-Analyse (Kapitel 3.2.2.10) auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 10 mg/ml

in HPLC-grade-Wasser eingestellt. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der
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Fest-Flissig-Lipidextraktion folgt dem in Detail beschriebenen Protokoll in Grimm et al. [94].
Kurz zusammengefasst wurde eine 96-Well-Platte mit einer 96-Well-Filterplatte abgedeckt und
in die Vertiefungen der Filterplatte wurden anschlieRend Kreise aus Whatman-Filterpapier mit
einem Durchmesser von 6 mm gelegt. Darauf wurde eine Lipidstandardmischung | pipettiert,
gefolgt von 10 pl jeder vorbereiteten Probe. Nach dem 45-minutigen Trocknen der Proben
unter einem Stickstoffstrom (1-2 bar) wurden 20 ul 5- prozentiges PITC verdinnt in
Ethanol/Wasser/Pyridin (1:1:1, v/v/v) in die Vertiefungen gegeben und fur 20 min bei RT
inkubiert. Nach einem erneuten Trockenschritt unter N2 fir 45 min erfolgte die Extraktion
mittels 300 ul 4,93 mM Ammoniumacetat in Methanol pro Probe. Die Platte wurde
anschlieBend fur 30 min bei 450 rpm auf einem Plattenschiittler geschittelt. Mittels
Zentrifugation bei 500 x g fir 2 min wurden die Proben in die 96-Wellvertiefungsplatte
Uberfiihrt. Nach einer Verdinnung der Proben mit 600 yl 5 mM Ammoniumacetat in
Methanol/Wasser (97:3, v/v) wurde die 96-Wellplatte mit einer Silikonmatte abgedeckt und
erneut fir 2 min bei 450 rpm unter RT geschittelt. Im Anschluss konnten die Proben mittels
Massenspektrometrie analysiert werden. Die wahrend der Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen fanden mit einer durchschnittlichen Extraktionseffizienz von tGber 80,7 % mit
einer Intra-Tagesabweichung von 3,9 % und einer Linearitat von R? > 0,96 (ermittelt durch
Anna A. Lauer und veréffentlich in [159]) statt.

3.2.4.2 Massenspektrometrie

(1101,160,286])

Um Aussagen Uber das Lipidprofil der in der vorliegenden Arbeit ausgewahlten Zellen treffen
zu kdnnen, wurde die massenspektrometrische Analyse angewendet. Das in der vorliegenden
Arbeit genutzte vierpolige Spektrometer 4000 QTRAP (engl.: 4000-quadropole-linear-ion trap)
der Firma AB Sciex inklusive einer Turbospray lonenquelle, ermbglichte die Analyse einer
Reihe von verschiedenen Lipidklassen. Im Rahmen dieser Analyse wurden in der vorliegenden
Arbeit Diacyl-Phosphatidylcholin-Spezies (PC aa), Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Spezies
(PC ae), Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies (Lyso-PC), Sphingomyelin-Spezies (SM), Acetyl-
und Acylcarnitin-Spezies (C) sowie Triglycerid-Spezies (TAG) untersucht.

Die Elektrosprayionisation (ESI) ist eine auf der Elektrospray-Methode basierende ,sanfte*
Technik zur lonenerzeugung unter Atmospharendruck, welche durch John B. Fenn 1984
etabliert und 2002 mit dem Nobelpreis fir Chemie ausgezeichnet wurde. Prinzipiell wird durch
Anlage von Hochspannung an einer mit Analyt-Lésung beflllten Edelstahlkapillare durch
Versprihen eines Stickstoffstroms eine Coloumb-Explosion herbeigefuhrt. Dadurch zerfallen
die Lésungsmittel-Tropfchen durch die AbstoRungskrafte zwischen gleichen Ladungen zu
feinsten Tropfchen und es bilden sich freie lonen, welche im Anschluss mittels

Massenanalysator im Hochvakuum nach ihrer GréRe aufgetrennt werden kdénnen. Da die
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Ladung, die auf die Analyt-Lésung einwirkt, gering ist, entstehen vor allem einfach positiv oder
einfach negativ geladene Teilchen. Typisch fir die ESI-Methode ist, dass grundsatzlich
sogenannte Addukt-lonen (=Anlagerungsprodukte) durch die Wechselwirkung zwischen
Analyten und Bestandteilen des Losungsmittel-Puffers entstehen.

Das in der vorliegenden Arbeit genutzte 4000-QTRAP-Massenspektrometer besteht aus einer
integrierten lonenfalle und vier Quadrupolen (Q0-Q3), wobei ein Quadrupol aus mehreren
runden parallel angesetzten Metallstdben, mit entgegengesetzter Polaritat aufgebaut ist, an
denen eine Gleich- oder Wechselspannung angelegt werden kann. Dem Quadrupol kommt
dabei eine besondere Rolle zu, da ihn nur definierte Massen, aufgrund des elektrischen
Feldes, passieren kdnnen. Damit kénnen lonen anhand ihrer Ladung oder ihrer Masse
selektiert werden, da ein Quadrupol als Massefilter die Teilchen nach ihrer definierten Masse
m und ihrer Ladung z stabilisiert. Die Selektion der einzelnen lonen erfolgt durch das Anlegen
einer Spannung, wonach nur bestimmte Bahnen innerhalb des Quadrupols stabil sind. Stabile
Bahnen verlaufen sinus-formig und Teilchen dieser Bahnen mit dem gewinschten
Masse/Ladung-Verhaltnisses erreichen den Detektor, wahrend lonen, die sich auf instabilen
Bahnen befinden, aus dem Bereich des elektromagnetischen Feldes abdriften. Das Phanomen
der stabilen Bahnen wird durch die Mathieusche Differentialgleichung beschrieben [150].

Der Ablauf der einzelnen Quadrupole erfolgt von Q0 tUber Q1 und Q2 bis zu Q3. Dabei folgt
QO direkt auf die lonisationsquelle. Hier werden die Analyten gebindelt. Mittels spezifischer
Spannungsanlage an Q1 kommt es zur Stabilisierung bestimmter lonen, die anschliefend Q2
erreichen. Hier werden die lonen durch Interaktion mit N2 als Inertgas fragmentiert. In Q3
werden die fragmentierten Teilchen durch einen spezifisch eingestelltes Masse-/Ladungs-
Verhaltnis erneut gefiltert. Daran anschliellend befindet sich eine lonenfalle (engl.: ion trap),
worin die Analyten gespeichert und manipuliert werden kdnnen. Mithilfe dieser lonenfalle
kénnen durch das Anlegen einer bestimmten Wechselspannung einzelne lonen stabilisiert
werden. Diese werden angereichert und punktuell entlassen, um anschlieBend detektiert
werden zu kénnen.

Fir jede in der vorliegenden Arbeit durchgeflihrte Lipidanalyse wurden jeweils die
madglicherweise auftretenden Matrixeffekte der jeweiligen Lipidklasse und die Inter- und Intra-
Tagesabweichungen berechnet. Unter potenziellen Matrixeffekten werden die kombinierten
Effekte von allen untersuchten Komponenten auf die Quantitdt ohne den Analyten selbst
verstanden, wobei zwischen Verstarkung und Unterdriickung unterschieden werden muss
[287]. Dementsprechend kann sich die Antwort eines Analyten in einer Standardlésung, von
der desselben Analyten in einer biologischen Matrix unterscheiden [226]. Um diesen Effekt so
gut wie moglich zu exkludieren, wurde der Quotient aus den verwendeten Lipidstandards

(Tabelle 36) in Anwesenheit von Extrakten der Kontroll- und Analyseproben gebildet.
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Tabelle 36: In der vorliegenden Arbeit genutzte Lipidstandards.

Lipidspezies Standard Hersteller

Phosphatidylcholine 06:0 PC (DHPC) Avanti Polar Lipids

Phosphatidylcholin- Splash Il Lipidomix Mass Pec Internal Avanti Polar Lipids

Plasmalogene Standard: C18(Plasm)-18:1 (d9) PC

Lyso-Phosphatidylcholine 19:0 Lyso PC Avanti Polar Lipids

Sphingomyeline 06:0 SM (d18:1/6:0) Avanti Polar Lipids

Carnitine Octanoyl-L-Carnitin D3 + Palmitoyl-L- Supelco Analytical
Carnitin D3

Triglyceride Splash Il Lipidomix Mass Spec Internal Avanti Polar Lipids

Standard: 15:0-18:1(d7)-15:0 TG

Die massenspektrometrische Analyse der Lipidextrakte erfolgte in enger Kooperation mit Anna
A. Lauer und Daniel Janitschke.

Um die einzelnen biologischen Proben der verschiedenen Lipidspezies zu detektieren, wurden
in der vorliegenden Arbeit technische Triplikate mithilfe der Analyst 1.4.2 Software von AB
Sciex ausgewertet. Ein HPLC-Apparat der 1200 Serie von Agilent wurde an das MS
angeschlossen, um eine FlieRinjektionsanalyse (engl.: flow injection analysis, FIA)
anzuwenden. Um die Proben hoch-automatisiert und robust zuzufihren, wurde ein
automatischer Probengeber (engl.: Autosampler) verwendet. Anhand dessen konnten
Konzentrationsveranderungen und chromatische Beeintrachtigungen vernachlassigt und ein
kurzer und konzentrierter Probenimpuls gewahrleistet werden. Durch den Autosampler wurden
je 20 pl Probe mit einem Laufpuffer, bestehend aus vier verschiedenen Phasen, in das
Massenspektrometer injiziert.

Die durch diese Methode erhaltenen Daten sind mit einigen Einschrankungen in der
Auswertung verbunden. Zum einen kénnen durch diese Methode nur die Summe der Fettacyl-
Kohlenstoffatome und die Summe der jeweiligen Doppelbindungen detektiert werden. Eine
Darstellung der individuellen Anlage der Fettsduren an sn1- oder sn2-Position ist damit nicht
moglich. Zum anderen ist diese Methode fiir isobare Uberlagerungen der M+2 Isotope mit dem
monoisotopen Peak derjenigen Komponenten derselben Lipidklasse anféllig, die eine
Doppelbindung weniger enthalt [148]. Um diese Einschrankungen auf ein Minimum zu
konzentrieren, wurde der Scanmodus Multiple Reaction Monitoring (MRM) verwendet. Dabei
findet die Fragmentierung der lonen in Q2 statt, wahrend die Teilchen in Q1 und Q3 selektiv
weiter transportiert werden. Durch eine spezifische Paarung fiir jedes einzelne Molekul in Q1
und Q3 wird die gleichzeitige Analyse mehrerer Lipidspezies sichergestellt. Fur jede
Lipidklasse wurden daflr individuelle Parameter gewahlt, die in Tabelle 37 detailliert aufgefihrt

sind.
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Tabelle 37: Spezifische Parameter, die im Rahmen der MRM-Analyse verwendet wurden.
PCaa: Diacyl-Phosphatidylcholin; PC ae: Phosphatidylcholin-Plasmalogen; Lyso-PC: Lyso-
Phosphatidylcholin; SM: Sphingomyelin; TG: Triglyceride; CX: Carntine; Die Acyl-Carnitine sind als ,,C*
aufgefiihrt. Durch einen Doppelpunkt getrennt gibt die dahinterstehende Zahl die Anzahl der
Doppelbindungen oder die Kettenlange an. ,OH* reprasentiert eine Hydroxylgruppe, ,DC* steht fir
Dicarbonsaure. DP: declustering potential; CE: collision energy. Dicke Linien verdeutlichen Wechsel
der Lipidklassen.

Lipid-Spezies Vorlaufer-lon  Produkt-lon DP [V] CE [eV]
m/z [M+H]* m/z [M+H]*
PC aa C20:0 566,2 184 94 31
PC aa C24:0 622,4 184 98 33
PC aa C26:0 650,5 184 103 35
PC aa C28:0 678,5 184 106 35
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
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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
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 830,7 184 141 46
C40:8
PC ae C40:2 828,7 184 141 46
PC ae C40:3/PC aa 826,7 184 140 46
C40:10
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 878,7 184 155 51
C44:12
PC ae C44:6 876,7 184 154 50
Lyso PC 06:0 356,2 184 72 31
Lyso PC 10:0 412,3 184 76 30
Lyso PC 12:0 440,4 184 78 30
Lyso PC 14:0 468,3 184 79 30
Lyso PC 16:0 496,3 184 81 31
Lyso PC 16:1 494,3 184 79 30
Lyso PC 17:0 510,3 184 82 31
Lyso PC 18:0 524,3 184 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 5524 184 89 31
Lyso PC 20:3 546,3 184 87 31
Lyso PC 20:4 544,3 184 85 31
Lyso PC 20:5 542 4 184 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
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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
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 C52:1 878,8 605,8
TG C52:0 880,8 607,8
TG C54:9 890,7 595,7
TG C54:8 892,7 597,7
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 C54:1 906,9 633,9
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 C56:3 930,9 635,9
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 C60:6 980,9 685,9
TG C60:5 982,9 687,9
TG C60:4 984,9 689,9
TG C60:3 986,9 687,9

C00 162,1 85,1 61 27
C02 2041 85,1 41 27
C03 2181 85,1 46 29
C03 OH 2341 85,1 53 30
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C03:1 216,1 85,1 49 27
Co4 232,2 85,1 46 29
C04 OH 2481 85,1 55 32
C04:1 230,1 85,1 52 29
C05 246,2 85,1 46 29
C05 M DC 290,2 85,1 63 37
C05 OH 262,2 85,1 58 33
C05:1 2442 85,1 55 31
C05:1 DC 2741 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
Cc0o8 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
C10:1 314,2 85,1 68 40
C10:2 312,2 85,1 67 40
C12 344,3 85,1 73 44
C12DC 374,3 85,1 86 45
C12:1 342,3 85,1 73 44
C14 372,3 85,1 86 45
C14:1 370,3 85,1 78 47
C14:1 OH 386,3 85,1 81 50
C14:2 368,3 85,1 78 47
C14:2 OH 384,3 85,1 81 49
C16 400,3 85,1 84 51
C16 OH 416,3 85,1 87 53
C16:1 398,3 85,1 84 51
C16:1 OH 414,3 85,1 87 53
C16:2 396,3 85,1 83 51
C16:2 OH 412,3 85,1 86 53
C18:0 428,4 85,1 96 63
C18:1 426,4 85,1 89 55
C18:1 OH 442,4 85,1 92 57
C18:2 424,3 85,1 89 54

3.2.5 Statistische Datenauswertung

3.2.5.1 Statistische Analyse

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten statistischen Auswertungen wurden mittels

Excel (Version 2019) und R (R Core Team 2020, htip://www.r-project.org) in enger

Kooperation mit Daniel Janitschke und Anna A. Lauer durchgefihrt.

Alle quantitativ erhobenen Daten zeigen den Mittelwert von mindestens drei unabhangig

durchgeflihrten Experimenten, sofern nicht anders direkt im Text angegeben. Der Shapiro-

Wilk-Test wurde verwendet, um zu Uberprifen, ob die Grundgesamtheit der Stichprobe

normalverteilt ist.

Um die statistische Signifikanz zweier unabhangiger Stichproben zu ermitteln, wurde der

zweiseitige Student-t-Test verwendet. Sollten Mittelwerte mehrerer Gruppen miteinander

verglichen werden, so wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (engl.: analysis of variances,
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ANOVA) in Kombination mit Post-hoc-Tests berechnet. Waren die ANOVA in einem
signifikanten Unterschied, so wurde auf den Tukey-HSD-Post-hoc-Test zur statistischen
Differenzierung zwischen Gruppen zurickgegriffen. Bei normalverteilten Daten wurde die

Methode von Pearson genutzt, um den Korrelationskoeffizienten zu berechnen.

3.2.5.1.1 Statistische Datenanalyse der Methylxanthin-Genexpressionsergebnisse

(nach [125])

Alle erhaltenen, quantifizierten Daten bilden den Durchschnitt aus vier unabhangigen
Methylxanthin-Inkubationen. Anhand der AACT-Methode wurden die ACq-Werte jeder
einzelnen Probe kalkuliert, indem der Cg-Wert jedes einzelnen housekeeping-Gens vom Cqg-
Wert des Gens von Interesse abgezogen wurde. Dies erfolgte zundchst fir jedes
housekeeping-Gen. AnschlieRend wurden die ACg-Werte jeder Probe mithilfe der 2-ACqg-
Methode transformiert und dann fir die funf ermittelten housekeeping-Gene gemittelt.
Daraufhin konnte die Normalisierung fir jedes Gen von Interesse in gleicher Weise mit
denselben housekeeping-Genen durchgefuhrt werden. Jede Inkubation wurde viermal
unabhangig voneinander durchgefiuhrt und im Anschluss an jede Inkubation erfolgte die
Analyse mittels quantitativer RealTime-PCR, was zu vier 2-ACqg-Werten fir ein Gen flhrt.
Diese vier Werte pro Gen wurden zur Ermittlung des Mittelwerts und des Standardfehlers fir
jedes Gen genutzt. Anhand dieser 2-ACqg-Werte konnten die erhaltenen Veranderungen im
Verhaltnis zur Lésungsmittelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde, kalkuliert werden. Um
signifikante Veranderungen zwischen den Inkubationen mit den Methylxanthinen und denen
mit Lésungsmittel behandelten Zellen zu erhalten, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) durchgeflhrt. Die erhaltenen p-Werte wurden dann Uber die Falscherkennungsrate
(FDR, engl.: false discovery rate) fur alle 83 Gene angepasst, um das Auftreten eines Fehlers
1. Art zu korrigieren. Im Anschluss an eine signifikante ANOVA-Berechnung folgte eine
Berechnung mit dem post hoc Dunnett-Test, um herauszufinden, ob es fiir jedes einzelne der
funf Methylxanthine signifikante Unterschiede verglichen zur Kontrollgruppe gab. Diese
Ergebnisse sind in Form einer Heatmap dargestellt, welche mithilfe des Pakets ,pheatmap”

(Raivo Kolde 2019; https://CRAN.R-project.org/package=pheatmap) erstellt wurde.

Um signifikante Unterschiede in der Verteilung der signifikanten hoch- oder runterregulierten
Gene fir jedes MTX zu berechnen, wurde der exakte Test von Fisher berechnet und die
erhaltenen p-Werte mittels FDR angepasst.

Um Unterschiede der einzelnen Methylxanthine innerhalb der untersuchten Signalwege zu
ermitteln und darstellen zu kénnen, wurde eine Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt.
Dabei wurden die Gene berlcksichtigt, die mindestens eine signifikante Veranderung

zwischen einem MTX und der Kontrolle aufwiesen. Weitere Post-hoc-Analysen wurden mit
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dem Tukey HSD-Test (engl.: honestly significant difference) berechnet. Die Berechnung der

statistischen Signifikanz und der Hauptkomponentenanalyse erfolgten mittels ,R". [256].

3.2,5.2 Lipidanalysen

(nach [160])

Bei der Auswertung der in dieser Arbeit erhobenen Lipiddaten wurde die Analyst 1.4.2
Software (AB Sciex) verwendet. Damit konnten die CPS (engl.: counts per second, Zahlungen
pro Sekunde) fir jede MRM-Paarung erfasst werden. Danach erfolgte die Normierung eines
jeden analysierten Lipids auf seinen jeweiligen Standard der entsprechenden Lipidklasse.
AnschlieRend erfolgte die Mittelwertbildung jedes Lipid/Standard-Quotienten aus den
technischen Triplikaten. In den nachfolgenden Berechnungen wurden die relativen
Haufigkeiten der untersuchten Lipide in den Zellen zu den jeweiligen Kontrollgruppen
verglichen. Anhand des zweiseitigen Student-t-Tests wurden die p-Werte fir jeden einzelnen

Lipidparameter, dargestellt in den Volcano Plots, berechnet.

3.2.5.3 Graphische Datendarstellung der Lipiddaten

(nach [160])
Das R-Paket ,Enhanced Volcano“ (Kevin Blighe, Sharmila Rana, and Myles Lewis (2020).

Version 1.6.0. https://github.com/kevinblighe/EnhancedVolcano) wurde verwendet, um die in

dieser Arbeit dargestellten Volcano Plots zu generieren. Diese wurden zur Darstellung der
relativen Anderungen der untersuchten Lipidspezies gewahlt. Dafiir wurde auf der x-Achse die
relative Anderung im Vergleich zum Signifikanzniveau (y-Achse) aufgetragen. Der
durchschnittliche Standardfehler, individuell fiir jede Lipidspezies berechnet, wird durch die
beiden vertikalen Linien visualisiert. Durch die horizontale Linie wird das Signifikanzniveau von
p < 0,05 abgebildet. Dementsprechend sind alle Lipidspezies, die sich oberhalb dieser
Markierung befinden, statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe verandert.
Allerdings ist die statistische Signifikanz unter anderem von der statistisch angewendeten
Methode und der Probenanzahl abhangig und stellt somit einen willklrlichen Aspekt der
Beurteilung dar. In dieser Arbeit wurde sich, neben der statistischen Signifikanz, auch auf
Veranderungen, die sich auflerhalb des durchschnittlichen Standardfehlers befinden,
konzentriert und in die Beurteilung der Ergebnisse mit einbezogen. Durch die Darstellung in
Form von Volcano Plots konnte auf diesen Aspekt gesondert eingegangen werden. AuRerdem
erlaubten sie es eine Aussage Uber die Verteilung einer Lipidspezies innerhalb der eigenen
Lipidklasse zu treffen.

Die dargestellten Abbildungen wurden mithilfe von Inkscape Project (Version 1.0.2) und Corel
Draw (Version Graphics Suite 2021) angefertigt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardfehler
des Mittelwerts (engl.: standard error of the mean, SEM). Die statistische Signifikanz wurde
als * 0,05, ** < 0,01 und *** < 0,001 definiert.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit gliedern sich in drei Teile. Im ersten Teil wurde der
Einfluss der ADAM10-Gendeletion auf die Lipid-Homobostase in HEK-Zellen untersucht. Im
Anschluss erfolgte eine Analyse der ADAM10-Modulatoren Gemfibrozil, Tamibarotene und
Epigallocatechin-3-gallat auf die Lipid-Homoostase in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-
Zellen. Der dritte Teil beschaftigte sich mit dem Einfluss von Methylxanthinen auf die

Regulation von Alzheimer-relevanten Genen in SH-SY5Y Wt-Zellen.

4.1 Der Einfluss der ADAM10-Gendeletion auf die Lipidhomoostase von HEK-

Zellen

Wie in der Einleitung der vorliegenden Arbeit beschrieben, stellt ADAM10 eine ubiquitar
vorkommende Sekretase dar, welche vielfaltige Aufgaben im humanen Organismus
Ubernimmt. Eine zentrale Rolle nimmt sie bei der nicht-amyloidogenen APP-Sequenzierung
im Rahmen der Alzheimer-Genese ein. Sowohl die Struktur von ADAM10 als auch die
Wirkweise dieser Sekretase in diesem Mechanismus sind mitterweise gut ergrindet und
verstanden. Dieser Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit den Auswirkungen des
ADAM10-Knockouts auf das Lipidprofil von HEK-Zellen. Dazu erfolgte in HEK-Zellen unter
Zuhilfenahme der CRISPR/Cas-Methode der Knockout von ADAM10, welcher im Anschluss
mittels sAPPa-Wetern-Blot verifiziert wurde. AnschlieRend wurde eine Lipidomics-Analyse der
transfizierten HEK-Zellen im Vergleich zu den mit einem Leerplasmid transfizierten HEK-Zellen
durchgefihrt.

411 Effekt der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf die sAPPa-Freisetzung

Um die Gendeletion von ADAM10 in HEK-Zellen mittels CRISPR/Cas9-Methode
nachzuweisen, wurde sAPPa mittels Western-Blot detektiert. sAPPa (engl.: soluble a-secreted
APP) ist das Spaltprodukt der a-Sekretasen in der APP-Prozessierung und wird extrazellular
sezerniert (siehe Abbildung 2) [218]. Da ADAM10 eine Hauptprotease der a-Sekretase-Familie
darstellt, kann der indirekte Nachweis Uber sAPPa im Kulturmedium der untersuchten Zellen
Aufschluss Uber die Funktion von ADAM10 in HEK-Zellen geben. Dazu wurden HEK-Wt-,
HEK-mock- und HEK-ADAM107-Zellen bis zur Konfluenz kultiviert und im Anschluss das
Zellkulturmedium, welches fiir zehn Stunden kultiviert wurde, auf sAPPa-Gehalt mittels
Western-Blot untersucht und die Signalstarken anschlieRend densitometrisch detektiert. Der
sAPPa-Gehalt der HEK Wt-Zellen im Zellkulturmedium nach zehn Stunden wurde auf 100%
gesetzt. a-Sekretasen sind eine Familie von Proteasen, deren Funktion unter anderem in der
Spaltung des Transmembranproteins APP liegt. Dabei wird APP innerhalb der Zellmembran
geschnitten [218]. Neben ADAM10 gehdren auch ADAM9, ADAM17 und ADAM19 zu den
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Proteasen der a-Sekretase-Familie, wobei ADAM10 eine Hauptrolle zukommt [336]. Der in
dieser Arbeit zum Nachweis der Gendeletion von ADAM10 verwendete sAPPa-Blot weist
allerdings nicht nur das von ADAM10, sondern das von allen Proteasen der a-Sekretase-
Familie produzierte sAPPa nach. Dementsprechend ist eine Reduktion des sAPPa-Signals,
welches in Abbildung 10 A und B dargestellt ist, im Kulturmedium von HEK-ADAM107-Zellen
um > 40 % (sAPPa-Gehalt in HEK-ADAM10™ verglichen zu HEK Wt-Zellen: 56,64 %) als
Nachweis der Gendeletion anzunehmen. Da der sAPPa-Gehalt der HEK-mock-Zellen
verglichen zum Gehalt der HEK Wt-Zellen 97,17% betragt, kann davon ausgegangen werden,
dass die Transfektion des Plasmids mit dem Leervektor ohne Beeinflussung der APP-
Prozessierung erfolgte. Eine Gendeletion mittels CRISPR/Cas9-Methode kann auch durch
andere Verfahren nachgewiesen werden. Dazu zahlen neben dem ,fehlenden®
Proteinnachweis mittels Western-Blot auch die Sequenzierung der genomischen DNS, in der
die gewlinschte Deletion durchgeflihrt werden sollte oder die Sequenzierung des gesamten
Genoms mit Nachweis des fehlenden DNS-Abschnitts. Da allerdings jede der drei
aufgeflihrten Nachweismethoden jeweils flir sich als ausreichend betrachtet werden kdnnen,

wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine nachfolgende Sequenzierung verzichtet.
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Abbildung 10: Verifizierung und Nachweis der Gendeletion von ADAM70 in HEK-Zellen mittels
sAPPa-Blot. (A) Reduzierte sAPPa-Expression in Prozent in HEK- ADAM10---Zellen im Vergleich zu
HEK Wt - und HEK-mock-Zellen (n=1, weshalb auf die Darstellung des Standardfehlers verzichtet
wurde). (B) Verifizierung der ADAM10-Gendeletion mittels sAPPa-Blot aus dem 10-Stunden
kultivierten Medium von HEK-Wt-, HEK-mock und HEK-ADAM10+-Zellen. Die in der vorliegenden
Arbeit gewonnen Daten wurden im Anschluss alle anhand von HEK-ADAM10-KO-Einzelklonen
generiert. Zur besseren Veranschaulichung wurde der gezeigte Blot geschnitten, um die fir die
vorliegende Arbeit relevanten Ergebnisse darzustellen. HEK-Wt: HEK-Wildtyp-Zellen; HEK-mock:
HEK-Zellen, die mit dem Leerplasmid des Vektors pSpCas9(2A)-BB-Puro transfiziert wurden; HEK-
ADAM10-KO: HEK-Zellen mit ADAM10-Gen-Knockout.

sAPPa [%]
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4.1.2 Veranderungen der Lipidhomoostase in HEK-Zellen durch die ADAM10-

Gendeletion

Der Einfluss von ADAM10 auf verschiedene Pathologien ist in den letzten Jahren immer
deutlicher geworden und weiterhin intensiver Gegenstand der aktuellen Forschung. Im
Rahmen der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung nimmt ADAM10 als Hauptvertreter der
a-Sekretasen eine grofle Rolle ein. Durch die Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins in
sAPPa und a-CTF mit der Schnittstelle innerhalb der fir die senilen Plaques verantwortlichen
AB-Sequenz wird beispielsweise eine Ablagerung dessen und eine Formierung zu Oligomeren
verhindert [336].

Da aktuell mehr als 40 Substrate fur ADAM10 bekannt sind und ADAM10 nicht nur in
Nervenzellen, sondern ubiquitdr vorkommt, ist seine Funktion allerdings nicht auf die APP-
Prozessierung beschrankt. Durch die Freisetzung von Neuroligin-3 (NLGN3) aus Neuronen
und die Spaltung von N-Cadherin beeinflusst ADAM10 die Entstehung und Metastasierung
von Glioblastomen [179]. Durch die Spaltung der Stressrezeptoren MICA, MICB und ULBP2
wird die Entstehung von Hodgkin-Lymphomen begunstigt [81,208] und Uber die Interaktion mit
dem epidermalen Wachstumsfaktor EGF (engl.: epidermal growth factor) spielt ADAM10
zusatzlich eine Rolle in der Entstehung von Brustkrebs [344]. Allerdings ist ber den Einfluss
von ADAM10 auf die Lipidhomoostase bisher wenig bekannt. Aus diesem Grund wurde sich
in der vorliegenden Arbeit auf die Lipidzusammensetzung von Nierenzellen nach ADAM10-
Gendeletion fokussiert.

Dafiir wurden HEK-ADAM107-Einzelklone im Vergleich zu HEK-Zellen, die mit dem
Leerplasmid pSpCas9-(2A)-BB-Puro (nachfolgend als ,HEK-mock® bezeichnet) transfiziert
waren, semiquantitativ mittels Massenspektrometrie analysiert.

Da es sich bei den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten um Ergebnisse eines
Einzelklons nach durchgefuhrter CRISPR/Cas9-Gendeletion von ADAM10 handelt, sind einige
Punkte bei der Interpretation der Daten zu beachten. Durch die Generierung von Einzelkonen
und dem anschlieRenden Heranzlichten einer Population, welche aus diesem Einzelklon
stammt, ist davon auszugehen, dass alle untersuchten Zellen das identische Erbgut mit einer
einheitlichen Deletion des Gens ADAM10 besitzen. Andererseits kann bei der einzelnen
Betrachtung der Ergebnisse stammend aus einem Einzelklon die Gefahr bestehen, dass off-
targets oder second-site-Mutationen entstanden sind, welche ebenfalls die Ursache fir
mdgliche Veranderungen darstellen kdbnnen. Um dieses Phadnomen zu minimieren, wurde bei
der Auswahl der optimalen sgRNS-Sequenz ein bestimmter Algorithmus verwendet, welcher
in Kapitel 3.2.1.12 detailliert beschrieben ist.

Es wurden jeweils HEK-ADAM10"-Einzelklone und HEK-mock-Zellen auf 6-Wellplatten bis zu
einer Konfluenz von 90-95 % kultiviert. Vor der Prozessierung der Zellen und anschlieRender
Analyse wurde das 10 %-FCS-haltige Selektionsmedium fir 16 Stunden auf 1% FCS
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reduziert, um etwaige Effekte des FCS auf die Lipide zu minimieren. Nach dem Ernten der
Zellen und entsprechender Aufbereitung der Proben (beschrieben in Kapitel 3.2.2.8 und
3.2.2.10) wurde ein gezielter shotgun lipidomics Ansatz genutzt, wobei gezielt auf
Phospholipide, (Acyl- und Acetyl-)Carnitine und Triglyceride (TAG) eingegangen wurde.
Phospholipide sind die grote Gruppe der Membranlipide, kommen ubiquitar vor und werden
in der vorliegenden Arbeit in Phosphatidylcholine (PCaa), Phosphatidylcholin-Plasmalogene
(PCae), Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC) und Sphingomyeline (SM) unterteilt. Es ist
bekannt, dass diese in vielen Pathologien verdndert sind, beispielsweise bei
neurodegenerativen Erkrankungen [161,229]. Triglyceride gehéren zur Gruppe der
Neutrallipide und dienen als Speicherort fir freie Fettsauren. Sie sind deswegen auch bei
Erkrankungen mit intrazellularer Lipidakkumulation von Interesse und stellen weiterhin einen
Indikator fir die Entstehung kleiner Lipidtrépfchen dar, die sowohl an physiologischen als auch
an pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind [219]. Des Weiteren wurde sich in der
vorliegenden Arbeit auf die Gruppe der (Acyl- und Acetyl-)Carnitine konzentriert. Diese spielen
eine wichtige Rolle im Rahmen des mitochondrialen Shuttle-Systems freier Fettsauren. Freie
Fettsauren gelangen mittels Carnitin-Transports ins Mitochondrium und kénnen hier Uber die
B-Oxidation zur zellularen Energiegewinnung genutzt werden [230].

Zur Normalisierung der erhaltenen Daten wurden deuterierte Standards (wie in Tabelle 36
aufgelistet) fur jede Lipidklasse verwendet. Diese Daten wurden anschlieRend als x-fache
Veranderung zur Kontrollgruppe aufgetragen und in verschiedenen Abbildungen visualisiert.
Um die relativen Lipidveranderungen in HEK-ADAM107-Einzelklonen im Vergleich zu HEK-
mock-Zellen darzustellen und eine schnelle Gruppenanalyse zu ermdéglichen, wurde die Form
von Volcano Plots genutzt, welche in Kapitel 3.2.5.3 eingehend beschrieben wurde. Direkt
daneben verdeutlicht ein Saulendiagramm die prozentuale x-fache Veranderung der
ungewichteten Effektstarke der gesamten Lipidklasse verglichen zur entsprechenden
Kontrolle, welche mithilfe des Students-t-Test berechnet wurden. Um eine weitere Darstellung
der prozessierten Daten zu geben und auf die Verteilung des Sattigungsgrads und der
Kettenlange innerhalb einer Lipidklasse eingehen zu kénnen, wurde jeweils ein weiteres
Saulendiagramm erstellt. Dabei wurde der Sattigungsgrad der Fettsduren der untersuchten
Proben in der x-fachen Veranderung in Mol % dargestellt. Es wurden dabei gesattigte
Fettsauren (kurz: SFA, engl.: saturated fatty acids) von einfach ungesattigten Fettsauren
(MUFA, engl.: mono unsaturated fatty acids) und mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA,
engl.: poly unsaturated fatty acids) unterschieden. AuRerdem wurde die unterschiedliche
Kettenlange der gebundenen Fettsduren untersucht und dabei in kurz-, mittel- und langkettige
Fettsauren unterschieden. Je nach Lipidklasse ist die Kettenlange unterschiedlich und
diesbezlglich in den jeweiligen Beschreibungen der Abbildungen angegeben. Um die

Hauptvertreter, die prozentual am haufigsten innerhalb einer Lipidklasse auftreten,
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hervorzuheben, wurde eine Heatmap erstellt. Diese gibt diejenigen Lipidspezies an, die
prozentual gemessen an allen Lipidspezies dieser Lipidklasse am haufigsten vertreten sind.
Angegeben ist ihr Anteil am Gesamtanteil aller Lipidspezies dieser Klasse in Prozent. In

Klammern ist die dazugehorige Effektstarke der entsprechenden Spezies angegeben.
4.1.2.1 Einfluss auf Phospholipide

4.1.2.1.1 Lyso-Phosphatidylcholine

Durch die katabole Aktivitat der Phospholipase A2 (PLA2) werden Lyso-Phosphatidylcholine
(Lyso-PC, 1- oder 2-Acyl-sn-glycero-3-phosphorylcholin) aus Phosphatidylcholinen unter
Abspaltung einer Fettsduregruppe an der sn2-Position gewonnen (siehe Abbildung 40) [172].
Sie kommen in geringen Mengen in der Plasmamembran (< 3 %) und in freier Form im
Blutplasma vor, wo sie durch Endothelkontakt einen frilhen Vorboten der Atherosklerose
darstellen kénnen [268]. AuBerdem besitzen sie durch sogenannte find-me-Signale die
Moglichkeit, Phagozyten zur Apoptose zu rekrutieren [158].

Es wurden in der vorliegenden Arbeit 22 Lyso-PC-Spezies analysiert. Im Volcano Plot ist der
Grolteil der Lyso-PC-Spezies nach rechts oberhalb des Signifikanzniveaus verschoben (siehe
Abbildung 11 A). Die Gesamtmenge der analysierten Lyso-PC-Spezies war in HEK-ADAM10
F-Zellen im Vergleich zu HEK-mock-Zellen auf 169,2 % + 6,2 % (p < 0,001) signifikant erhoht
(siehe Abbildung 11 B). Bei Betrachtung des Sattigungsgrades war ein massiver Anstieg der
gesattigten Lyso-PC-Spezies auf 195,7 Mol % + 6,6 Mol % (p < 0,001) zu verzeichnen (siehe
Abbildung 11 C). Ein deutlich weniger ausgepragter Anstieg, aber dennoch signifikant erhéht,
zeigt sich auch bei einfach ungesattigten Lyso-PC-Spezies auf 148,5 Mol % £ 8,2 Mol % (p <
0,05). Im Vergleich dazu waren die mehrfach ungesattigten Lyso-PC-Spezies sogar signifikant
auf 82,3 Mol % £ 4,7 Mol % (p < 0,05) verringert, was in der Abbildung 11 C dargestellt wird.
In Bezug auf die Kettenlange (siehe Abbildung 11 D) war ein signifikanter Anstieg im Bereich
der mittelkettigen Fettsduren der Lyso-PC-Spezies der HEK-ADAM107-Zellen im Vergleich zu
HEK-mock-Fettsauren auf 170,0 Mol % % 5,4 Mol % (p < 0,001) zu verzeichnen. Zusatzlich
waren die langkettigen Fettsauren der Lyso-PC-Spezies auf 197,0 Mol % £ 15,7 Mol % (p <
0,05) ebenfalls signifikant erhoht.

Um die Wirkweise der katabolen Phospholipase A2, welche die Lyso-PC-Spezies aus den
PCaa-Spezies generiert, genauer zu betrachten, wurde in einem weiteren Saulendiagramm
das Verhaltnis aus Lyso-PC-Spezies und Phosphatidylcholin-Spezies (PCaa-Spezies) (siehe
Abbildung 11 E) dargestellt. Dabei war dieses Verhaltnis in HEK-ADAM107-Zellen verglichen
zu HEK-mock-Zellen auf 256,4 % + 10,4 % (p < 0,001) signifikant erhdht, was flir einen

massiven Anstieg der Lyso-Phosphatidylspezies aus den PCaa-Spezies spricht.
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Abbildung 11: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Lyso-Phosphatidylcholin-
Spezies. (A) Die Spiegel an Lyso-PC in HEK-ADAM10---Zellen im Vergleich zu denjenigen Spiegeln
in HEK-mock-Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano
Plots ist in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (B) Das Saulendiagramm zeigt die relativen Veranderungen
aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht HEK-ADAM10+-Zellen mit HEK-
mock-Zellen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische
Signifikanz dar, die mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurde, wobei ***p < 0,001 gilt. (C)
und (D) Die Saulendiagramme zeigen die Verteilung von Sattigungsgrad und Kettenlange der
analysierten Lyso-PC-Spezies in HEK-ADAM10--Zellen verglichen mit HEK-mock-Zellen. Kurzkettig
wurde in der gesamten Arbeit als < C16:X, mittelkettig als C16:X bis C20:X und langkettig als > C20:X
fur Lyso-PC-Spezies definiert. (E) Das Saulendiagramm stellt den Quotienten aus den
Phospholipidspezies Lyso-PC und PCaa dar und vergleicht die Ergebnisse in HEK-ADAM10--Zellen
mit HEK-mock-Zellen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die
statistische Signifikanz mit * p < 0,05 und *** p < 0,001, ermittelt mittels ungepaartem Students-t-Test.
Eigene Abbildung.
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4.1.2.1.2 Phosphatidylcholine

35 % der Gesamt-Phospholipide sind Phosphatidylcholine [268]. Diese kénnen in Diacyl-
Phosphatidylcholine (PCaa; 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphocholin), auch bekannt als
Lecithine, und in Alkyl-Acyl-Phosphatidylcholine (PCae), auch bekannt als Plasmalogene,
unterschieden werden. PCaa sind eine essenzielle Komponente der Membrandoppelschicht
[268] und ubiquitar in allen Zellmembranen vorhanden. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
die Verteilung von 43 untersuchten PCaa-Spezies analysiert. Im Volcano Plot (siehe Abbildung
12 A) war eine deutliche Linksverschiebung vom Grofteil der 43 analysierten PCaa-Spezies
zu sehen. Dabei war eine signifikante Abnahme der ungewichteten Effektstarke der
analysierten Gesamt-PCaa-Spezies auf 67,00 % * 3,9 % (p < 0,001) der HEK-ADAM107-
Einzelklone im Vergleich zu den HEK-mock-Zellen zu verzeichnen (siehe in Abbildung 12 B).
Sowohl die PCaa-Spezies mit mindestens einer (MUFA), als auch diejenigen mit mehreren
Doppelbindungen (PUFA), waren signifikant verringert. Die Reduktion der MUFA auf 69,2
Mol % % 4,1 Mol % (p < 0,001) und der PUFA auf 51,9 Mol % + 3,7 Mol % (p < 0,001) war
jeweils signifikant (siehe Abbildung 12 C).

Mit Blick auf die Kettenlange (siehe Abbildung 12 D) war zu verzeichnen, dass sowohl die
kurz-, als auch die mittel- und langkettigen Fettsduren mit einer signifikanten Reduzierung in
HEK-ADAM107-Zellen verglichen zu HEK-mock-Zellen einhergehen. Kurzkettige Fettsduren
mit einer Kettenldange < C32:X waren auf 89,1 Mol % % 3,7 Mol % (p < 0,05) signifikant
reduziert. Die Fettsduren der PCaa-Spezies mit einer mittleren Kettenlange von C32:X bis
C36:X (mittelkettige Fettsauren) waren auf 65,6 Mol % + 4,0 Mol % (p < 0,001) signifikant
verringert. Ebenfalls signifikant verringert waren die Fettsauren mit einer Kettenlange > C36:X
(langkettige Fettsauren) auf insgesamt 69,7 Mol % + Mol4,6 % (p < 0,001). Die Heatmap in
Abbildung 12 E zeigt, dass die PCaa-Spezies C34:1 mit 38,58 % die am haufigsten vertretene
Spezies innerhalb aller PCaa-Spezies darstellte, gefolgt von PCaa C32:1 mit 12,93 %.
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Abbildung 12: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Phosphatidylcholin-
Spezies. (A) Die Spiegel an PCaa in HEK-ADAM10+-Zellen im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in
HEK-mock-Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano Plots
ist in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. Jeder Punkt symbolisiert eine PCaa-Spezies. Die beschrifteten
Punkte visualisieren die am haufigsten vertretenen Spezies unter den Phosphatidylcholinen. (B) Das
Saulendiagramm zeigt die relativen Veranderungen aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse
und vergleicht HEK-ADAM10+--Zellen mit HEK-mock-Zellen. (C) und (D) Das Saulendiagramm zeigt
die Verteilung von gesattigten (SFA), einfach ungeséttigten (MUFA) und mehrfach ungesattigten
(PUFA) Fettsauren aller PCaa-Spezies in HEK-ADAM10--- und HEK-mock-Zellen. Das
Saulendiagramm daneben zeigt die Verteilung von kurz-, mittel- und langkettigen PCaa-Spezies in
HEK-ADAM10--- und HEK-mock-Zellen. Kurzkettig wurde in der gesamten Arbeit als < C32:X,
mittelkettig als C32:X bis C36:X und langkettig als > C36:X fur alle PCaa-Spezies definiert.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische Signifikanz mit * p
< 0,05 und *** p < 0,001 dar, ermittelt mittels ungepaartem Students-t-Test. (E) Die Tabelle
reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der wichtigsten PCaa-Spezies, die prozentual am
haufigsten vorkommen. Auf der Grundlage aller in dieser Studie untersuchten PCaa-Arten wurden die
wichtigsten Vertreter mit dem prozentualen Anteil ihrer Arten am Gesamtanteil aufgefiihrt. Die
jeweiligen EffektgroRen sind in Klammern angegeben. Eigene Abbildung.
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4.1.2.1.3 Phosphatidylcholin-Plasmalogene

Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae; 1-alkyl, 2-acyl-sn-glycero-3-phosphorylcholin)
gehdren, ahnlich wie die PCaa-Spezies, zur Klasse der Membran-Glycerophospholipide [268].
In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung von 39 PCae-Spezies analysiert. Der Grofteil
der PCae-Spezies war im Volcano Plot nach links verschoben (siehe Abbildung 13 A), wobei
die meisten der Spezies oberhalb des Signifikanzniveaus von p < 0,05 lagen. Mit Blick auf die
Gesamt-PCae-Verteilung (siehe Abbildung 13 B) war hier, analog zu den PCaa-Spezies, eine
signifikante Abnahme aller PCae-Spezies in HEK-ADAM107-Zellen im Vergleich zu HEK-
mock-Zellen auf 80,6 % + 3,1 % (p < 0,001) zu verzeichnen. In Bezug auf die Verteilung der
Sattigung (dargestellt in Abbildung 13 C) der PCae-Spezies fihrte die Deletion von ADAM10
in HEK-Zellen zu einem signifikanten Abfall der einfach- und mehrfach ungesattigten
Fettsauren von MUFA auf 81,4 Mol % % 3,1 Mol % (p < 0,001) und PUFA auf 69,2 Mol % + 3,2
Mol % (p < 0,001). In Bezug auf die Kettenlange (siehe Abbildung 13 D) waren sowohl die
mittelkettigen auf 81,5 Mol % + 3,1 Mol % (p < 0,001) als auch die langkettigen PCae-Spezies
auf 71,9 Mol % + 3,4 Mol % (p < 0,001) in HEK-ADAM107-Zellen signifikant verringert. Wird
die Gesamtheit der PCae-Spezies betrachtet, so war PCae C34:1 mit 23,94 %, gefolgt von
PCae C34:0 mit 12,13 %, die am haufigsten vorkommende Spezies in den HEK-ADAM10-
Knockout-Zellen (siehe Abbildung 13 E).
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Abbildung 13: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Phosphatidylcholin-
Plasmalogen-Spezies. (A) Die Spiegel an PCae in HEK-ADAM107--Zellen im Vergleich zu
denjenigen Spiegeln in HEK-mock-Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter
Aufbau der Volcano Plots ist in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (B) Das Saulendiagramm zeigt die
relativen Veranderungen aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht HEK-
ADAM107--Zellen mit HEK-mock-Zellen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne
stellen die statistische Signifikanz dar, die mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurde, wobei
***p £ 0,001 gilt. (C) und (D) Die Saulendiagramme zeigen die Verteilung von Sattigungsgrad und
Kettenlange der analysierten Lyso-PC-Spezies in HEK-ADAM10---Zellen verglichen mit HEK-mock-
Zellen Kurzkettig wurde in der gesamten Arbeit als < C32:X, mittelkettig als C32:X bis C36:X und
langkettig als > C36:X flr PCae-Spezies definiert. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler
und Sterne stellen die statistische Signifikanz mit *** p < 0,001, ermittelt mittels ungepaartem
Students-t-Test, dar. (E) Die Tabelle reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der wichtigsten PCae-
Spezies. Eine genauere Beschreibung ist in Abbildung 12 (E) aufgefiuhrt. Eigene Abbildung.
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4.1.2.1.4 Sphingomyeline

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 15 SM-Spezies analysiert. Dabei waren
ausschlief3lich alle analysierten SM-Spezies im Volcano Plot nach links verschoben (siehe
Abbildung 14 A). In HEK-ADAM107-Zellen war im Vergleich zu HEK-mock-Zellen eine
signifikante Abnahme der ungewichteten Effektstarke auf 76,0 % * 3,4 % (p < 0,001) zu
erkennen (siehe Abbildung 14 B). Bezlglich des Sattigungsgrades der SM-Spezies war eine
signifikante Verringerung sowohl der gesattigten als auch der einfach- und mehrfach
ungesattigten Fettsduren der HEK-ADAM10"-Zellen verglichen zu HEK-mock-Zellen zu
sehen. Dabei waren die SFA auf 77,8 Mol % £ 3,3 Mol % (p < 0,01), die MUFA auf 72,5 Mol %
£ 3,7 Mol % (p £0,001) und die PUFA auf 65,3 Mol % + 3,4 Mol % (p < 0,001) verringert (siehe
in Abbildung 14 C). Analog dazu waren auch bezlglich der Kettenlange deutlich signifikante
Abnahmen der SM-Spezies der HEK-ADAM10"-Zellen im Vergleich zu HEK-mock-Zellen zu
sehen. Wie in der Abbildung 14 D dargestellt, waren die kurzkettigen Fettsauren der SM-
Spezies auf 85,5 Mol % % 3,2 Mol % (p < 0,001) signifikant verringert. Die mittelkettigen
Fettsduren der SM-Spezies waren ebenfalls auf 76,7 Mol % * 3,3 Mol % (p < 0,001) und die
langkettigen Fettsduren auf 73,7 Mol % % 3,8 Mol % (p < 0,001) signifikant reduziert. Um sich
genauer auf den Anabolismus der Sphingomyeline zu fokussieren, wurde das Verhaltnis aus
der ungewichteten Effektstarke der Gesamt-Sphingomyelin-Spezies zu den Gesamt-
Phosphatidylcholin-Spezies berechnet (siehe Abbildung 14 E). In HEK-ADAM107-Zellen kam
es zu einem signifikanten Anstieg dieses Verhaltnisses auf insgesamt 113,4 % + 1,2 (p <
0,001). Unter den 15 analysierten Spezies ist SM C16:0 mit insgesamt 37,82 % die am
haufigsten vertretene Spezies gemessen an der Gesamtheit aller SM-Spezies (siehe
Abbildung 14 F). Die deutliche Verringerung aller SM-Spezies in HEK-ADAM10"-Zellen
verglichen zu HEK-mock-Zellen lasst vermuten, dass ADAM10 auch einen Einfluss auf die

SM-Homoostase haben kénnte.

74



Ergebnisse

0 A
O
SN

&\6

q\@{\\g e'{‘\g

A) B)
Sphingomyeline 120 -
Knockout vs. mock @ signifikant

@ auRerhalb des mittleren Std.fehlers —
12,5 i B
: C16:1 QH )
510,07 c1gn ! | §
3 > 5 . 11 cle: £
1 - l} E
a : 1 C16:0 >
= C24:0 . 4 :
5 907 4 3
o) C24:1 s o0 3
= 2,54 c18:o§i i
0 - . .4 .
-2 0 2
Log, (fache Veranderung)
Gesamt = 15 Variablen
C) D) E) Quotient SM/PCaa
B HEK-mock m HEK-mock
120 - 120 - 140 - B HEK-mock
= HEK-ADAM10-KO = HEK-ADAM10-KO
vs T HEK-ADAM10-KO
100 - _100 - 120 - +
X ] . -
5 5 2100 -
E 80 - £ 80 - 2
g 2 ! 3 80 -
5 60 A 5 60 A 5
5 5 < 60 -
S 40 - > 40 | 2
2 2 & 40 A
3 8 x
:': 20 b )'( 20 = 20 .
o B

@(1;& N \’b(\g\e
F)
SM Spezies
C16:0 37,82% (77,3%)
C16:1 OH 7,33% (90,3%)
C18:0 23,73% (75,9%)
C24:0 9,21% (84,4%)
C24:1 9,10% (63,8%)

Abbildung 14: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Sphingomyelin-Spezies. (A)
Die Spiegel an SM-Spezies in HEK-ADAM10---Zellen im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in HEK-
mock-Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano Plots ist in
Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (B) Das Saulendiagramm zeigt die relativen Veradnderungen aller
gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht HEK-ADAM10-Zellen mit HEK-mock-
Zellen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische Signifikanz
dar, die mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurde, wobei * p < 0,05 und *** p < 0,001 gilt. (C)
und (D) Die Saulendiagramme zeigen die Verteilung von Sattigungsgrad und Kettenlange der
analysierten SEM-Spezies in HEK-ADAM10+-Zellen verglichen mit HEK-mock-Zellen. Kurzkettig wurde
in der gesamten Arbeit als < C16:X, mittelkettig als C16:X bis C20:X und langkettig als > C20:X fiir SM-
Spezies definiert. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische
Signifikanz mit *** p < 0,001, ermittelt mittels ungepaartem Students-t-Test. (E) Das Sdulendiagramm
verdeutlicht den Quotienten der ungewichteten Effektstarke aus allen SM-Spezies zu allen PCaa-
Spezies. (F) Die Tabelle reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der wichtigsten SM-Spezies. Eine
genauere Beschreibung ist in Abbildung 12 (E) aufgefiihrt. Eigene Abbildung.
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4.1.2.2 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine

4.1.2.2.1 Triglyceride

In dieser Arbeit wurden insgesamt 39 TAG-Spezies analysiert. Bei Betrachtung des Volcano
Plots ist ein eindeutiger Rechts-Shift in der Gesamtverteilung aller TAG-Spezies von HEK-
ADAM10"-Zellen zu erkennen, wobei einzelne Spezies liber dem Signifikanzniveau von 0,05
liegen (siehe Abbildung 15 A). Die ungewichtete Effektstarke aller HEK-ADAM107-Zellen war
verglichen zu HEK-mock-Zellen auf insgesamt 249,1 % + 38,4 % (p = 0,1518) deutlich, jedoch
nicht signifikant, erhéht (siehe Abbildung 15 B). Bei naherer Betrachtung des Sattigungsgrades
waren sowohl die gesattigten als auch die ungesattigten Fettsauren erhoht. Im Detail waren
dies vor allem TAG X:0 (212,1 Mol % % 23,0 Mol %; p < 0,05), TAG X:1 (268,0 Mol % + 39,1
Mol %; p = 0,141), TAG X:2 (288,7 Mol % * 54,2 Mol %; p = 0,257) sowie TAG X:4 (190,6
Mol % = 11,0 Mol %; p < 0,01) und TAG X:6 (121,8 Mol % + 4,7 Mol %; p < 0,05). Dabei
entsprach TAG X:0 dem Anteil der TAG-Spezies mit gesattigten Fettsauren, TAG X:1 dem
Anteil der TAG-Spezies mit einer einfach ungesattigten Fettsdure und > TAG X:2 dem Anteil
der TAG-Spezies mit mehrfach ungesattigten Fettsauren (siehe Abbildung 15 C). Bei der
Analyse der Kettenlange waren sowohl der Anteil der mittelkettigen als auch der Anteil der
langkettigen Fettsauren der TAG-Spezies in HEK-ADAM107-Zellen verglichen zu HEK-mock-
Zellen deutlich, jedoch nicht signifikant erhéht. Die mittelkettigen Fettsauren waren auf 252,7
Mol % £ 38,7 Mol % (p = 0,15) und die langkettigen Fettsauren auf 180,8 Mol % + 30,3 Mol %
(p = 0,74) erhdht (siehe Abbildung 15 D). Die haufigsten Spezies innerhalb aller TAG-Spezies
in HEK-ADAM10"-Zellen waren unter den experimentellen Bedingungen der vorliegenden
Arbeit TAG C50:1 mit 28,84 % und TAG C52:1 mit 16,70 % (siehe Abbildung 15 D).

Um die Kettenlange der einzelnen Fettsduren der TAG-Spezies analysieren zu kénnen, waren
in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lipidomics-Ansatz einige Limitierungen zu
beachten. In der durchgefiihrten semiquantitativen Massenspektrometrie konnte hinsichtlich
der Lange der einzelnen Fettsduren, die mit dem Rickgrat des Glycerinskeletts verbunden
sind, keine Unterscheidung getroffen werden. Es konnte beispielsweise bei der Angabe von
TAG C52:X nicht unterschieden werden, ob am Glyceringerust drei Fettsduren mit der Lange
C16:X + C18:X + C16:X oder beispielsweise drei Fettsauren mit der Lange C14:X + C22:X +
C16:X verestert sind. Dementsprechend waren lediglich grobe Aussagen bezlglich des

Sattigungsgrades und der Kettenlange maoglich.
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Abbildung 15: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Triglycerid-Spezies. (A) Die
Spiegel an TAG-Spezies in HEK-ADAM10---Zellen im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in HEK-mock-
Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano Plots ist in
Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (B) Das Saulendiagramm zeigt die relativen Veranderungen aller
gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht HEK-ADAM10+-Zellen mit HEK-mock-
Zellen. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische Signifikanz
dar, die mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurde, wobei * p < 0,05 und *** p < 0,001 gilt. (C)
Im Saulendiagramm ist die Verteilung verschiedener Sattigungsgrade von TAG-Spezies in HEK-
ADAM107--Zellen verglichen zu HEK-mock-Zellen gezeigt, die mittels ungepaartem Student-t-test
kalkuliert wurde, wobei * p < 0,05 und ** p < 0,01 gilt. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. (D).
Das Saulendiagramm zeigt die Verteilung von mittel- und langkettigen TAG-Spezies in HEK-ADAM10-
'~ und HEK-mock-Zellen. Mittelkettig wurde als C48:X bis C54:X und langkettig als C56:X bis C60:X
fir TAG-Spezies in der gesamten Arbeit definiert. Fehlerbalken reprasentieren den. (E) Die Tabelle
reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der haufigsten TAG-Spezies, wie in Abbildung 12 (E) néher
beschrieben. Eigene Abbildung.
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4.1.2.2.2 Carnitine

Carnitine spielen eine wichtige Rolle beim Transport von Fettsauren aus dem Zytosol Uber die
innere Mitochondrienmembran in das Mitochondrium, wo der Fettsdureabbau durch die (-
Oxidation reguliert wird [230]. Levocarnitin (L-Carnitin) wird in Lebewesen aus den
Aminosauren Lysin und Methionin hergestellt [85]. Bei der Betrachtung der in der vorliegenden
Arbeit analysierten Carnitine war eine Unterscheidung in Acyl- und Acetyl-Carnitine sinnvoll.
Bei den Acylcarnitinen handelt es sich um Carnitine, die mit einer Fettsaure beladen die innere
Mitochondrienmembran durch die Ubertragung von Acyl-CoA (Acetyl-Coenzym A) passieren
und diese im Mitochondrium zum Abbau bereitstellen, wahrend Acetyl-Carnitine das oxidierte
CoA-Molekiil aus dem Inneren des Mitochondriums eliminieren [289]. In der vorliegenden
Arbeit stehen dementsprechend alle Carnitin-Spezies ,CX (X>3)“ flr Acylcarnitine. Da durch
die B-Oxidation zyklisch Kohlenstoffatome der Fettsduren abgebaut werden und dabei Energie
geliefert wird, kann die Auswertung der Carnitine Aufschluss Uber zellulare
Reaktionsmechanismen auf veranderte intrazellulare Triglycerid-Spiegel geben. CO, als
Haupttrager der Fettsduren, C02 und C03 als Endprodukte der B-Oxidation und C16 und C18
als Hauptvertreter der Acyl-Carnitine waren bei der Auswertung von besonderem Interesse.
Das Verhaltnis aus (C16+C18)/C2 wurde als aussagekraftiges Mal} flr die abgelaufene [3-
Oxidation der geradzahligen Fettsauren betrachtet.

Bei der Gruppenanalyse der 41 untersuchten Carnitin-Spezies in HEK-ADAM107-Zellen im
Vergleich zu HEK-mock-Zellen im Volcano-Plot lie® sich keine homogene Verteilung der
Spezies beobachten, was in der Abbildung 16 A dargestellt ist. Bei genauerer Betrachtung der
einzelnen Vertreter war ein signifikanter Anstieg von CO auf 115,9 % £ 3,0 % (p < 0,01) und
C02 auf 157,3 % = 2,5 % (p < 0,001) zu verzeichnen, wobei gleichzeitig C03, als Endprodukt
der ungeradzahligen Fettsduren, auf 78,0 % + 3,3 % (p < 0,001) signifikant verringert war
(siehe Abbildung 16 B). Basierend auf den vorliegenden Daten liel3 sich keine spezifische
Reaktion der Carnitine auf die erhohten intrazellularen TAG-Spiegel in HEK-ADAM107-Zellen

verzeichnen.
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Abbildung 16: Effekte der ADAM10-Gendeletion in HEK-Zellen auf Carnitin-Spezies. (A) Die
Spiegel an Carnitin-Spezies in HEK-ADAM10---Zellen im Vergleich zu denjenigen Spiegeln in HEK-
mock-Zellen (jeweils n=6) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano Plots ist in
Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (B) Das Saulendiagramm zeigt die relativen Veranderungen
ausgewahlter Carnitin-Spezies, die eine besondere Aussagekraft iiber den Energieverbrauch der
HEK-ADAM10---Zellen im Vergleich zu HEK-mock-Zellen haben. Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler und Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, die mittels ungepaartem Students-t-
test ermittelt wurde, wobei * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt. Eigene Abbildung.
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4.2 Der Einfluss der ADAM10-Modulatoren EGCG, Am80 und Gemfibrozil auf
SH-SY5Y-, HEK- und Calu-3-Zellen

Nachdem sich gezeigt hat, dass die Deletion von ADAM10 einen erheblichen Einfluss auf die
Lipidhoméostase in HEK-Zellen hat, wurde im folgenden Abschnitt der Einfluss von ADAM10-
modulierenden Substanzen auf verschiedene Zellreihen untersucht. Da ADAM10 vor allem im
Gehirn eine protektive Wirkung auf die Entstehung der Alzheimer-Erkrankung hat und auch in
anderen Organen vielfaltige Wirkungen erzielt [48,281,311], fand im Folgenden eine
Recherche nach ADAM10-modulierenden Substanzen statt. Dabei stellte sich heraus, dass
die beiden Medikamente Gemfibrozil und Tamibarotene (Am80) laut aktueller Literaturlage
transkriptionell Einfluss auf die ADAM10-Genexpression nehmen [46,147,314]. AulRerdem soll
die in grinem Tee vorkommende, natlrliche Komponente Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)
modulierenden Einfluss auf ADAM10 haben [70,217].

4.2.1 Bestimmung der Zell-Viabilitat

Um einen Einfluss der Substanzen auf ADAM10 als Protein und den Einfluss der Substanzen
auf die Lipidhomoostase verschiedener Zellen zu untersuchen, wurden SH-SY5Y-Wt-, HEK-
Wt- und Calu-3-Wt-Zellen mit Gemfibrozil, EGCG und Am80 fir 72 Stunden, in der
Konzentration, welche auch flr die weiterfihrenden Analysen genutzt wurde, inkubiert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass hier drei Zelllinien aus metabolisch aktiven Organen (Gehirn,
Niere und Lunge) gewahlt wurden. Im Anschluss wurden die Zellen wie in Kapitel 0
beschrieben geerntet und prozessiert. Das Medium der Zellen wurde nach Beendigung der
Inkubation auf Zellzytotoxizitat mittels LDH-Assay analysiert und dadurch die Zell-Viabilitat
kalkuliert, um einen toxischen Effekt der Substanzen auf die Zellen ausschlieen zu kdnnen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde darauf geachtet, dass eine Zytotoxizitat > 6 % nicht
uberschritten wurde (siehe Abbildung 17).

Unter den gewahlten Inkubationsbedingungen (siehe Kapitel 0) konnte kein Einfluss von 100
pumol/l Gemfibrozil, 1 ymol/l Am80 und 10 pymol/l EGCG auf die inkubierten Zellen bezuglich
der Viabilitat festgestellt werden. Das Ergebnis der Zytotoxizitatsanalyse ist in Abbildung 17

dargestellt.
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Abbildung 17: Einfluss der Adam10-Modulatoren auf die Zell-Viabilitat von SH-SY5Y-, HEK-
und Calu-3-Zellen. Nach 72-stiindiger Inkubation von SH-SY5Y Wt -, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen
mit den in der Arbeit verwendeten ADAM10-Modulatoren (100 umol/l Gemfibrozil, 1 pmol/l Am80 und
10 ymol/l EGCG) oder der entsprechenden Losungsmittelkontrolle wurde die Zell-Zytotoxizitat mittels
LDH-Analyse kalkuliert (n=8). Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler. Eigene Abbildung.

4.2.2 Effekt auf die sAPPa-Freisetzung

Um einen Einfluss von Gemfibrozil, Am80 und EGCG auf ADAM10 in SH-SY Wit-, HEK Wt-
und Calu-3 Wt-Zellen feststellen zu kénnen, wurden die sAPPa-Proteinlevel als indirekter
Nachweis der ADAM10-Aktivitdt nach der Inkubation aus dem kultivierten Medium bestimmt
(siehe Kapitel 3.2.2.13). Die Ergebnisse der durchgefiihrten sAPPa-Proteinlevel wurden
anschlieltend quantifiziert und die sAPPa-Freisetzung in Form von Saulendiagrammen in der
Abbildung 18 dargestellt. In SH-SY5Y Wt-Zellen bedingte Am80 einen signifikanten Anstieg
der sAPPa-Proteinexpression auf 166,6 % + 11,8 % (p < 0,05) und EGCG auf 167,4 % =
12,8 % (p < 0,05), wahrend die Inkubation von Gemfibrozil in SH-SY5Y Wt-Zellen zu einer
signifikanten Abnahme der sAPPa-Level auf 78,6 % £ 3,3 % (p < 0,05) flhrte (siehe Abbildung
18 A). Analog dazu stieg die sAPPa-Proteinexpression von Am80 in HEK Wt-Zellen signifikant
auf 118,8 % £ 0,3 % (p < 0,001) und die Inkubation von EGCG auf HEK Wt-Zellen auf 146,5 %
14,5 % (p<0,01). Analog zu dem Ergebnis in SH-SY5Y Wt-Zellen kam es durch die Inkubation
von HEK Wt-Zellen mit Gemfibrozil zu einer nicht-signifikanten Abnahme der sAPPa-Menge
auf 76,7 % = 15,4 % (siehe Abbildung 18 C). Interessanterweise war nach Inkubation von
Calu-3 Wt-Zellen mit Gemfibrozil eine signifikante Zunahme der sAPPa-Freisetzung auf 277 %
+ 13,4 % (p < 0,001) festzustellen. Die Inkubation von Calu-3 Wt-Zellen mit Am80 resultierte
ebenfalls in einem signifikanten Anstieg der sAPPa-Freisetzung auf 242,5 % + 8,2 % (p <
0,001). Gleiches wurde fiir die Inkubation mit EGCG beobachtet, hier kam es in Calu-3 Wt-
Zellen zu einer signifikanten Zunahme der sAPPa-Level auf 240,8 % £ 4,9 % (p < 0,001) (siehe
Abbildung 18 E).

Die isolierte Betrachtung von Am80 lieferte einen signifikanten zelllinientibergreifenden Effekt

auf die sAPPa-Freisetzung im entsprechenden Kulturmedium, der in humanen
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Lungenkrebszellen am deutlichsten ausgepragt war. Gleiches konnte bei der isolierten
Betrachtung von EGCG festgestellt werden. Auch hier war ein signifikanter Anstieg der sAPPa-
Menge im entsprechenden Kulturmedium von allen untersuchten Zelllinien zu verzeichnen.
Interessanterweise verhielt sich die Freisetzung von sAPPa nach Gemfibrozil-Inkubation im
Kulturmedium von SH-SY5Y Wt- und HEK Wt-Zellen anders als in Calu-3 Wt-Zellen. Wahrend
Gemfibrozil sowohl in der neuronalen als auch in der renalen Zelllinie zu einer verringerten
sAPPa-Expression fuhrte, war der Effekt in Calu-3 Wt-Zellen im Vergleich zu den beiden
anderen Substanzen am stérksten hochregulierend auf die sAPPa-Proteinlevel (siehe
Abbildung 18).
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Abbildung 18:
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Nachweis der sAPPa-Freisetzung in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-
Zellen nach Inkubation von Am80, EGCG und Gemfibrozil mittels Western-Blot-Analyse. (A),
(C) und (E) sAPPa-Menge in Prozent in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen nach Am80-,
EGCG- und Gemfibrozil-Inkubation im Vergleich zur jeweils entsprechenden Kontrollgruppe. Die
Kontrolle wurde fur jede Substanz auf 100 % gesetzt und ist durch die horizontale Linie verdeutlicht.
Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler. Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, die
mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurde, wobei * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt.
(B), (D) und (F) exemplarische sAPPa-Western-Blot-Ergebnisse aus dem entsprechenden
Kulturmedium (n=3) nach der Inkubation von entweder Am80, EGCG oder Gemfibrozil auf SH-SY5Y-
Wit-, HEK-Wt- und Calu-3-Wt-Zellen. Eigene Abbildung.
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4.2.3 Der Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat und Tamibarotene auf die
Lipidhomoostase in SH-SY5Y-, HEK- und Calu-3-Zellen

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit der Auswirkung von EGCG und Am80 auf die Lipid-
Komposition in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen. Dazu wurden die Zellen wie
oben beschrieben mit den beiden Substanzen behandelt, geerntet und ihre Lipide extrahiert.
Im Anschluss erfolgte eine semiquantitative massenspektrometrische Analyse der
Phospholipide, Neutrallipide und Carnitine, analog zu der in Kapitel 4.1.2 durchgefiuhrten
Untersuchung. Es wurde sich bei der Auswertung der Phospholipide, TAG und Carnitine auf
die Auswirkungen der Substanzen auf die ungewichtete Effektstarke konzentriert, um einen
groben Uberblick tiber den Einfluss von Am80 und EGCG auf die behandelten Zelllinien im

Vergleich zur jeweils entsprechenden Kontrollgruppe zu skizzieren.

4.2.3.1 Einfluss auf Phospholipide

Wahrend bei der Behandlung mit Am80 eine Verringerung der ungewichteten Effektstarke in
SH-SY5Y Wt-Zellen auf 90,9 % + 11,7 % (p £ 0,521) und in HEK Wt-Zellen auf 84,3 % £ 4,5 %
(p = 0,01) im Vergleich zu den jeweiligen mit Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppen zu
verzeichnen war, schien Am80 keinen Einfluss auf die Gesamteffektstarke der PCaa-Spezies
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Lungenkrebszellen zu haben
(ungewichtete Effektstarke: 100,7 % + 5,2 %, p = 0,904) (siehe Abbildung 19 A). Mit Blick auf
die signifikante Reduzierung der PCaa-Spezies durch Tamibarotene in HEK-Zellen lie3 sich
in der gruppenspezifischen Analyse im Volcano-Plot eine klare Linksverschiebung aller PCaa-
Spezies dokumentieren, wobei die Mehrheit aller Spezies dabei oberhalb des
Signifikanzniveaus mit p < 0,05 lag (siehe Abbildung 19 B).

In den mit EGCG behandelten Zelllinien stellte sich die Verteilung der PCaa-Spezies anders
dar. EGCG fuhrte in SH-SY5Y Wt-Zellen zu einer Steigerung der PCaa-Spezies auf 103,3 %
£ 90% (p = 0,77) im Vergleich zur mit entsprechendem L&sungsmittel behandelten
Kontrollgruppe. In HEK Wt-Zellen fihrte EGCG zu einer Verringerung der ungewichteten
Effektstarke auf 95,3 % * 8,1 % (p < 0,599) und in Calu-3 Wt-Zellen auf 91,5 % £ 4,2 % (p =
0,109) jeweils verglichen mit den Kontrollgruppen (siehe Abbildung 19 A).

Bei der Verteilung der Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Spezies (PCae-Spezies) in SH-SY5Y
Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen waren nach der Behandlung mit EGCG und Am80 ahnliche
Effekte zu verzeichnen. Generell war bei Betrachtung der ungewichteten Effektstarke fir keine
Zelllinie eine signifikante Veranderung durch Am80 oder EGCG im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe zu beobachten. Wahrend Am80 in SH-SY5Y Wt-Zellen einen tendenziellen
Anstieg der PCae-Spezies auf 108,7 % + 11,3 % (p = 0,548) und in Calu-3 Wt-Zellen auf
110,6 % £ 5,3 % (p = 0,128) bedingte, kam es bei der Behandlung von HEK Wt-Zellen zu einer
Verringerung auf 96,0 % £ 3,7 % (p = 0,403). Die Behandlung mit EGCG fuhrte in SH-SY5Y
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Wt-Zellen zu einem minimalen Anstieg der PCae-Spezies auf 103,5 % £ 9,6 % (p = 0,767) und
in HEK-Wt-Zellen zu einer Verringerung auf 96,9 % + 12,5 % (p = 0,725) und in Calu-3 Wt-
Zellen auf 99,3 % + 4,5 % (p = 0,902) (siehe Abbildung 19 C).

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der Verteilung der Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies in den
drei untersuchten Zelllinien nach der Behandlung mit Tamibarotene und EGCG. Am80
bedingte in der neuronalen Zelllinie eine Verringerung der Lyso-PC-Spezies auf 91,2 % +
10,5% (p = 0,440) und in der renalen Zelllinie auf 97,0 % £+ 4,7 % (p = 0,672). In den
untersuchten Lungenzellen bedingte Am80 eine Erhdhung der ungewichteten Effektstarke
aller Lyso-PC-Spezies auf 111,9% % 5,5% (p = 0,151), ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen. Entgegengesetzt dazu verhielten sich die Lyso-PC-Spezies der Zelllinien nach
Behandlung mit EGCG verglichen zur jeweiligen Kontrollgruppe. Hier war ein Anstieg der
Lyso-PC-Spezies in SH-SY5Y Wt-Zellen nach EGCG-Behandlung auf 110,8 % £ 9,5 % (p =
0,480) zu verzeichnen, wahrend kaum ein Effekt von EGCG auf HEK Wt-Zellen mit 100,4 % %
12,4% (p = 0,964) zu sehen war. In Calu-3 Wt-Zellen bedingte EGCG dagegen eine
tendenzielle Reduktion der Lyso-PC-Spezies auf 82,3 % + 7,9 % (p = 0,07) (siehe Abbildung
19 D).

Die Behandlung mit Am80 vermittelte nur tendenzielle Effekte auf die Verteilung der SM-
Spezies in den untersuchten Zelllinien. In SH-SY5Y Wt-Zellen stieg die ungewichtete
Effektstarke nach Am80-Behandlung auf 102,5 % + 12,5 % (p = 0,873) an, wahrend in HEK
Wt-Zellen eine Reduzierung auf 94,2 % + 3,7 % (p = 0,226) zu sehen war. In Calu-3 Wt-Zellen
bedingte die Behandlung mit Tamibarotene einen Anstieg der SM-Spezies auf 111,2 % %
5,6 % (p = 0,139).

Nach der Behandlung mit EGCG kam es in SH-SY5Y Wt-Zellen zu einem Anstieg der Gesamt-
SM-Spezies auf 106,8 % £ 9,9 % (p = 0,480) und in HEK Wt-Zellen zu einer Verringerung auf
94,0 % + 10,2 % (p = 0,964). In Calu-3 Wt-Zellen kam es ebenfalls zu einer Verringerung der
SM-Spiegel auf 94,5 % £ 4,2 % (p = 0,075) (siehe Abbildung 19 E).
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Abbildung 19: Effekte von Am80 und EGCG auf Phospholipide in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und
Calu-3 Wt-Zellen. (A), (C), (D) und (E) Die Saulendiagramme zeigen die relativen Veranderungen
aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht SH-SY5Y WT-, HEK WT- und Calu-3
WT-Zellen jeweils entweder mit Am80 oder EGCG behandelt im Vergleich zu den mit Loésungsmittel
behandelten Kontrollgruppen. Die Kontrollgruppe wurde jeweils auf 100 % gesetzt und ist als
horizontale Linie dargestellt. (B) Die Spiegel an Phosphatidylcholin-Spezies in HEK-Zellen mit Am80
behandelt im Vergleich zu denjenigen Spiegeln mit der Losungsmittelkontrolle (jeweils n=8) in Form
eines Volcano Plots. Ein detaillierter Aufbau der Volcano Plots ist in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische Signifikanz dar, die
mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurden, wobei ** p < 0,01 gilt. Eigene Abbildung.

4.2.3.2 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine

Sowohl Am80 als auch EGCG zeigten nur geringe Effekte auf die analysierten Phospholipide
in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen. Im Folgenden werden die Auswirkungen der
beiden Substanzen auf Triglyceride und Carnitine betrachtet.

Am80 bedingte dabei, abgebildet in der Abbildung 20 A in der behandelten Neuroblastom-
Zelllinie einen signifikanten Anstieg der Triglycerid-Spiegel auf 175,0 % £ 11,2 (p £ 0,01), was
in dem Volcano Plot (Abbildung 20 B) durch die Betrachtung der gruppenspezifischen Effekte
zusatzlich unterstrichen werden konnte. Im Vergleich dazu stiegen die TAG-Spezies in SH-
SY5Y Wt-Zellen nach EGCG-Behandlung auf 103,9 % + 5,9 % (p = 0,797). In den behandelten
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HEK Wt-Zellen kam es nach Am80-Inkubation zu einer Verringerung der TAG-Spezies auf
90,2% £ 7,0 % (p = 0,232) und nach EGCG-Inkubation auf 97,4 % + 8,9 % (p = 0,817). In
Calu-3 Wt-Zellen verhielten sich die beiden Substanzen unterschiedlich. Die Behandlung mit
Am80 fuhrte zu einem Anstieg auf 120,2 % + 13,3 % (p = 0,264), wahrend eine Behandlung
mit EGCG in Lungenzellen zu einer Abnahme der TAG-Spiegel auf 80,8 % + 10,7 % (p =
0,180) fuhrte (siehe Abbildung 20 A).
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Abbildung 20: Effekte von Am80 und EGCG auf Triglycerid- und Carnitin-Spezies in SH-SY5Y
Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen. (A) Das Saulendiagramm zeigt die relativen Veranderungen
aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3
Wt-Zellen jeweils entweder mit Am80 oder EGCG behandelt verglichen zu den mit Losungsmittel
behandelten Kontrollgruppen, die jeweils auf 100 % gesetzt wurden und als horizontale Linie
dargestellt werden. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die statistische
Signifikanz dar, die mittels ungepaartem Students-t-test ermittelt wurden, wobei ** p < 0,01 gilt. (B) Die
Spiegel an Phosphatidylcholin-Spezies in HEK-Zellen mit Am80 behandelt im Vergleich zu denjenigen
Spiegeln mit der Lésungsmittelkontrolle (jeweils n=8) in Form eines Volcano Plots. Ein detaillierter
Aufbau der Volcano Plots ist in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben. (C) und (D) Die Sdulendiagramme zeigen
die relativen Veranderungen ausgewahlter Carnitin-Spezies fur Am80 (B) und EGCG (C) auf den
jeweils untersuchten Zelllinien. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und Sterne stellen die
statistische Signifikanz dar, wobei * p 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt. Eigene Abbildung.
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Bei der Behandlung von SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen mit Am80 waren
beziglich der Verteilung der Carnitin-Spezies ausgepragte Unterschiede zu verzeichnen. In
SH-SY5Y Wt-Zellen fuhrte die Behandlung mit Am80 zu einem Anstieg der TAG-Spezies auf
175,0 % = 11,2 % (p < 0,01). Interessanterweise waren die Carnitin-Spezies nach Am80-
Behandlung nur in geringem Male verandert und es wurde keine Reaktion auf den
intrazellularen Triglycerid-Anstieg beobachtet (verdeutlicht in Abbildung 20 C).

Im Gegensatz dazu waren sowohl in HEK Wt- als auch in Calu-3 Wt-Zellen heterogene
Ergebnisse in der Verteilung der Carnitin-Spezies zu beobachten. Sowohl C02 als auch C03,
die Endprodukte des gerad- und ungeradzahligen Fettsaureabbaus, waren in HEK Wt-Zellen
nach Am80-Behandlung signifikant erhéht, wobei C02 auf 136,9 % + 9,7 % (p < 0,05) und C03
auf 170,3 % £ 10,0 % (p < 0,01) erhdht waren. Weitere wichtige Carnitin-Spezies, wie C16
oder C18, waren im Vergleich zur mit Losungsmittel behandelten Kontrollgruppe nur in
geringem Male verandert. In Calu-3 Wt-Zellen war nach Am80-Inkubation ein signifikanter
Anstieg von CO auf 154,3 % + 10,0 % (p < 0,001) und von C02 auf 124,5 % % 9,7 % (p < 0,05)
zu beobachten. Zusatzlich flihrte die Behandlung mit Am80 zu einer signifikanten Abnahme
der C16- und C18-Spezies, mit C16 auf 64,3 % + 12,1 % (p < 0,001) und C18 auf 69,9 % *
12,0 % (p < 0,001).

Bei der Behandlung mit EGCG waren uber alle drei Zelllinien Ubergreifend nur geringe Effekte
auf die ausgewahlten Carnitin-Spezies zu sehen (siehe Abbildung 20 D). In HEK Wt-Zellen
fuhrte die Behandlung von EGCG zu einer Abnahme der C02-Spezies auf 81,8 % £ 9,7 % (p
< 0,05).

4.2.4 Der Einfluss von Gemfibrozil auf die Lipidhomoostase in SH-SY5Y-, HEK- und
Calu-3-Zellen

Als Ligand fir den Peroxisom-Proliferations-aktivierten-Rezeptor a (kurz: PPAR a) induziert
Gemfibrozil in Hepatozyten die Transkription und Expression einer Vielzahl an Genen, die in
den Fett- und Energiemetabolismus involviert sind. So wird unter anderem Uber PPARa die
mitochondriale, peroxisomale und mikrosomale Fettsaure-Oxidation, die Fettsaure-Bindung
und Aktivierung, der Lipoproteinstoffwechsel (z.B. durch die Lipoproteinlipase), die
Gluconeogenese und sowohl die Synthese als auch der Abbau der Triglyceride reguliert [141].
Dementsprechend kommt Gemfibrozil als PPARa-Aktivator in Hepatozyten eine besondere
pharmakologische Bedeutung zu. Uber die vermehrte Aktivierung der Lipoproteinlipase
kénnen sowohl die erhdhten TAG- als auch die VLDL-Spiegel im Blut erfolgreich gesenkt
werden [253]. Da PPARa in einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird und seine Funktion
Uber die Regulation der Lipoproteinlipase hinausgeht und Gemfibrozil nicht nur auf
Hepatozyten, sondern auch auf alle anderen Organe Einfluss nimmt, wurde der Effekt des

Lipidsenkers auf die Lipidhom&ostase anderer Organe in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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Stellvertretend wurden dafiir analog zur Inkubation von Am80 und EGCG SH-SY5Y Wt-Zellen,
als Vertreter einer neuronalen Zellreihe und ein in Zellkulturstudien haufig verwendetes Modell
in der Alzheimer-Forschung, herangezogen. Da PPARa vor allem in metabolisch aktiven
Geweben exprimiert wird, wurde sich zusatzlich auf HEK Wt-Zellen, als Vertreter einer renalen
Zellreihe, und Calu-3 Wt-Zellen, als Vertreter einer pulmonalen Zellreihe, konzentriert. Diese
wurden Uber 72 Stunden mit 100 pmol/l Gemfibrozil inkubiert und im Anschluss
massenspektrometrisch analysiert. Bei der Auswertung der verschiedenen Lipidklassen wurde
sich auf eine Gruppenanalyse mittels Volcano Plot, auf die ungewichtete Effektstarke der
Lipidklasse durch Gemfibrozil-Einfluss und auf die Hauptvertreter innerhalb der einzelnen
Lipidklassen konzentriert, sofern es nicht anders angegeben ist.
Teile der Ergebnisse, die sich mit dem Einfluss von Gemfibrozil auf den Lipidhaushalt von SH-
SY5Y-Wt-, HEK-Wt- und Calu-3-Wt-Zellen beschéaftigen, wurden im International Journal of
Molecular Sciences (MDPI Verlag, Impact Factor dieser Zeitschrift Stand Juni, 2023: 6,208)
veroffentlicht:
Bachmann CM*, Janitschke D*, Lauer AA, Ehrhardt T, Hartmann T, Grimm MOW?¥,
Grimm HS* Gemfibrozil-induced intracellular Triglyceride increase in SH-SY5Y, HEK
and Calu-3 cells. Int J Mol Sci. 2023 Feb 3;24(3):2972. doi: 10.3390/ijms24032972.
PMID: 36769295

*diese Autoren haben gleichermalien zu dieser Publikation beigetragen.
4.2.4.1 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine
4.2.4.1.1 Triglyceride

Wie bereits in Kapitel 4.1.2.2 erwahnt, stellen Triglyceride einen wichtigen Marker fir den
intrazellularen Energiestoffwechsel dar und dienen darliber hinaus durch die Bindung von
Fettsauren als Energiespeicher [189]. Bei erhoéhter Akkumulation von intrazellularen
Triglyceriden kommt es zur Bildung von kleinen Lipidtrépfchen (engl. Lipid droplets, kurz: LD)
im Zytosol [310]. Die aus den TAG gewonnenen Fettsduren kénnen in den Mitochondrien zur
Energiegewinnung genutzt werden. Zu diesem Zweck wird jede einzelne Fettsaure
abgespalten und an Carnitin gebunden, um die mitochondriale Membran passieren zu kdnnen
[3].

Interessanterweise fiihrte die Behandlung mit Gemfibrozil in allen drei untersuchten Zelllinien
zu einem signifikanten Anstieg der Triglycerid-Spiegel im Vergleich zu den jeweils mit
entsprechendem Losungsmittel behandelten Kontrollgruppen. Bei Betrachtung der gesamten
TAG-Gruppe pro Zelllinie fiel im Volcano Plot eine deutliche Verschiebung der meisten
Lipidspezies nach rechts Uber alle drei untersuchten Zellreihen hinweg auf, wobei davon die
meisten oberhalb des Signifikanzniveaus von p < 0,05 lagen. Die wichtigsten Vertreter sind im
Volcano Plot, Abbildung 21 A, beschriftet.
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Bei ndherer Betrachtung fuhrte Gemfibrozil in SH-SY5Y Wt-Zellen zu einem signifikanten
Anstieg der ungewichteten Effektstarke der TAG-Spezies auf 170,3 % + 4,5 % (p < 0,001)
(siehe Abbildung 21 B). Von den 39 untersuchten TAG-Spezies waren in den mit Gemfibrozil-
inkubierten Neuroblastom-Zellen 25 Spezies hochreguliert, wovon 15 Spezies das
Signifikanzniveau von p < 0,05 erreichten. In HEK Wt-Zellen kam es nach der Behandlung zu
einem Anstieg auf 272,1 % £ 6,0 % (p < 0,001). Innerhalb der 39 TAG-Spezies waren in den
Nierenzellen insgesamt 23 TAG-Spezies erhoht, davon 18 Spezies signifikant. In Calu-3 Wt-
Zellen erhohte die Behandlung mit Gemfibrozil den Gesamtspiegel der TAG-Spezies auf
448,1 % *+ 3,9 % (p < 0,001). Dabei waren 27 der 39 analysierten Spezies erhdht, wovon 23
Spezies das Signifikanzniveau erreichten. Interessanterweise waren zwolf Spezies verringert,
davon vier signifikant.

Das in Abbildung 21 C gezeigte Venn-Diagramm veranschaulicht alle signifikant veranderten
TAG-Spezies in einer Gegenuberstellung der drei untersuchten Zelllinien. Es wurden alle
Spezies mit einer Signifikanz von p < 0,05 bericksichtigt. Interessanterweise gab es zwolf
TAG-Spezies, die in allen drei Zelllinien durch die Inkubation mit Gemfibrozil signifikant erhdht
waren: TAG C48:0, TAG C50:0, TAG C50:1, TAG C50:2, TAG C 50:3, TAG C52:3, TAG C52:4,
TAG C52:5, TAG C52:6, TAG C54:6, TAG C54:7 und TAG C54:8. Zusatzlich zu diesen
Spezies gab es eine Reihe weiterer TAG-Spezies, die durch die Behandlung mit Gemfibrozil
in den einzelnen Zelllinien signifikant verandert waren. TAG C52:0, TAG C54:9, TAG C56:7,
TAG C56:8, TAG C58:7 und TAG C60:6 waren in HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen signifikant
erhoht. TAG C52:2 und TAG C54:5 waren in SH-SY5Y Wt- und Calu-3 Wt-Zellen in ahnlicher
Weise verandert. TAG C52:1 war nur in SH-SY5Y Wt-Zellen signifikant erhdht und TAG C54:1
nur in HEK Wt-Zellen. Im Allgemeinen waren in den behandelten Lungenzellen die meisten
TAG-Spezies signifikant verandert. Zusatzlich zu den oben erwahnten TAG-Spezies war TAG
C60:4 signifikant erhdht und interessanterweise traten auch signifikant verringerte Spezies auf
(z.B. TAG C58:3 und TAG C58:6).

Die Tabelle in Abbildung 21 D zeigt die wichtigsten Triglycerid-Spezies nach Gemfibrozil-
Behandlung, welche prozentual am haufigsten auftraten. Ausgehend von den Spezies im
Venn-Diagramm, die signifikant erhdht waren, wurden die Hauptvertreter mit dem
prozentualen Anteil ihrer Spezies am Gesamtanteil aller TAG-Spezies aufgefiihrt. Die
jeweiligen EffektgroRen sind in Klammern angegeben. Uber alle drei untersuchten Zelllinien
hinweg war die am haufigsten auftretende Spezies C50:2, die in HEK-Zellen mit einem
Prozentsatz von 33,1 %, in Calu-3 Zellen zu 32,34 % und in SH-SY5Y-Zellen zu 23,82 %
vorkam. Zusammenfassend war zu erkennen, dass die Behandlung von SH-SY5Y Wt-, HEK
Wt- und Calu-3 Wt-Zellen mit Gemfibrozil zu einem zelllinienibergreifenden massiven

intrazellularen Triglycerid-Anstieg fuhrte.
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Abbildung 21: Effekte von Gemfibrozil auf Triglycerid-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und
Calu-3 Wt-Zellen. (A) Spiegel an TAG-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen nach
Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der jeweils mit dem entsprechenden
Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in einem Volcano Plot dargestellt. Eine
genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.3 zu entnehmen. (B) Das Saulendiagramm zeigt die relativen
Veranderungen aller gemessenen Lipidspezies dieser Lipidklasse und vergleicht die mit Gemfibrozil
behandelten Zelllinien mit den jeweiligen Kontrollgruppen, die in Form einer horizontalen Linie
dargestellt sind und auf 100 % gesetzt wurden. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler und
Sterne geben die statistische Signifikanz, berechnet durch den ungepaarten Students-t-Test wieder,
wobei *** p < 0,001 gilt. (C) Venn-Diagramm mit allen statistisch signifikant veranderten TAG-Spezies
in den jeweiligen Zelllinien im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe. Als statistisch signifikant
wurde p < 0,05 festgelegt. (D) Die Tabelle reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der wichtigsten
TAG-Spezies, die prozentual am haufigsten vertreten sind. Die jeweiligen EffektgréRen sind in
Klammern angegeben. Abbildung abgeandert nach [11].

4.2.4.1.2 Carnitine

Carnitine  stellen den  Transport langkettiger Fettsduren Uber die innere

Mitochondrienmembran ins Mitochondrium sicher und spielen deswegen eine essenzielle

91



Ergebnisse

Rolle im zellularen Energiemetabolismus [230]. Da Gemfibrozil einen massiven intrazellularen
Triglycerid-Anstieg in den untersuchten Zellreihen induzierte, folgte daraufhin eine genaue
Betrachtung der unterschiedlichen Carnitin-Spezies. Hierbei zeigte das Verhalten der Carnitin-
Spezies in den neuronalen Zellen deutliche Unterschiede im Vergleich zu denjenigen Spezies
in HEK- und Calu-3 Zellen.

In den mit Gemfibrozil behandelten SH-SY5Y-Zellen fiel bei der Analyse der gesamten
Carnitin-Spezies im Volcano Plot eine ausnahmslos nach rechts verlagerte Hochregulation auf
(siehe Abbildung 22 A). Bei genauerer Betrachtung der Hauptvertreter der Carnitin-Spezies ist
eine Erhéhung der beiden Endprodukte C02 und CO3 zu erkennen, wobei C02 auf 115,9 % *
9,7 % (p < 0,318) und CO03 signifikant auf 140,2 % + 10,1 % (p < 0,05) erhoht war. Ebenfalls
signifikant erhdéht war das Verhaltnis von (C16+C18)/C2 auf 113,6 % £ 2,9 % (p < 0,01). Die
Summe aller Acylcarnitine (CX (X>3)) war insgesamt auf 130,7 % £ 10,7 % (p = 0,112) erhdht
(Abbildung 22 B).

Da das Verhaltnis von (C16+C18)/C2 ein aussagekraftiges Mal} fur den Ablauf der -Oxidation
darstellt, kann durch die signifikante Hochregulation dieses Verhaltnisses Ruickschluss auf
eine vermehrt ablaufende Fettsdure-Oxidation als Reaktion auf die intrazellulare TAG-
Zunahme gezogen werden. Generell liel} sich eine Hochregulation aller Carnitine in SH-SY5Y
Wt-Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung feststellen, was auf einen vermehrten Verbrauch in
Form der durch die TAG bereitgestellten Fettsduren schlieffen lasst und somit als eine
vermehrte Energiebereitstellung im neuronalen Gewebe interpretiert werden kann.

Im Gegensatz dazu war die Verteilung der Carnitin-Spezies in HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen
nach Gemfibrozil-Behandlung sehr heterogen (siehe Abbildung 22 C). Wahrend CO, als Haupt-
Carrier der Fettsauren sowohl in Calu-3 als auch in HEK-Zellen kaum verandert war, so war
insbesondere bei der Spezies C03 eine signifikante Verringerung auf 57,7 % + 10,1 % (p <
0,001) in HEK-Zellen und auf 73,6 % + 10,1 % (p = 0,155) in Calu-3 zu verzeichnen (siehe
Abbildung 22 D). Es war aufgrund dieser heterogenen Verteilung nicht davon auszugehen,
dass die durch den massiven intrazellularen Triglycerid-Anstieg angesammelten Fettsauren
zum Energieverbrauch genutzt werden, sondern eher eine vermehrte Ansammlung der TAG
in Lipidtropfchen vorstellbar ist. Verglichen zum Verhalten der Carnitin-Spezies in SH-SY5Y-
Zellen war in der renalen und in der pulmonalen Zellreihe keine starke Erhéhung zu

beobachten.
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Abbildung 22: Effekte von Gemfibrozil auf Carnitin-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und
Calu-3 Wt-Zellen. (A) und (C) Spiegel an Carnitin-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wit-
Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der jeweils mit dem
entsprechenden Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in einem Volcano Plot
dargestellt. Eine genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.2 zu entnehmen. Fehlerbalken reprasentieren
den Standardfehler und Sterne geben die statistische Signifikanz, berechnet durch den ungepaarten
Students-t-Test wieder, wobei * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt. (B) und (D) Die
Saulendiagramme zeigen die relative Verteilung ausgewahlter Carnitin-Spezies in SH-SY5Y Wt-Zellen
(B) und HEK WT- und Calu-3 Wt-Zellen (D) nach Gemfibrozil-Behandlung im Vergleich zur mit
Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe, die als horizontale Linie dargestellt ist und auf 100 %
gesetzt wurde. Abbildung abgeandert nach [11].
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4.2.4.2 Einfluss auf Phospholipide

4.2.4.2.1 Phosphatidylcholine

Wie ebenfalls schon detailliert in Kapitel 4.1.2.1.2 erlautert, stellen Phosphatidylcholine mit 30-
35 % den Hauptanteil der Phosphoglyceride in biologischen Membranen dar [268]. Neben
dieser und weiterer Funktionen, stellen PCaa-Spezies als Monolayer die hydrophile
Komponente der Membran der intrazellularen Lipidtrépfchen dar [316]. Diese Lipidtrépfchen
bilden sich durch Sequestrierung am Endoplasmatischen Retikulum. Ihr Kern besteht
vorrangig aus Triglyceriden und verestertem Cholesterin, wahrend die Membran zu einem
Grol¥teil aus Phosphatidylcholinen besteht. Da der massive intrazellulare TAG-Anstieg in allen
drei Zellreihen zu einer vermehrten Ansammlung von intrazellularen Lipidtropfchen fihrt, ist
das Verhalten der PCaa-Spezies innerhalb der drei Zellreihen von besonderem Interesse. Bei
der Gruppenanalyse der in der vorliegenden Arbeit 43 untersuchten PCaa-Spezies war im
Volcano Plot eine leichte Rechtsverschiebung vom Grolfiteil aller PCaa-Spezies Uber alle drei
Zelllinien hinweg festzustellen (siehe Abbildung 23 A). Bei Betrachtung der ungewichteten
Effektstarken der drei Zellreihen im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen zeigte sich in Abbildung
23 B analog zum jeweiligen zellspezifischen TAG-Anstieg auch ein Anstieg der Gesamt-PCaa-
Spezies (Calu-3 > HEK > SH-SY5Y). In den mit Gemfibrozil behandelten SH-SY5Y Wt-Zellen
kam es verglichen zu der mit Losungsmittel behandelten Kontrollgruppe zu einem Anstieg der
PCaa-Spezies auf 103,0 % + 5,0 % (p = 0,662) und in HEK Wt-Zellen auf 118,1 % + 4,9 % (p
= 0,108). In Calu-3 Wt-Zellen flhrte die Behandlung mit Gemfibrozil zu einem signifikanten
Anstieg der PCaa-Gesamtspezies auf 127,6 % + 6,8 % (p < 0,05). Auf den ersten Blick
erschien die vergleichsweise geringe Erhdhung der PCaa-Spezies nicht in Verbindung zum
massiven Anstieg der Triglyceride zu stehen, bei der rdumlichen Vorstellung der Ansammlung
der Lipidtropfchen wird diese Korrelation jedoch verstandlicher. Da es sich bei der
Ansammlung der TAG im Inneren der Lipidtropfchen um eine Ansammlung im
dreidimensionalen Raum handelt, also eine Ausbreitung in drei Ebenen, kommt es zu einem
massiven Anstieg der TAG-Spezies in der massenspektrometrischen Analyse. Im Vergleich
dazu bildet der aus PCaa-Spezies bestehende Monolayer als Hille der Lipidtropfchen um den
hydrophoben Kern eine Ausbreitung im zweidimensionalen Raum. Dadurch ist die Erhéhung
der PCaa-Spezies trotz vermehrter LD-Ansammlung nicht analog zur TAG-Erhéhung zu
erwarten.

Die PCaa-Spezies C34:1 stellte in allen drei Zell-Linien die am haufigsten vorkommende

Spezies innerhalb der Klasse der Phosphatidylcholine (siehe Abbildung 23 C) dar.
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Abbildung 23: Effekte von Gemfibrozil auf Phosphatidylcholin-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK
Wt- und Calu-3 Wt-Zellen. (A) Spiegel an PCaa-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-
Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der jeweils mit dem
entsprechenden Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in einem Volcano Plot
dargestellt. Eine genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.2 zu entnehmen. (B) Das Saulendiagramm
zeigt die relative Verteilung aller PCaa-Spezies in SH-SY5Y Wi-Zellen-, HEK WT- und Calu-3 Wt-
Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung im Vergleich zur mit Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe
wird in einem Saulendiagramm verdeutlicht. Die Kontrollgruppen wurden als horizontale Linie
dargestellt und auf 100 % gesetzt. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne
verdeutlichen das Signifikanzniveau, welches mittels ungepaartem Students-t-Test ermittelt wurde und
* p < 0,05 gilt. (C) Die Tabelle reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der wichtigsten PCaa-
Spezies, die prozentual am haufigsten vertreten sind. Die jeweiligen Effektgrof3en sind in Klammern
angegeben. Abbildung abgeandert nach [11].
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4.2.4.2.2 Phosphatidylcholin-Plasmalogene

Als zweiter wichtiger Baustein der biologischen Membranen und second messenger wird im
Folgenden der Einfluss von Gemfibrozil auf die Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Spezies in
SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen ausgewertet. Dabei ergaben sich deutliche
Unterschiede innerhalb der drei untersuchten Zelllinie. Die Ergebnisse waren im Volcano Plot
durch die Verteilung jeder einzelnen Spezies der Plasmalogene dargestellt (Abbildung 24 A).
Auffallig war, dass eine Vielzahl der PCae-Spezies in Calu-3-Zellen nach links oberhalb des
Signifikanzniveaus von p < 0,05 und auflerhalb des mittleren Standradfehlers verschoben
waren. Im Vergleich dazu war eine homogene Verteilung der PCae-Spezies in SH-SY5Y Wi-
Zellen nach rechts zu beobachten. Wahrend der Gesamtanteil der PCae-Spezies in SH-SY5Y
Wt-Zellen auf 129,9 % £ 12,5 % (p = 0,159) ansteigt, fuhrte die Behandlung von Calu-3-Zellen
mit Gemfibrozil zu einer signifikanten Abnahme der PCae-Spezies auf 84,4 % + 6,3 % (p <
0,05). In HEK-Zellen hatte die Inkubation mit Gemfibrozil verglichen zur Kontrollgruppe, die
nur mit Lésungsmittel behandelt wurde, keinen Einfluss auf das Verhalten der PCae-Spezies:
98,1 % £ 3,8 % (p = 0,833) (siehe Abbildung 24 B).
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Abbildung 24: Effekte von Gemfibrozil auf Phosphatidylcholin-Plasmalogenspezies in SH-
SY5Y WT-, HEK WT- und Calu-3 WT-Zellen. (A) Spiegel an PCae-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK
Wt- und Calu-3 Wt-Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der
jeweils mit dem entsprechenden Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in
einem Volcano Plot dargestellt. Eine genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.2 zu entnehmen. (B) Die
relative Verteilung aller PCae-Spezies in SH-SY5Y Wt-Zellen-, HEK WT- und Calu-3 Wt-Zellen nach
Gemfibrozil-Behandlung im Vergleich zur mit Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe, die als
horizontale Linie dargestellt ist und auf 100 % gesetzt wurde. Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler. Sterne verdeutlichen das Signifikanzniveau, welches mittels ungepaartem Students-t-
Test ermittelt wurde und * p < 0,05 gilt. (C) Die Tabelle reprasentiert eine Auswahl von Vertretern der
wichtigsten PCaa-Spezies, die prozentual am haufigsten vertreten sind. Die jeweiligen Effektgrofien
sind in Klammern angegeben. Abbildung abgeandert nach [11].
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4.2.4.2.3 Lyso-Phosphatidylcholine

Bei Betrachtung der 22 in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lyso-Phosphatidylcholin-
Spezies in den drei Zellreihen nach Behandlung mit Gemfibrozil war ein
zellreihenubergreifender Effekt zu erkennen. In allen drei Zellreihen fuhrte Gemfibrozil zu einer
Zunahme der Lyso-PC-Spezies. Mit Blick auf das gruppenspezifische Verhalten der Spezies
in den unterschiedlichen Zelllinie war im Volcano Plot eine deutliche Rechts-Verlagerung
zahlreicher Spezies Uber alle drei untersuchten Zellreihen hinweg zu erkennen (siehe
Abbildung 25 A). In SH-SY5Y Wt-Zellen kam es zu einem tendenziellen Anstieg der
ungewichteten Effektstarke, welche in Form des Saulendiagramms in der Abbildung 25 B
dargestellt ist, auf 121,0 % + 12,4 % (p < 0,291), in HEK Wt-Zellen signifikant auf 126,8 % +
2,7 % (p < 0,01) und in Calu-3-Zellen signifikant auf 143,2 % £ 10,8 % (p < 0,05).
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Abbildung 25: Effekte von Gemfibrozil auf Lyso-Phosphatidylcholinspezies in SH-SY5Y Wt-,
HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen. (A) Spiegel an Lyso-PC-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und
Calu-3 Wt-Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der jeweils
mit dem entsprechenden Losungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in einem
Volcano Plot dargestellt. Eine genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.2 zu entnehmen. (B) Das
Saulendiagramm zeigt die relative Verteilung aller Lyso-PC-Spezies in SH-SY5Y Wt-Zellen-, HEK WT-
und Calu-3 Wt-Zellen nach Gemfibrozil-Behandlung im Vergleich zur mit L6sungsmittel behandelten
Kontrollgruppe, die als horizontale Linie dargestellt ist und auf 100 % gesetzt wurde. Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler. Sterne verdeutlichen das Signifikanzniveau, welches mittels
ungepaartem Students-t-Test ermittelt wurde und * p < 0,05 und ** p < 0,01 gilt. Abbildung abgeéndert
nach [11].
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4.2.4.2.4 Sphingomyeline

Da Sphingomyeline vor allem in Neuronen eine wichtige Funktion Ubernehmen, wurde im
Folgenden ihre Verteilung, in erster Linie in SH-SY5Y Wt-Zellen, aber auch in HEK- und Calu-
3-Zellen, nach Gemfibrozil-Behandlung ausgewertet. Die Verteilung der Spezies innerhalb
einer Zelllinie war mit Blick auf die Analyse des Volcano Plots in Abbildung 26 A sehr
heterogen. Bei der Betrachtung der ungewichteten Effektstarke fiel in allen drei Zellreihen eine
Zunahme der SM-Spiegel auf, welche in den SH-SY5Y Wt-Zellen mit 128,6 % £ 10,2 % (p =
0,116) am hochsten war. In HEK-Zellen fuhrte Gemfibrozil zu einer Zunahme aller SM-Spezies
auf 121,0 % + 3,5 % (p < 0,05) und in Calu-3-Zellen auf 110,8 % £ 7,0 % (p = 0,237) (siehe
Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Effekte von Gemfibrozil auf Sphingomyelin-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt-
und Calu-3 Wt-Zellen. (A) Spiegel an SM-Spezies in SH-SY5Y Wt-, HEK Wt- und Calu-3 Wt-Zellen
nach Gemfibrozil-Behandlung (n=8) verglichen zu denjenigen Spiegeln der jeweils mit dem
entsprechenden Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe (jeweils n=7) sind in einem Volcano Plot
dargestellt. Eine genaue Beschreibung ist Kapitel 3.2.5.3 zu entnehmen. (B) Die relative Verteilung
aller SM-Spezies in SH-SY5Y Wt-Zellen-, HEK WT- und Calu-3 Wt-Zellen nach Gemfibrozil-
Behandlung im Vergleich zur mit Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe dargestellt in einem
Saulendiagramm. Die horizontale Linie stellt die Kontrollen dar und ist auf 100 % gesetzt.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Sterne verdeutlichen das Signifikanzniveau, welches
mittels ungepaartem Students-t-Test ermittelt wurde und * p < 0,05 gilt. Abbildung abgeandert nach
[11].
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4.3 Der Einfluss von Methylxanthinen auf die Genexpression von Alzheimer-

relevanten Genen in SH-SY5Y-Zellen

Interessanterweise zeigte die Inkubation von Gemfibrozil auf Nervenzellen einen protektiven
Effekt auf die Lipidkomposition in Bezug auf die Genese der Alzheimer-Erkrankung. Der dritte
Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit den Auswirkungen von Methylxanthinen auf
die Genexpression von Alzheimer-relevanten Genen in Nervenzellen.

In einer Studie von Janitschke et al. aus dem Jahr 2019 konnte der protektive Einfluss der
Methylxanthine Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin auf die
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung mechanistisch naher erklart werden [124]. Dabei
konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Methylxanthine (Koffein, Theobromin,
Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin) eine Reduzierung der AB-Spiegel bedingten,
indem nach Anwesenheit der Methylxanthine eine Verlagerung der Spaltung des APP vom
AB-produzierenden amyloidogenen Weg auf den nicht-amyloidogenen Weg stattfand. Die
Aktivitat der a-Sekretase wurde erhoht, indem Koffein die Proteinstabilitat der wichtigen a-
Sekretase ADAM10 erhoht und gleichzeitig die Expression von BACE1 reduziert. Aufierdem
konnte gezeigt werden, dass analog zur Literatur alle Methylxanthine den oxidativen Stress,
den Cholesterinspiegel in Nervenzellen und die AB1-42-Aggregation verringerten [124]. Diese
Erkenntnisse erganzend, ist mittlerweile bekannt, dass Methylxanthine Uber verschiedene
Mechanismen Einfluss auf die Transkription nehmen. Die natlrlich vorkommenden
Methylxanthine (Koffein, Theobromin und Theophyllin) binden dosisabhangig Uber
Wasserstoffbriickenbindungen an alle Basenpaare der nativen Doppelhelix-DNS [128]. Koffein
und Theophyllin kdnnen Uber die Inhibition spezifischer Kinasen, die fir die retrovirale DNS-
Integration unabdingbar sind, die Replikation des humanen Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1)
unterdricken [215]. Theophyllin kann in hohen Dosen die Aktivitat der Histon-Deacetylasen
erhdhen. Uber die Regulierung dieser Acetylasen kann die Transkription von
Entzindungsgenen, wie beispielsweise in Epithelzellen oder Makrophagen, reguliert werden
[121].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, inwiefern Methylxanthine
auf die Transkription Alzheimer-relevanter Genen wirken. Des Weiteren wurde untersucht, ob
es einen linearen Effekt Uber alle Methylxanthine hinweg gibt oder ob Unterschiede in der
Transkription innerhalb der Methylxanthine vorliegen. Dafir wurden SH-SY5Y-Zellen mit 100
pumol/l entsprechendem Methylxanthin (Koffein, Theobromin, Theophyllin, Propentofyllin oder
Pentoxifyllin) fur 24 Stunden inkubiert und anschlieRend mittels RT-qPCR bezlglich ihrer

transkriptionellen Effekte auf AD-relevante Gene analysiert und ausgewertet.
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Die Ergebnisse, die sich mit der Veranderung von AD-relevanten Genen durch den Einfluss

von Methylxanthinen beschéaftigen, wurden im International Journal of Molecular Sciences

(MDPI Verlag, Impact Factor dieser Zeitschrift Stand Juni 2023: 6,208) verdffentlicht:
Bachmann CM*, Janitschke D*, Lauer AA*, 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 gleichermalden zu dieser Publikation beigetragen

4.3.1 Auswahl der Alzheimer-relevanten Gene

Es wurde sich bei der Auswahl der fir die Alzheimer-Erkrankung relevanten Gene auf eine
Beteiligung derer an bestimmten Signalwegen orientiert. Dabei wurden flnf Signalwege, die
bei der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung beteiligt sind, identifiziert. Neben oxidativem
Stress waren dies Gene, die am Lipid- und Energiemetabolismus der Zelle, an der
Signaltransduktion und Genexpression, an der AB- und Taupathologie und Neuroinflammation
beteiligt sind und weitere neuronale Gene (siehe Abbildung 27). Dafiir erfolgte im Vorfeld eine
Literaturrecherche Uber pubmed zur Identifikation einzelner Gene, die in die oben genannten
Signalwege involviert sind. Es konnten insgesamt 83 Gene, auf funf Signalwege aufgeteilt,
gefunden werden. In der Abbildung 27 ist das Design der Studie schematisch dargestellt.
Nach der Auswahl der zu analysierenden Gene erfolgte die Inkubation von SH-SY5Y, Hep-
G2- und Calu-3 Zellen (n=4) mit den entsprechenden Methylxanthinen in einer Konzentration
von 100 pmol/l oder der mit Lésungsmittel behandelten Kontrollgruppe fiir 24 Stunden (8 +
16h). Nach entsprechender Prozessierung der Zellen (Kapitel 3.2.1.5 und 3.2.1.7) erfolgte die
Analyse der Proben mittels RT-gPCR. Mithilfe des NormFinder-Algorithmus wurden die flnf
optimalen housekeeping-Gene fir jede Zellreihe zur Normalisierung der zu analysierenden
Gene ausgewahilt.

Die Auswertung der 83 Gene erfolgte in Form einer Heatmap, um alle Effekte der einzelnen
Methylxanthine im Vergleich zur Kontrollgruppe darzustellen. AnschlieRend erfolgte anhand
einer Hauptkomponentenanalyse eine Untersuchung der Effekte innerhalb der einzelnen
Methylxanthine, um sowohl Uberschneidungen als auch Alleinstellungen darzustellen. Um die
erhaltenen Effekte auch in anderen Zellreihen zu untersuchen, erfolgte im Anschluss eine
Analyse ausgewahlter Gene in Hep-G2- und Calu-3-Zellen. Aullerdem wurden
dosisabhangige Untersuchungen der Methylxanthine in SH-SY5Y-Zellen durchgefiihrt, um zu
ermitteln, ab welcher Dosierung die Effekte auftreten. Dafur erfolgte die Inkubation von SH-
SY5Y-Zellen mit 12,5 ymol/l, 25 ymol/l und 50 pmol/l.
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Gen-Auswahl:

Literaturrecherche mithilfe von pubmed mit Fokus auf 5 verschiedene Signalwege
(oxidativer Stress; Lipid- und Energiemetabolismus; Signaltransduktion

und Genexpression; Abeta- und Taupathologie und Inflammation; neuronale Gene)
und Erfassung von 83 ausgewahlten Genen

'

Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit 5 verschiedenen Methylxanthinen
Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin, Propentofyllin

l

Analyse der 83 ausgewahlten Gene mittels RT-qPCR
n=4

'

Auswahl von 5 stabilen "housekeeping"-Genen aus 19 haufig verwendeten Genen
mittels NormFinder-Algorithmus

'

Normierung der zu analysierenden Gene auf die 5 stabilsten "housekeeping”-Gene

'

Auswertung:
%\‘
; : Analyse der Analyse der
Effekt. i elnzglnen pnterschlede erhaltenen Effekte erhaltenen Effekte
MTX im Vergleich At el Gelp auf unterschiedliche | |in unterschiedlicher
2ur Kontroligruppe ENZaNIon LA Zellreihen Dosierung der MTX

Abbildung 27: Schematischer Ablauf zur Untersuchung des transkriptionellen Effektes von
Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin auf SH-SY5Y-, Hep-G2- und
Calu-3-Zellen. MTX: Methylxanthin. Abbildung abgeandert nach [125].
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Die 83 analysierten Gene sind in Tabelle 38 ihren entsprechenden Signalwegen zugeordnet.

Tabelle 38: Auflistung aller 83 analysierten Gene und ihre Zugehodrigkeit zum
entsprechenden Stoffwechselweg.
Signalweg Gen Signalweg Gen
oxidativer Stress:  CAT (Catalase) Lipid- und ABCA1 (ATP-binding
Energie- cassette, subfamily A,

GPX1 (Glutathion peroxidase
1)

GPX3 (Glutathion peroxidase
2)

GPX7 (Glutathion peroxidase
7)

NQO1 (NAD(P)H
dehydrogenase, quinone 1)

NUDT12 (Nudix type motif
15)

PARKY (Parkinsonism
associated deglycase)

PPP1R15B (protein
phosphatase 1, regulatory
subunit 15B)

PRDX1 (Peroxiredoxin 1)

PRDX2 (peroxiredoxin 2)

PRDX®6 (Peroxiredoxin 6)

SOD1 (Superoxide dismutase
1)

TXNIP (Thioredoxin
interacting Protein)

TXNRD2 (Thioredoxin
reductase 2)

metabolismus:

member 1)

ACAT1 (Acetyl-CoA
acetyltransferase 1)

APOA1 (apolipoprotein A-1)

HMGCR (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA
reductase)

APOE (Apolipoprotein E)

HADH?2 (3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase type II)

LRP6 (Low density
lipoprotein receptor-related
protein 6)

LPL (lipoprotein lipase)

INSR (Insulin receptor)

PRKAAT1 (Protein kinase,
AMP-activated, alpha 1
catalytic subunit)

PRKAAZ (Protein kinase,
AMP-activated, alpha 2
catalytic subunit)

ERN1 (Endoplasmatic
reticulum to nucleus
signaling 1)

CLU (Clusterin)

AASS (Aminoadipate-
semialdehyde synthase)

UCP3 (uncoupling protein 3)

UQCRC1 (ubiquinol
cytochrome c reductase core
protein 1)

UQCRC2 (ubiquinol
cytochrome c reductase core
protein 2)

CDKS5 (cyclin-dependent
kinase 5)

DUOXT (dual oxidase 1)

IDH1 (isocitrate
dehydrogenase 1 (NADP*)

ERCC2 (ERCC excision
repair 2 TFIIH core complex
helicase subunit)

ERCC6 (ERCC excision
repair 6, chromatin
remodeling factor)

AB-und
Taupathologie
und Neuro-
inflammation:

CDKL1 (Cyclin-dependent
kinase-like 1)

GAP43 (Growth associated
protein 43)

GSK3a (Glycogen synthase
kinase 3 alpha)

GSK3b (Glycogen synthase
kinase 3 beta)

APBA1 (APP binding, family
A, member 1)

APBAS3 (APP binding, family
A, member 3)

APBB1 (APP binding, family
B, member 1)

APBB2 (APP binding, family
B, member 2)
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XPA (xeroderma
pigmentosum,
complementation group A)

Signaltrans-
duktion und Gen-
expression:

PRKCA (Protein kinase C,
alpha)
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APPBP1/NAE1 (APP binding
protein 1)

PRKCD (Protein kinase C,
delta)

UBQLN1 (ubiquitilin 1)

PRKCE (Protein kinase C,
epsilon)

APH1a (aph1 homolog A,
gamma secretase subunit)

PRKCG (Protein kinase C,
gamma)

APH1b (aph1 homolog B,
gamma secretase subunit)

PRKCQ (Protein kinase C,
theta)

CTSB (cathepsin B)

PRKCZ (Protein kinase C,
zeta)

CSTL (cathepsin L)

ALS2 (alsin Rho guanine
nucleotide exchange factor)

PSENEN (presenilin
enhancer, gamma secretase
subunit)

GNAOT (G protein subunit
alpha o1)

A2M (alpha-2-macroglobulin)

GNB1 (Guanine nucleotide
binding protein (G-protein)
beta polypeptide 1)

ECET1 (endothelin converting
enzyme 1)

GNB2 (Guanine nucleotide
binding protein (G-protein)
beta polypeptide 2)

ECEZ2 (endothelin converting
enzyme 2)

EP300 (E1A (adenovirus
early region 1A) binding
protein p300)

LRP1 (low density lipoprotein
receptor-related protein 1)

HDAC1 (Histone deacetylase
1)

MMP2 (matrix
metallopeptidase 2)

neuronale Gene:

MAP2 (Microtubule-
associated protein 2)

PKP4 (plakophilin 4)

MAPT (Microtubule-
associated protein tau)

PRNP (prion protein)

PLAU (Plasminogen
activator, urokinase)

SNCA (synuclein, alpha)

PLAT (Plasminogen activator,
tissue)

CASP4 (Caspase 4)

ACHE (Acetylcholinesterase)

IL1A (Interleukin1, alpha)

SH2D3C/CHAT (SH2 domain
containing 3C)

BDNF (Brain-derived
neurotrophic factor)
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4.3.2 Auswahl der housekeeping-Gene

Der Begriff housekeeping-Gen wurde in Kapitel 3.2.1.14 eingehend definiert und erlautert. Das
unverzichtbare Merkmal eines housekeeping-Gens stellt die konstante Expression sowohl
unter Versuchs- als auch unter Kontrollbedingungen dar. Um herauszufinden, welche
housekeeping-Gene unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen nicht durch
Methylxanthine beeinflusst wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Vorauswahl an 19
verschiedenen, in der Literatur bekannten, HKG getroffen [231,304]. Zusatzlich zu einer
stabilen Expression sollte das housekeeping-Gen auch ein vergleichbares Expressionsniveau
wie das zu analysierende Gen aufweisen oder, wenn mehrere Gene untersucht wurden, einen
breiten Expressionsniveaubereich abdecken. Hierzu wurde der in Kapitel 3.2.1.14 detailliert
beschriebene NormFinder-Algorithmus verwendet. Um auch die zweite Bedingung zu erflllen,
variierten die Cg-Werte (engl.: quantitation cycle) der ausgewahlten HKGs von 9,98 (RN18S7)
bis 22,81 (GPI), wie in Abbildung 28 A dargestellt.
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Abbildung 28: Auswahl der housekeeping-Gene zur Normalisierung in SH-SY5Y-Zellen. (A)
Expressionswerte der ausgewahlten potenziellen HKG, angegeben in Form der mittels quantitativer
RealTime-PCR-Cqg-Werte in SH-SY5Y-Zellen nach Behandlung mit Koffein, Theobromin, Theophyllin,
Propentofyllin, Pentoxifyllin oder der Lésungsmittelkontrolle. Die fiinf stabilsten Gene sind in fett
hervorgehoben. (B) Expressionsstabilitatswerte fir die 19 potenziellen HKGs wurden mithilfe des
NormFinder-Algorithmus berechnet und mithilfe von ,R* visualisiert. Die Klassifizierung der
Stabilitatswerte in stabile Gene (0 < Stabilitadtswert < 0,37; griin), intermediar-stabile Gene (0,37 <
Stabilitatswert < 0,53; gelb) und instabile Gene (0,53 < Stabilitatswert < 0,69; rot) erfolgte in
Ubereinstimmung mit [231]. Anhand dieser Form der Betrachtung waren fiir SH-SY5Y-Zellen die fiinf
stabilsten HKG: RN18S1, GPI, TOP1, YWHAZ und GAPDH, hervorgehoben durch die gestrichelte

Umrandung. Abb. abgeéandert nach [125].
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Um einen Stabilitatswert fur jedes Gen berechnen zu kdnnen, wurde der NormFinder-
Algorithmus angewendet. Anhand dessen liel3 sich eine Rangfolge der analysierten Gene
nach ihrer Stabilitat aufstellen (siehe Abbildung 28 B). Auf der Grundlage der Stabilitadtswerte
und des Expressionsniveaus wurden die funf optimalen HKGs ausgewahlt, die einen breiten
Expressionsbereich flir SH-SY5Y-Zellen abdeckten: GAPDH, GPI, RN18S1, TOP1 und
YWHAZ. AuRerdem wichtig ist die Erkenntnis, dass die ausgewahlten Gene an
unterschiedlichen Stoffwechselwegen beteiligt sind. In diesem Fall waren die funf
ausgewahlten Gene Bestandteile des Kohlenhydrat- oder Glukosestoffwechsels, der
Transkription, der Proteinbiosynthese und der Signaltransduktion. Fir die folgende Analyse
wurden die durchschnittlichen Cg-Werte dieser flnf optimalen HKGs verwendet, um zufallige
Veranderungen in den untersuchten Genen noch unwahrscheinlicher zu machen.

Um die erhaltenen Effekte in SH-SY5Y-Zellen auch auf andere Zellen Gibertragen zu kénnen,
fand eine zusatzliche Auswahl der optimalen HKG in Analogie zum oben beschriebenen
Vorgehen in Calu-3 und Hep-G2-Zellen statt. Bei analoger Anwendung des NormFinder-
Algorithmus zur Ermittlung der finf optimalen HKG ergaben sich fir Calu-3-Zellen folgende
Gene: YWHAZ, ACTB, PSMB4, ATP5B und SDHA (siehe Abbildung 29 A und B). Im Vergleich
dazu konnten fiir Hep-G2-Zellen die Gene SNRPD3, ATP5B, SDHA, ACTB und EIf4A2
ermittelt werden (siehe Abbildung 30 A und B).
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Abbildung 29: Auswahl der housekeeping-Gene zur Normalisierung in Calu-3-Zellen. Analog
zu in Abb. 27 beschrieben, erfolgte die Auswahl der optimalen HKGs anhand des Expressions- und
Stabilitatswertes fir die Gene in Calu-3-Zellen. (A) Expressionswerte der ausgewahlten potenziellen
HKG. Eine ausflihrliche Beschreibung findet sich in Abb. 27. (B) Expressionsstabilitatswerte fir die 19
potenziellen HKG, welche mithilfe des NormFinder-Algorithmus berechnet wurden. Eine ausfiihrliche
Beschreibung findet sich in Abb. 27. Abb. abgeandert nach [125].

107



Ergebnisse
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Abbildung 30: Auswahl der housekeeping-Gene zur Normalisierung in Hep-G2-Zellen. Wie in
Abb. 27 beschrieben, erfolgte die Auswahl der optimalen HKG anhand des Expressions- und
Stabilitatswertes fur die Gene in Calu-3-Zellen. (A) Expressionswerte der ausgewahlten potenziellen
HKG. Eine ausflhrliche Beschreibung findet sich in Abb. 27. (B) Expressionsstabilitatswerte fur die 19
potenziellen HKG, welche mithilfe des NormFinder-Algorithmus berechnet wurden. Eine ausfihrliche
Beschreibung findet sich in Abb. 27. Abb. abgeandert nach [125].
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4.3.3 Effekte von Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und Propentofyllin
auf die Transkription in SH-SY5Y-Zellen

Wie oben bereits detailliert beschrieben, beeinflussen Methylxanthine die Genexpression Uber
unterschiedliche Wirkweisen. Es wurden 83 Gene ausgewahlt, die mit neurodegenerativen
Erkrankungen in Verbindung stehen und uber verschiedene Signalwege Einfluss nehmen. Die
Gene und ihre Zugehorigkeit zum jeweiligen Signalweg sind Tabelle 38 zu entnehmen.
Interessanterweise sind mehrere dieser Signalwege auch bei der Entstehung anderer
Erkrankungen  wie  beispielsweise = koronare  Herzkrankheiten,  Lungen-  oder
Lebererkrankungen involviert, von denen ebenfalls berichtet wird, dass sie durch
Methylxanthine beeinflusst werden [220,251]. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die
Auswirkungen von Methylxanthinen auf die Expression von Genen untersucht, die an
transversalen biologischen Prozessen beteiligt sind. Daflir wurden in Abbildung 31 die Gene
in die funf genannten Stoffwechselwege gegliedert. Die hier gefundenen potenziellen
Veranderungen der Genexpression durch Methylxanthine sind daher meist nicht spezifisch fir
neurodegenerative Erkrankungen anzusehen, sondern missen als allgemeinere
Mechanismen, relevant flr die Entstehung vieler verschiedener Erkrankungen, betrachtet
werden.

Die Ergebnisse der RT-gPCR-Daten sind in der Heatmap in Abbildung 31 A
zusammengefasst. Sie bildet eine Zusammenfassung aus den einzelnen Effektstarken, des
Standardfehlers des Mittelwerts und der p-Werte fir jedes einzelne Methylxanthin und Gen. In
der Abbildung 31 B ist die Anzahl der Gene, die durch jedes analysierte Methylxanthin
signifikant hoch- oder herunterreguliert wurde in Form eines Saulendiagramms dargestellt. Um
zu zeigen, dass es signifikante Unterschiede in der Verteilung der hoch- oder
herunterregulierten Gene gab und das Schema zu analysieren, wurde der exakte Test nach
Fisher verwendet. Dabei fiel insbesondere bei der Betrachtung von Koffein im Vergleich zu
allen anderen untersuchten Methylxanthinen eine Hochregulierung von 17 Genen auf, was
darauf hindeutet, dass Koffein unter den gewahlten experimentellen Bedingungen eine
einzigartige entgegengesetzte oder andere Wirkung verglichen zu den anderen
Methylxanthinen hatte. Dies verdeutlichte auch eine gruppierte Analyse der Heatmap, wo bei
einigen Genen eine entgegengesetzte Wirkung von Koffein verglichen zu den anderen MTX
zu sehenist (z.B. ERCC2, ERCC6, ERN1, APH1a, APH1b oder MMP?2).

Bei detaillierter Betrachtung erhéhte Koffein die Expression von drei mit oxidativem Stress
verbundenen Genen (PARK7, TXNRDZ2, ERCC2) signifikant, wahrend Pentoxifyllin,
Theobromin und Propentofyllin die Expression zwei anderer, ebenfalls mit oxidativem Stress
verbundener Gene hochregulierten (PRDX1, PRDX6). Bei Betrachtung der Gene verbunden
mit oxidativem Stress hatte Propentofyllin die starkste herunter regulierende Wirkung, indem
es die Expression von PARK7, SOD1, TXNRD2 und ERCC?2 signifikant im Vergleich zur
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Kontrollgruppe reduzierte. Die Expression von zwei beziehungsweise drei Genen wurde durch
Theophyllin und Theobromin in diesem Stoffwechselweg verringert (TP: TXNIP, ERCC2; TB:
SOD1, ERCC2, ERCCS).

Bei Betrachtung des Fett- und Energiemetabolismus zeigten Koffein und Theobromin die
starksten hochregulierenden Eigenschaften. Sie fuhrten zu einer Erhéhung von jeweils drei
Genen (K: HADHZ2, LPL, ERN1; TB: APOA1, LPL, AASS). Die Expression von APOA1 war
auBerdem nach der Behandlung mit Pentoxifyllin und Propentofyllin signifikant erhdht. Die
Behandlung von Theobromin und Propentofyllin fihrte zu einer signifikanten Reduzierung von
ABCA1 und HADHZ2 (nur PF).
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Abbildung 31: Transkriptioneller Einfluss von Koffein, Theophyllin, Pentoxifyllin, Theobromin
und Propentofyllin in SH-SY5Y-Zellen. (A) In der Heatmap sind die transkriptionellen
Veranderungen der Gene dargestellt, die mit den verschiedenen Stoffwechselwegen in Verbindung
stehen. Dafir wurden Zellen der humanen Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y fir 24 Stunden mit 100
pmol/l der Xanthin-Derivate Koffein (K), Theophyllin (TP), Theobromin (TB), Propentofyllin (PF) und
Pentoxifyllin (P) oder mit Lésungsmittel als Kontrollgruppe inkubiert und analysiert. Gelb: innerhalb der
Standardabweichung, Grin: grof3er als die Standardabweichung hochreguliert und Rot: gréRer als die
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Standardabweichung herunterreguliert. (B) das Saulendiagramm fasst die Anzahl der Gene, die durch
ein Methylxanthin signifikant verandert wurden, zusammen. Fir die Berechnung der Signifikanz wurde
zunachst fiir jedes Gen eine ANOVA durchgefiihrt, um zu prifen, ob es allgemeine Unterschiede gab.
Im Anschluss wurden diese p-Werte mithilfe der false discovery rate (FDR) Uiber alle 83 analysierten
Gene hinweg angepasst. Um festzustellen, welches MTX die Expression eines Gens im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle signifikant beeinflusste, wurde der Dunnett-Test durchgefiihrt. Der Exakte Test
nach Fisher wurde angewandt, um zu prtfen, ob es signifikante Unterschiede in den
Verteilungsmustern der signifikanten herunter- oder hochregulierten Gene gab. Abb. abgeéndert nach
[125].

Koffein bedingte die signifikante Erhéhung von drei Genen, die an Signaltransduktions- und
Genexpressionsprozessen beteiligt sind (PRKCQ, GNB2 und EP300). Verglichen dazu fuhrte
die Behandlung von Theophyllin, Theobromin, Pentoxifyllin und Propentofyllin zu einer
signifikanten Reduzierung der Expressionen von GNB2 und EP300. ALS2 wurde durch
Theobromin, Theophyllin und Propentofyllin signifikant erhdht.

Bei Betrachtung der Gene, die in Zusammenhang mit der AB- und Taupathologie und der
Neuroinflammation stehen, hatte Koffein die deutlichste hochregulierende Wirkung. Die
Behandlung mit Koffein flhrte zu einem signifikanten Anstieg der Transkription von GAP43,
APBB2, UBQLN1, APH1b, CASP3, PSENEN, ECE2 und CASP4. Theophyllin, Theobromin
und Propentofyllin fihrten zu einer Erhéhung von A2M, PRNP und IL1A. Darlber hinaus hatte
Propentofyllin den deutlichsten herunterregulierenden Effekt. Es beeinflusste die
Genexpression von insgesamt finf Genen, die in diesen Prozessen beteiligt sind, signifikant.
So kam es zu einer Verringerung der Expressionen von APH1a, APH1b, PSENEN, ECE2 und
MMP2. Allerdings besalien Theobromin (APH1a, APH1b, ECE2, LRP), Theophyllin (APH1a,
APH1b, ECE?2) und Pentoxifyllin (APH1a, MMP2) ebenfalls herunterregulierende Wirkung bei
Betrachtung der Gene, die an der AB- und Taupathologie und der Entstehung der
Neuroinflammation beteiligt sind.

Mit Blick auf die neuronalen Gene, fiihrte Koffein zu einer signifikanten Erhéhung von PLAU,
Theophyllin von ACHE und Theobromin von MAPT.
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4.3.4 \Vergleich von Koffein, Theobromin, Theophyllin, Pentoxifyllin und
Propentofyllin beziiglich ihrer transkriptionellen Effekte in SH-SY5Y-Zellen

Interessanterweise konnte in den oben beschriebenen Ergebnissen kein einheitliches
Expressionsmuster innerhalb der einzelnen Methylxanthine beobachtet werden, was anhand
des grofiten Unterschiedes zwischen Koffein und den anderen Xanthin-Derivaten deutlich
wurde. Die in den Abbildungen 31 bis 35 dargestellten Ergebnisse einer
Hauptkomponentenanalyse flr jeden Stoffwechselweg verdeutlichen, wie die einzelnen
Methylxanthine in den jeweils untersuchten Stoffwechselwegen zueinanderstehen.

Anhand der Hauptkomponentenanalyse kann ein komplexer multivariater Datensatz
vereinfacht und strukturiert veranschaulicht werden. Dazu wird dieser Datensatz in einen
zweidimensionalen Datensatz mit zwei Hauptkomponenten umgewandelt. Dabei machen
diese beiden Hauptkomponenten den grof3ten Prozentsatz der Varianz des multivariaten
Datensatzes aus. Es gilt, dass die Hauptkomponente eins (x-Achse) wichtiger als die
Hauptkomponente zwei (y-Achse) ist [252].

Um herauszufinden, welche Gene fir beide Hauptkomponenten des jeweiligen
Stoffwechselweges in Frage kommen, wurden Ladungsplots aller Gene erstellt und diejenigen,
die beide Hauptkomponenten erflllten ausgewahlt. Die ausgewahlten Gene und ihre
entsprechenden Ladungsplots sind in Abbildung 37 dargestellt.

Mit Blick auf die Hauptkomponentenanalyse der einzelnen Stoffwechselwege war fir
oxidativen Stress, den Lipid- und Energiestoffwechsel, die Signaltransduktion und
Genexpression, AB- und Taupathologie und Inflammation eine klare Trennung zwischen
Koffein und den anderen Xanthin-Derivaten zu verzeichnen, was das Alleinstellungsmerkmal
von Koffein in der Expression Alzheimer-relevanter Gene in SH-SY5Y-Zellen verdeutlichte.
Dabei ist jeweils die Komponente eins als ausschlaggebend anzusehen. Bei Betrachtung der
neuronalen Gene war keine klare Trennung in Komponente eins zu sehen, wobei in
Komponente zwei eine Trennung zwischen Pentoxifyllin und Theophyllin detektiert wurde.
Um im Folgenden der Frage nachgehen zu kdnnen, ob die Trennung zwischen Koffein und
den weiteren untersuchten  Methylxanthinen signifikant war, erfolgte eine
Mehrfachvergleichsanalyse mittels Tukey HSD-Post-hoc-Test fir jedes Gen. Dazu wurde die
x-fache Veranderung der Expression des mit dem entsprechenden Methylxanthin-behandelten
Gens mit dem der anderen verglichen und in Form einer Saule im Diagramm rechts neben
jeder Hauptkomponentenanalyse aufgefihrt.

Im Hinblick auf den oxidativen Stress regulierte Koffein die Expression von ERCC2, ERCCS6,
PARK7 und TXNRDZ2 signifikant umgekehrt im Vergleich zu Theobromin, Theophyllin,
Pentoxifyllin und Propentofyllin (siehe Abbildung 32 A und B).
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Abbildung 32: Vergleich der transkriptionellen Effekte in Bezug auf oxidativen Stress von
Koffein (K), Pentoxifyllin (P), Propentofyllin (PF), Theobromin (TB) und Theophyllin (TP) in SH-
SY5Y-Zellen. (A) zeigt die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fiir die Gene, die in oxidativen
Stress involviert sind. (B) zeigt die x-fache Veranderung und Signifikanz fiir jedes Gen, das den in der
Hauptkomponentenanalyse festgestellten Trend fiir oxidativen Stress vermittelt, in Form eines
Saulendiagramms. Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler des Mittelwerts und die Signifikanz
wurde durch den Tukey HSD Post-hoc-Test berechnet, wobei * p < 0,05; ** p < 0,01 und *** p < 0,001
gilt. Abb. abgeandert nach [125].

Ein ahnliches Bild war mit Blick auf den Lipid- und Energiehaushalt zu verzeichnen. Hier
bestand eine exklusive, hochregulierende Wirkung von Koffein auf die Gene ERN1 und
HADH?2 (siehe Abbildung 33 A und B).
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Abbildung 33: Vergleich der transkriptionellen Effekte in Bezug auf Lipid- und
Energiemetabolismus von Koffein (K), Pentoxifyllin (P), Propentofyllin (PF), Theobromin (TB)
und Theophyllin (TP) in SH-SY5Y-Zellen. (A) zeigt die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse
fur die Gene, die in den Lipid- und Energiemetabolismus involviert sind. (B) zeigt die x-fache
Veranderung und Signifikanz fir jedes Gen, das den in der Hauptkomponentenanalyse festgestellten
Trend fir den Lipid- und Energiemetabolismus vermittelt, in Form eines Saulendiagramms.
Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler des Mittelwerts und die Signifikanz wurde durch den
Tukey HSD Post-hoc-Test berechnet, wobei ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt. Abb. abgeandert nach
[125].

Auch im Bereich der Signaltransduktion und Genexpression konnte die Alleinstellung von
Koffein im Vergleich zu den anderen Methylxanthinen beobachtet werden. Drei von vier
signifikant veranderte Gene wurden von Koffein verglichen zu den anderen Methylxanthinen
entgegengesetzt reguliert (EP300, GNB2 und ALS2, siehe Abbildung 34 A und B).
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Abbildung 34: Vergleich der transkriptionellen Effekte in Bezug auf Signaltransduktion und
Genexpression von Koffein (K), Pentoxifyllin (P), Propentofyllin (PF), Theobromin (TB) und
Theophyllin (TP) in SH-SY5Y-Zellen. (A) zeigt die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fir die
Gene, die in die Signaltransduktion oder Genexpression involviert sind. (B) zeigt die x-fache
Veranderung und Signifikanz fir jedes Gen, das den in der Hauptkomponentenanalyse festgestellten
Trend fir die Signaltransduktion oder Genexpression vermittelt, in Form eines Sdulendiagramms.
Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler des Mittelwerts und die Signifikanz wurde durch den
Tukey HSD Post-hoc-Test berechnet, wobei ** p < 0,01 und *** p < 0,001 gilt. Abb. abgeandert nach
[125].

Die exklusive Stellung von Koffein wurde auch bei der Untersuchung der Gene, die an der AB-
und Taupathologie und der Neuroinflammation beteiligt sind, deutlich. Die Expression von
zwolf von 14 Genen wurde durch Koffein verglichen zu den anderen untersuchten Xanthin-
Derivaten in entgegengesetzter Weise verandert (siehe Abbildung 35 A und B). Dabei handelte
es sich um folgende Gene: APBB2, APH1a, APH1b, CASP3, CASP4, ECE2, GAP43, LRP1,
MMP2, PSENEN und UBQLN1.
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Abbildung 35: Vergleich der transkriptionellen Effekte in Bezug auf A- und Taupathologie
und Inflammation von Koffein (K), Pentoxifyllin (P), Propentofyllin (PF), Theobromin (TB) und
Theophyllin (TP) in SH-SY5Y-Zellen. (A) zeigt die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fur
die Gene, die in die AB- und Taupathologie oder die Neuroinflammation involviert sind. (B) zeigt die x-
fache Veranderung und Signifikanz fir jedes Gen, das den in der Hauptkomponentenanalyse
festgestellten Trend beziglich der AB- und Taupathologie oder der Neuroinflammation vermittelt, in
Form eines Saulendiagramms. Fehlerbalken verdeutlichen den Standardfehler des Mittelwerts und die
Signifikanz wurde durch den Tukey HSD Post-hoc-Test berechnet, wobei * p < 0,05; ** p < 0,01 und
***p < 0,001 gilt. Abb. abgeandert nach [125].
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Mit Blick auf die Verteilung der neuronalen Gene in Abbildung 36 konnte das
Alleinstellungsmerkmal von Koffein aus den vorhergegangen Stoffwechselwegen nicht
bestatigt werden. Bei Betrachtung der Hauptkomponentenanalyse konnte anhand der
Komponente eins keine Auffalligkeit beschrieben werden. Allerdings konnte unter
Zuhilfenahme der Komponente zwei eine Trennung zwischen Pentoxifyllin und Theophyllin

beschrieben werden.

neuronale Gene

Hauptkomponente 2: 32% expl. Var.

4 -2 0 2 4
Hauptkomponente1: 47% expl. Var.

Abbildung 36: Vergleich der transkriptionellen Effekte in Bezug auf neuronale Gene von
Koffein (K), Pentoxifyllin (P), Propentofyllin (PF), Theobromin (TB) und Theophyllin (TP) in SH-
SY5Y-Zellen. (A) zeigt die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse fur die neuronale Gene
stehen. Abb. abgeandert nach [125].
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Abbildung 37: Ladungsplots der Gene, die fiir die Hauptkomponenten der jeweiligen
Stoffwechsel in Frage kommen. Links: Darstellung der Gene die fiir die Hauptkomponente 1 stehen.
Rechts: Darstellung der Gene, die fir die Hauptkomponente 2 stehen. Abb. abgeandert nach [125].
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4.3.5 Analyse der beobachteten Methylxanthin-vermittelten Effekte auf

unterschiedliche Zelltypen

Da eine Vielzahl der untersuchten Gene keine exklusive Wirkung auf neurodegenerative
Erkrankungen besitzen, sondern vielmehr in eine Vielzahl unterschiedlicher Prozesse
involviert sind, die auch zu anderen Erkrankungen fiihren kénnen [170,213,250], wurde in
einem nachsten Schritt der vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese Effekte auch in anderen
Zelllinien auftreten oder ob sie spezifisch flr neuronale Zellen sind. Dementsprechend wurden
Calu-3- und Hep-G2-Zellen, als Vertreter einer pulmonalen und einer hepatischen Zelllinie,
analysiert, um genregulatorische Effekte zu identifizieren, die nicht nur auf SH-SY5Y-Zellen
beschrankt sind. Calu-3 und Hep-G2-Zellen wurden unter identischen Bedingungen (100
pmol/l Methylxanthin flr 24 Stunden; 8+16h) behandelt und im Anschluss ihre Effekte der
Genexpression auf Uberlappungen, mit denen in SH-SY5Y-Zellen untersucht, die verglichen
zur jeweiligen Kontrollgruppe signifikante Ergebnisse zeigten. Das Venn-Diagramm in
Abbildung 38 bildet all die Gene ab, die Uber alle drei untersuchten Zelllinien hinweg

signifikante Wirkungen erzielten.

Legende:
oK

Abbildung 38: Analyse der Methylxanthin-vermittelten Transkriptionseffekte in SH-SY5Y, Hep-
G2 und Calu-3-Zellen. Das Venn-Diagramm zeigt die Gene, die durch MTX in ihrem
Expressionsverhalten verandert sind und tber alle drei untersuchten Zelllinien gleich verandert sind.
Jedes MTX ist in einer anderen Farbe dargestellt. K: Koffein, P: Pentoxifyllin, PF: Propentofyllin, TB:
Theobromin, TP: Theophyllin. Abb. abgeandert nach [125].

Koffein erhohte signifikant die Expression von APH1b (125,0 % + 9,4 %, p <0,05) und PRKCQ
((166,5 % + 52,6 %, p < 0,05), wahrend Theobromin signifikant die Transkription von ALS2
(161.1 % £ 40,1 %, p < 0,05), A2M (294,1 % + 126,2 %, p < 0,01), ACHE (175,0 % + 31,1 %,
p <0,01) und MAPT (153,7 % £ 14,5 %, p < 0,05) in allen drei analysierten Zelllinien signifikant
erhohte. Theophyllin senkte signifikant die Expression von CASP4 (74,9 % + 5,0 %, p < 0,01)
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und Pentoxifyllin steigerte die Expression von PRDX1 (141,9 % = 16,7 %, p < 0,05) in
signifikanter Weise, obwohl es in SH-SY5Y, Hep-G2 und Calu-3 Zellen konserviert ist. Das
synthetische Xanthin-Derivat Propentofyllin erhéhte die Transkription von PRDX1 (148,6 % *
24,9 %, p<0,01), ACHE (161,7 % + 22,9 %, p < 0,05), IDH1 (141,7 % £ 22,6 %, p < 0,05) und
PRNP (133,6 % + 17,8 %, p < 0,05) und reduzierte die Expression von CASP4 (78,1 % %
9,1 %, p < 0,05) unabhangig vom Zelltyp.

4.3.6 Analyse der unterschiedlichen Methylxanthine auf dosisabhidngige Effekte

Da die bis dato erhaltenen Daten aus einer Inkubation mit 100 umol/l resultierten und diese
Konzentration im supraphysiologischen Bereich liegt, wurde in einem weiteren Schritt
untersucht, ob die Ergebnisse der unterschiedlichen Methylxanthine auf die Expression der
analysierten Gene eine dosisabhangige Wirkung haben. Um Effekte in niedrigeren
Konzentrationen zu untersuchen, wurden SH-SY5Y-Zellen fir 24 Stunden mit 12,5 pmol/l, 25
pumol/l und 50 pmol/l mit Koffein, Theobromin, Theophyllin, Propentofyllin und Pentoxifyllin
oder der Lésungsmittelkontrolle inkubiert. Dabei wurde sich bei der Analyse auf die Gene
beschrankt, die in allen drei untersuchten Zellreihen ahnliche Effekte erzielten. Es konnte
dabei durch die Berechnung der Korrelationen zwischen den normalisierten Cq-Werten der
housekeeping-Gene und den vier verschiedenen Methylxanthin-Konzentrationen festgestellt
werden, dass sechs Gene dosisabhangig reguliert wurden. Die Ergebnisse fir diese Gene,
namlich APH1b, CASP4, ALS2, A2M und ACHE, sind in Abbildung 39 verdeutlicht. Die
Expression der weiter untersuchten Gene korrelierte nicht signifikant mit den analysierten
Methylxanthin-Konzentrationen (Koffein: PRKCQ: r = 0,378, p = 0,622; Pentoxifyllin: PRDX1:
r = 0,880, p = 0,120; Theobromin: ACHE: r = 0,943, p = 0,057; MAPT: r = 0,735, p = 0,256;
Propentofyllin: PRDX7: r = 0,903, p = 0,097; IDH1: r = 0,856, p = 0,144; PRNP:r= 0,761, p =
0,239).
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Abbildung 39: Analyse der dosisabhangigen Effekte einzelner Methylxanthine. Die Expression
von APH1b, ALS2, A2M, CASP4, ACHE und CASP4 sind gegen die jeweilige Konzentration von
Koffein (A), Theophyllin (B), Theobromin (C) und Propentofyllin (D) in den Diagrammen aufgetragen.
Fir jedes Gen wurde der Pearson Korrelationskoeffizient ,,r* und der p-Wert ,p“ angegeben. Abb.
abgeandert nach [125].
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5 Diskussion

5.1 Einfluss der ADAM10-Gendeletion auf die Lipidhomodostase von HEK-
Zellen

5.1.1 Lipide und die Alzheimer-Erkrankung

Bezugnehmend auf die APP-Prozessierung, beschrieben in Kapitel 2.1.2.1, liegt eine
Beeinflussung der AB-Freisetzung durch die Lipidzusammensetzung der Plasmamembranen
nahe, da es sich sowohl bei APP als auch bei den APP-prozessierenden Proteinen, die a-, 3-
und y-Sekretasen, um Transmembranproteine handelt [277,293,312]. Lipide, und die in die
Membran integrierten Proteine bedingen den Hauptteil von Zellmembranen. Dariber hinaus
wurde festgestellt, dass eine Vielzahl an Lipiden die AB-Freisetzung in der Membran sowie die
APP-Prozessierung beeinflussen kénnen und spezifische Lipide einen Einfluss auf die Lange
und die Menge an AB-Peptiden haben [92,98,100,110,139].

Generell ist in der Literatur mittlerweile einheitlich beschrieben, dass deutliche Veranderungen
in der Lipidzusammensetzung zur Entstehung der Alzheimer-Pathologie beitragen, da sie vor
allem auf die Entstehung der AB-Peptide unmittelbaren Einfluss nehmen. Darliber hinaus geht
das Altern des Gehirns mit wesentlichen Veranderungen in der Lipidzusammensetzung einher
[133]. Circa 50 % des Trockengewichts des Gehirns besteht aus Lipiden, weshalb das Gehirn,
neben dem Fettgewebe, das fettreichste Organ des Menschen darstellt [268]. Von den im
Gehirn vorkommenden Lipidklassen bilden Phospholipide mit circa 50 % die grofite
Lipidklasse, gefolgt von Glykolipiden (ca. 40 %) und Cholesterin, Cholesterinester und
Triglyceriden (< 10 %) [268]. Mit Blick auf die Fettsauren stellen insbesondere die langkettigen,
mehrfach ungesattigten Fettsauren, wozu unter anderen die Docosahexaensaure (DHA) oder
auch die Arachidonsaure (AA) zahlen, mit circa 25 — 30 % die haufigsten Vertreter der
Fettsauren im humanen zentralen Nervensystem dar [133,268].

Generell betrachtet, unterscheiden sich die beiden Schichten der Lipiddoppelschicht in ihrer
Fettzusammensetzung. Wahrend die auldere Schicht vor allem aus Phosphatidylcholinen und
Sphingomyelinen besteht, bilden vor allem Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin und
Phosphatidylinositol die Hauptvertreter der inneren Schicht [236]. Eine Vielzahl an Proteinen,
die mit der Alzheimer-Pathologie in Zusammenhang stehen, sind in sogenannten lipid rafts
(Lipid-FIoRe) lokalisiert. Diese Lipidflof3e sind spezielle Bereiche innerhalb der Zellmembran,
die durch einen hohen Anteil an Sphingomyelinen, Glykosphingolipiden, Cholesterin und
gesattigten Fettsauren gekennzeichnet sind [297]. In diesen lipid rafts kommt es zur Interaktion
von AB mit ApoE und Tau und dadurch zur vermehrten Aggregation von AB-Oligomeren und
hyperphosphorylietem Tau. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass insbesondere die

amyloidogene APP-Prozessierung in den lipid rafts ablauft [138].
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Im Laufe des Lebens andert sich mit zunehmendem Alter die zerebrale
Lipidzusammensetzung. Es kommt zu einer Verschiebung von mehrfach ungesattigten
Fettsauren hin zu einer vermehrten Ansammlung gesattigter Fettsduren ab dem 50.
Lebensjahr [210,228]. Zusatzlich dazu steigt mit zunehmendem Alter das Risiko flr vermehrte
chronische Inflammation, wobei Lipide als Mediatoren das Immunsystem malgeblich
beeinflussen [58].

Fettsauren sind Bestandteile und Bausteine fir komplexere Lipide und werden in gesattigte,
einfach ungesattigte und mehrfach ungesattigte Fettsduren durch die Anzahl ihrer
Doppelbindungen unterschieden. lhnen kommen unterschiedliche Bedeutungen fir den
menschlichen Organismus zu. Wahrend mehrfach ungesattigte Fettsauren (engl.
polyunsaturated fatty acids, kurz: PUFA) Uber die Signaltransduktion und Beeinflussung
inflammatorischer Prozesse als gesundheitsfordernd eingeordnet werden kénnen, gelten
insbesondere gesattigte Fettsduren (engl.: saturated fatty acids, kurz: SFA) als
gesundheitsschadlich [206]. SFA kénnen die Entstehung einer Atherosklerose,
Insulinresistenz und Entziindungen beschleunigen [228]. Das Gehirn besteht zu einem hohen
Anteil aus PUFA, die in Phospholipide eingebaut sind. Sie spielen eine zentrale Rolle bei der
Membranfluiditat, der Signaltransduktion und der Transkription wichtiger Gene. Aul3erdem
kénnen sie das Gehirn vor Apoptose und neuronaler Schadigung schitzen [133,145]. Des
Weiteren konnte in in vitro Studien herausgefunden werden, dass freie ungesattigte Fettsauren
mit mehr als vier Doppelbindungen die sAPPa-Sekretion erhéhen und damit einen positiven
Einfluss auf den nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg von APP nehmen kdnnen [333]. In
diesem Zusammenhang konnte ebenfalls herausgefunden werden, dass das extrazellular
sezernierte sAPPa neuroprotektive Eigenschaften besitzt [116].

Interessanterweise konnte in hyperlipidamischen adipdsen Patient*innen, die mit Gemfibrozil
behandelt wurden, um den Triglyceridgehalt im Blutplasma zu senken, eine bessere zerebrale
Perfusion und verbesserte kognitive Leistung festgestellt werden [255]. Anhand dessen
kénnen im Umkehrschluss Ruickschllisse auf eine Beeintrachtigung der kognitiven Leistung
durch einen erhdhten Anteil an TAG Uberlegt werden. TAG kdnnen in Lipidtrépfchen
akkumulieren, die in erhéhtem Malf} bei neurodegenerativen Erkrankungen festgestellt werden
konnten [43].

Die im Gehirn vorkommenden Lipide besitzen eine Vielzahl an Funktionen zur
Aufrechterhaltung der Struktur und des Metabolismus. Eine Dysbalance der unterschiedlichen
Lipidklassen kann durch Beeinflussung der APP-Prozessierung Einfluss auf die Entstehung
der Alzheimer-Erkrankung nehmen [110].

ADAM10, als einer der Hauptvertreter der a-Sekretasen im Gehirn, ist flir den Ablauf der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung zustandig. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit

dem Knockout von ADAM10 in HEK-Zellen und der daraus moglicherweise resultierenden
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Veranderung in der Lipidzusammensetzung. Dabei wurde auf die Veranderung von
Phosphatidylcholinen, Plasmalogenen, Lyso-Phosphatidylcholinen und Sphingomyelinen als
Vertreter der Phospholipide und auf Veranderungen bezuglich der Triglyceride und Carnitine

naher eingegangen.
5.1.2 ADAM10-Knockout bedingte Lyso-Phosphatidylcholin-Erhéhung in HEK-Zellen

Phospholipasen bilden eine heterogene Gruppe an Enzymen, deren Gemeinsamkeit darin
besteht Phospholipide in freie Fettsduren und weitere lipophile Substanzen zu spalten.
Generell kdnnen Phospholipasen nach ihrem Spaltverhalten in vier Gruppen eingeteilt werden
[5]. Die Phospholipase A1 (PLA1) katalysiert die hydrolytische Spaltung von Phospholipiden
ausschlief3lich an der sn1-Position (1. Kohlenstoffatom) [343]. Daraus resultiert einerseits die
Freisetzung einer freien Fettsdure und andererseits die Entstehung eines Lysophospholipids.
Im Vergleich dazu kommt es bei Anwesenheit der Phospholipase A2 (PLA2) zu einer
hydrolytischen Spaltung der Phospholipide an der sn2-Position (2. Kohlenstoffatom), woraus
meistens die Freisetzung einer mehrfach ungesattigten Fettsdure und eines
Lysophospholipids folgt [5]. Des Weiteren existieren neben der Phospholipase B, die fiir eine
Spaltung der Phospholipide sowohl an der sn1- als auch an der sn2-Position zustandig ist,
noch die Phospholipasen C und D. Diese unterscheiden sich in ihrer Spaltung vor dem
Phosphat (PLA C) oder dahinter (PLA D) [5]. Das Spaltverhalten der unterschiedlichen
Phospholipasen ist in der Abbildung 40 schematisch dargestellt.
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Abbildung 40: Schnittstellen der Phospholipasen. Grundgerist eines Phospholipids mit
unterschiedlichen Spaltstellen bei Trennung durch die einzelnen Phospholipasen. PLA1:
Phospholipase A1, PLA2: Phospholipase A2, PLB: Phospholipase B, PLC: Phospholipase C, PLD:
Phospholipase D, O: Sauerstoff, R1-R3: Restanhang, je nach Phospholipid unterschiedlich, Abb.
abgeandert nach [5].

Sowohl Phosphatidylcholine (PCaa) und Phosphatidylcholin-Plasmalogene (PCae) als auch
Lyso-Phosphatidylcholine (Lyso-PC) sind wichtige Bestandteile der Zellmembran und spielen
sowohl in der Membranstruktur als auch der Signaltransduktion eine wichtige Rolle [268].
Durch die hydrolytische Spaltung von PCaa- und PCae-Spezies mittels Phospholipasen
entstehen neben der Freisetzung von freien Fettsauren auch Lyso-Phosphatidylcholine. Dabei
entstehen durch die Spaltung von PCaa und PCae mittels PLA1 1-Lyso-PC-Spezies und
vermehrt freie gesattigten Fettsduren (SFA) und mittels PLA2 2-Lyso-PC-Spezies und
vermehrt freie mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) [5,227]. Die Hauptfunktion der PLA1
und PLA2 besteht unter physiologischen Gesichtspunkten darin, oxidierte oder beschadigte
Phospholipide aus der Plasmamembran zu entfernen und somit zur Aufrechterhaltung einer
optimalen Membranzusammensetzung beizutragen [222]. Des Weiteren stellen sie die
Integritat der Mitochondrien sicher und sind an der Signaltransduktion beteiligt [222]. Die aus
der Spaltung resultierenden Fettsduren kdnnen zur Energiegewinnung genutzt werden. Unter
pathologisch erhdhten PLA-Aktivitditen kommt es zur vermehrten Ansammlung freier
Fettsauren einerseits und Lyso-Phosphatidylcholinen andererseits, welche in der Folge als
Bausteine flr Botenstoffe und deren Metaboliten umgewandelt werden kdénnen, die
anschlie®end unter anderem zur Entstehung inflammatorischer Prozesse flihren kénnen [222].
Unter  diesen Gesichtspunkten kénnten Lyso-Phosphatidylcholine zZu den
proinflammatorischen Lipiden gezahlt werden.

Bei der Auswertung der shotgun lipidomics-Analyse von HEK-ADAM107-Zellen verglichen zu
HEK-mock-Zellen war ein signifikanter Anstieg der Gesamt-Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies
auf insgesamt 169,2 % zu beobachten, wahrend gleichzeitig eine signifikante Reduktion der

Phosphatidylcholin- und Phosphatidylcholin-Plasmalogen-Spezies besatnd (siehe Kapitel
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4.1.2.1). Diese Ergebnisse konnten darauf schlieRen lassen, dass in HEK-Zellen mit ADAM10-
Knockout eine vermehrte Umwandlung der PCaa- und PCae-Spezies zu Lyso-PC-Spezies
vorliegt. Diese Beobachtung konnte anhand des Verhaltnisses aus Lyso-PC/PCaa, welches in
HEK-ADAM107-Zellen auf 256,4 % angestiegen war, zusatzlich unterstrichen werden. Die
erhaltene Umverteilung des Verhaltnisses von Phosphatidylcholin-Spezies hin zu einem
signifikanten Anstieg der Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies kdnnte durch eine gesteigerte
Aktivitdt der Phospholipase A begrindet werden. Bei naherer Betrachtung der Verteilung
innerhalb der Lyso-PC-Spezies bezuglich des Sattigungsgrades fielen deutliche Unterschiede
auf, welche auf eine Differenzierung zwischen der Phospholipase A1 und der Phospholipase
A2 hindeuten kénnten. Wahrend die Deletion von ADAM10 in HEK-Zellen einen signifikanten
Anstieg der gesattigten Fettsauren innerhalb der Lyso-PC-Spezies auf 195,7 Mol% bedingte,
kam es gleichzeitig zu einer signifikanten Reduktion der mehrfach ungesattigten Fettsduren
auf 82,3 Mol% (siehe Kapitel 4.1.2.1.1). Anhand dieser Ergebnisse, die eine deutliche
Verschiebung des Sattigungsgrades hin zu den gesattigten Fettsduren innerhalb der Lyso-PC-
Spezies aufzeigten, konnte eine vermehrte Aktivitdt der Phospholipase A2, welche die
Phospholipide an der sn2-Position schneidet, vermutet werden, da die Detektion der
Lipidspezies durch die massenspektrometrische Analyse nach der hydrolytischen Spaltung
durch die Phospholipasen erfolgt. Die signifikante Reduzierung der mehrfach ungesattigten
Fettsauren kdnnte durch eine erhdhte Aktivitdt der Phospholipase A2 begriindet werden,
wahrend eine vermehrte Ansammlung der Lyso-PC-Spezies mit gesattigten Fettsauren mit
einer verringerten Aktivitdt der Phospholipase A1 erklart werden kénnte. Bei der Auswertung
dieser Lipiddaten und den daraus resultierenden Rickschlissen auf die enzymatische Aktivitat
der verschiedenen Phospholipasen ist jedoch zu berucksichtigen, dass gezielte Aussagen
zum Verhalten der Enzymaktivitaten durch weitere Untersuchungen unterstrichen werden
mussen. Somit kdnnten ausblickend beispielsweise die Analyse der Phospholipasen mittels
PLA1/PLA2-Enzym-Assay oder Genanalysen der Gene PLA1 oder PLAZ2 mittels qRT-PCR aus
den HEK- ADAM10"-Zellen weiterfiihrende Aussagen ermdglichen.

Mit Blick auf das Verhalten der Fettsduren der Lyso-PC-Spezies bezlglich ihrer
Unterscheidung in verschiedene Kettenlangen waren ebenfalls interessante Ergebnisse zu
verzeichnen. Bei den HEK-ADAM10-defizienten Zellen war ein signifikanter Anstieg der
mittelkettigen Fettsduren (C16:X bis C20:X) auf 170,0 Mol% zu beobachten (siehe Kapitel
4.1.2.1.1). In diesem Intervall befinden sich vor allem Fettsauren wie Palmitinsaure (C16:0)
oder Stearinsaure (C18:0), welche zentrale Rollen im menschlichen Organismus tGbernehmen.
Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass vermehrt mittelkettige gesattigte
Fettsduren bei HEK-Zellen mit ADAM10-Knockout detektiert wurden.

Generell betrachtet, kann ein Uberangebot an Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies fir den

menschlichen Organismus mit erheblichen zusatzlichen Belastungen einhergehen. Lyso-PCs
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stellen als Bausteine fir Botenstoffe und Mediatoren ebenso eine wichtige Grundlage fur die
Entstehung proinflammatorischer Prozesse dar, wie auch eine generell erhdhte Aktivitat der
Phospholipasen A2 [68,158].

Unter pathologisch erhdhter PLA2-Aktivitdt kann es zur vermehrten Freisetzung freier
Fettsduren und Lyso-Phospholipiden kommen. Die freien Fettsduren, wie beispielsweise
Arachidonsaure, konnen im Anschluss in second messenger oder deren Metabolite
umgewandelt werden und somit Einfluss auf eine verstarkt ablaufende Neuroinflammation
oder neuronale Schadigungen nehmen [222]. Arachidonsaure, eine haufig durch die PLA2
abgespaltene Fettsaure, kann durch Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen in Lipoxine,
Thromboxane, Leukotriene und Prostaglandine, welche proinflammatorische Prozesse
begilnstigen, umgewandelt werden [234].

Es wurden erhdhte PLA2-Spiegel mit der Entstehung der koronaren Herzerkrankung oder der
Atherosklerose in Verbindung gebracht. Insbesondere die Lipoprotein-assoziierte PLA2 (Lp-
PLAZ2) induziert vermehrt eine vaskulare Inflammation an deren Ende die Atherosklerose steht
[181]. Eine im Mai 2010 verdffentlichte Studie zeigte einen Zusammenhang zwischen dem
erhdhten Risiko des Auftretens von koronaren Herzerkrankungen oder Schlaganfallen und
erhdhten PLA2-Spiegeln. In dieser Studie wurden 79.036 Patient*innen eingeschlossen und
resultierte das Ergebnis, dass erhdhte PLA2-Spiegel im Blut in die gleiche Risikofaktor-
Kategorie wie der Cholesterin-Spiegel oder Bluthochdruck fallen [181].

Im neuronalen Gewebe kann ein vermehrtes Anfallen von erhéhten Lyso-Phosphatidylcholin-
Spiegeln im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen stehen, wie es
beispielweise fir die Entstehung von Morbus Parkinson beschrieben wurde [323]. Uber die
Induktion einer Astrogliose und der Neuroinflammation flihren erhéhte Spiegel an Lyso-PC-
Spezies auch zur Entstehung weiterer neurodegenerativer Erkrankungen, wie beispielsweise
der Alzheimer-Erkrankung [94]. Sanchez-Meija et al. konnten zeigen, dass sowohl spezifische
Isoformen der PLA2 als auch die Arachidonsaure eine Rolle bei der Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung spielen. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass dadurch eine Stérung des
Gedachtnisses, des Lernens und des Verhaltens geférdert wurde [264].

Vor allem das Gehirn besitzt einen hohen Anteil an Phospholipiden, die fir eine Vielzahl an
unterschiedlichen Prozessen, beispielsweise Neurotransmission, neuronale Plastizitat und
neuronale Interaktion, zustandig sind [268]. Dabei ist es besonders interessant, dass die
neuronalen Phospholipide eine Vielzahl an mehrfach ungesattigten Fettsauren (PUFA),
insbesondere Docosahexaensaure und Arachidonsaure, besitzen. Es wurde beschrieben,
dass mit einer Zunahme an freien Radikalen im Gehirn der Anteil an PUFA abnimmt [278,282].
Durch die ADAM10-Gendeletion kam es in der vorliegenden Arbeit zu einer Zunahme der
Lyso-PC-Spezies im Gesamten mit einer deutlichen Abnahme an mehrfach ungesattigten

Fettsauren (siehe Kapitel 4.1.2.1.1). In diesem Zusammenhang koénnte die Deletion von
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ADAM10 mit einer verringerten Moglichkeit freie Radikale zu bekdmpfen und somit oxidativen
Stress zu reduzieren, in Verbindung stehen. Es konnte sich anhand dieser Ergebnisse
schlussfolgern lassen, dass ADAM10 fir eine optimale Lipidzusammensetzung innerhalb der
Plasmamembran insbesondere fir ein optimales Verhaltnis von PCaa-Spezies zu Lyso-PC-
Spezies, von Noten ist. Das Fehlen von ADAM10 als Transmembranprotein konnte zu einer
Verlagerung des Gleichgewichts und einer Imbalance zugunsten der Lyso-PC-Spezies fihren.
Diese bilden wiederum den Grundstein fiir proinflammatorische Prozesse und eine Zunahme
an oxidativem Stress, welche die Grundlage fur die Entstehung einer Vielzahl an
Erkrankungen, z. B. der Entstehung von Atherosklerose oder neurodegenerativen
Erkrankungen, darstellen [40,185].

5.1.3 Einfluss des ADAM10-Knockouts auf weitere Phospholipide

5.1.3.1 Einfluss auf Phosphatidylcholine und Plasmalogene

In der vorliegenden Arbeit ging die Verschiebung des Verhaltnisses von PCaa-Spezies zu
Lyso-PC-Spezies andererseits mit einer signifikanten Verringerung der
Phosphatidylcholinspezies in HEK ADAM107-Zellen einher.

Im Vergleich zu HEK-mock-Zellen war in HEK-ADAM107-Zellen eine signifikante Reduzierung
der Gesamt-PCaa-Spezies auf 67,00 % zu beobachten, was sich zusatzlich durch eine
deutliche Linksverschiebung der meisten PCaa-Spezies im Volcano-Plot zeigte (siehe Kapitel
4.1.2.1.2). Phosphatidylcholine machen mit Phosphatidylethanolaminen circa 50 % der
Membranlipide aus [83] und sind deshalb als strukturgebende Molekiile innerhalb der
Membran unerlasslich. Sie kommen ubiquitar in allen Zellen vor und kénnen dariber hinaus
ebenfalls auf die Signaltransduktion Einfluss nehmen [118,132]. Interessanterweise besteht
die Trockenmasse des menschlichen Gehirns zu 9 — 10 % aus Phosphatidylcholinen [268],
was ihre Bedeutung flir das zentrale Nervensystem zusatzlich unterstreicht. Dartiber hinaus
stellen sie als Monolayer die hydrophile Komponente der dul3eren Hiille von Lipidtropfen dar
[316]. AuRerdem sind sie ein Hauptbestandteil des pulmonalen Surfactants [4], wobei sie einen
essenziellen Faktor fir die Herabsenkung der alveolaren Oberflachenspannung darstellen.
Ihre chemische Struktur besteht aus einem Glycerin, das einerseits mit zwei Fettsauren und
andererseits Uber eine Phosphatgruppe mit einem Cholin verbunden ist. Dabei ist in den
meisten Fallen am 1. Kohlenstoffatom eine geséttigte Fettsdure und am 2. Kohlenstoffatom
eine mehrfach ungesattigte Fettsdure gebunden [332]. Phosphatidylcholine nehmen auch im
zentralen Nervensystem im Rahmen der Synaptogenese eine wichtige Rolle ein. Die
Alzheimer-Erkrankung geht mit einem erhéhten Ma® an Schéden in der synaptischen
Membran und den Synapsen einher [325]. Die synaptischen Membranen bestehen aus einer
Phospholipid-Doppelschicht, welche aus DHA, Uridin und Cholin besteht [241]. In Studien

konnte gezeigt werden, dass die Supplementierung von Phosphatidylcholinen in frihen
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Alzheimer-Stadien zur Verlangsamung der Erkrankung beitragen kann [33,260]. Ein Mangel
an Phosphatidylcholinen in Neuronen kénnte dementsprechend mit einem erhdhten Risiko fur
das Auftreten einer Alzheimer-Erkrankung einhergehen.

Fortasyn Connect, eine Trinknahrung zur Supplementierung von Nahrstoffen, die die
Synaptogenese fordern, enthalt unter anderem ebenfalls DHA, Uridin und Cholin. In einer tber
mittlerweile 36 Monate andauernden Studie, in der die Supplementierung dieses Getranks bei
Patient*innen mit milder kognitiver Einschrankung und milden Alzheimer-Symptomen
durchgefihrt wurde, konnte gezeigt werden, dass das Voranschreiten der kognitiven
Beeintrachtigung durch diese Bestandteile verlangsamt werden konnte [283]. In diesem
Zusammenhang konnte durch Wurtman et al. eine Férderung der Synaptogenese und der
Produktion synaptischer Proteine durch die Supplementierung von Uridin, Colin und DHA oder
EPA ebenfalls gezeigt werden [324,326].

Interessanterweise ist mit Blick auf die Phosphatidylcholin-Plasmalogene ein ahnliches
Verhalten dieser Lipidklasse nach ADAM10-Gendeletion analog zu den PCaa-Spezies zu
verzeichnen (siehe Kapitel 4.1.2.1.3). Auch hier kam es in den ADAM10-Knockout-Zellen zu
einer signifikanten Reduktion aller untersuchten PCae-Spezies auf 80,6 %. PCae stellen
neben den PCaa-Spezies mit bis zu 20 % einen Hauptbestandteil der Gesamt-
Phospholipidmasse des Menschen dar und kommen in groRen Mengen vor allem im Gehirn,
dem Herzen, den Neutrophilen, der Niere und der Lunge vor [27,105,225]. Ihre chemische
Struktur besteht aus einem Fettalkohol, der an der sn1-Position eine Vinyletherbindung und
an der sn2-Position des Glycerin-Gerusts mit mehrfach ungeséattigten Fettsduren angereichert
ist [27]. Neben ihrer Rolle als Strukturlipide in der Plasmamembran spielen Plasmalogene
auch eine Rolle bei der Reduktion von oxidativem Stress und gelten als Reservoir fir second
messenger fir beispielsweise Arachidonsaure (AA) oder Docosahexaensaure (DHA) [285].
Diese Verringerung der Plasmalogen-Spiegel in ADAM10-Knockout-Zellen geht ebenfalls mit
einem erhohten Risiko fir die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen einher.
Plasmalogene sind, verglichen zu den Phosphatidylcholinen, aufgrund ihrer Enoletherbindung
an der sn1-Position des Glyceringrundgerists anfalliger flir Oxidation. lhre Reduktion kénnte
somit ein Mal flr vermehrt anfallenden oxidativen Stress darstellen. Reduzierte PCae-Spiegel
sind auch in vivo im Blut und in humanen Gehirnen von AD-Patient*innen festgestellt worden
[86,105,233,291]. Rothhaar et al. konnten zeigen, dass Plasmalogene direkten Einfluss auf
die Aktivitat der y-Sekretase nehmen. Anhand dessen konnte ihr protektiver Einfluss fir die
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung weitergehend unterstrichen werden, indem sie direkten
Einfluss auf die y-Sekretase-Aktivitdt nehmen [259].

Mit Blick auf das Verhalten der unterschiedlichen PCaa- und PCae-Spezies in Bezug auf die
Sattigung der Fettsauren ist eine signifikante Reduzierung der einfach- und mehrfach

ungesattigten Fettsduren (MUFA und PUFA) in beiden Lipidklassen zu verzeichnen (siehe
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Kapitel 4.1.2.1.2 und Kapitel 4.1.2.1.3). Insbesondere den PUFA werden eine Reihe
gesundheitsférdernder Eigenschaften zugeschrieben [169,266]. Sie werden in Omega-3- und
Omega-6-Fettsauren unterschieden und bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe und
einem hydrophoben Schwanz. Aufgrund dieser strukturellen Besonderheiten sind sie fur
zahlreiche Prozesse im Organismus zustédndig. Dazu zahlen unter anderem
antiinflammatorische  Eigenschaften, Aufrechterhaltung der Membranfluiditdt, eine
Verringerung der Sekretion entzindungsfordernder Zytokine durch Makrophagen, eine
Verhinderung der Blutplattchen-Aggregation und eine Verringerung der Triglyceridsynthese in
hepatischem Gewebe [315].

Da durch das Fehlen von ADAM10 in der Plasmamembran von HEK-Zellen in der vorliegenden
Arbeit eine signifikante Reduzierung der einfach- und mehrfach ungesattigten Fettsauren
sowohl in den PCaa- als auch den PCae-Spezies zu verzeichnen war, kdénnte davon
ausgegangen werden, dass beispielsweise deren antientzlindliche Eigenschaften wegfallen
und somit vermehrt Entziindungen auftreten kénnten. In diesem Zusammenhang kdnnte das
Fehlen von ADAM10 zu einem vermehrten Auftreten von inflammatorischen Prozessen in den
entsprechenden Organen flhren, wodurch beispielsweise im zentralen Nervensystem ein
erhdhtes Risiko fur die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen besteht [17]. Zu den
bekanntesten Vertretern der mehrfach ungesattigten Fettsauren zahlen neben der
Arachidonsaure (C20:4) auch die Docosahexaensaure (C22:6) und die Eicosapentaensaure
(C20:5). Insbesondere die Arachidonsaure und die Docosahexaensaure kommen in grof3en
Mengen in der Plasmamembran im zentralen Nervensystem vor [38]. Nach Freisetzung aus
der Plasmamembran konnen sie in eine Reihe biologisch aktiver Derivate umgewandelt
werden und somit Einfluss auf verschiedene Stoffwechsel- und Signalwege nehmen. Im
menschlichen Gehirn kommt diesen beiden PUFA eine besondere Rolle bei der Regulation
der Neuroinflammation, der Neurotransmission und dem Zelliiberleben zu [145,273]. So sind
beispielsweise bei Erkrankungen wie der Alzheimer-Erkrankung oder bei Depression die
PUFA-Spiegel deutlich verringert [162,175]. Ein optimales Verhaltnis an PUFA im zentralen
Nervensystem ist somit insbesondere zur Pravention neurodegenerativer Erkrankungen von
besonderer Wichtigkeit. Das Fehlen von ADAM10 in HEK-Zellen und die damit verbundene
Reduktion an Phosphatidylcholinen kénnte dementsprechend ein erhéhtes Risiko fir die
Entstehung dieser Erkrankungen bedeuten. Da damit verbunden auch weniger MUFA und
PUFA in der Plasmamembran vorhanden sind, kénnen diese in der Folge ihre
antientzindlichen Eigenschaften nicht mehr in ausreichendem Male erflllen.
Interessanterweise wurde herausgefunden, dass DHA in Kombination mit NPD1 (engl.:
neuroprotectin D1) im Umkehrschluss eine Aktivierung von ADAM10 in neuronalem Gewebe
unterstutzt und somit die APP-Prozessierung auf dem nicht-amyloidogenen Wege beeinflusst
[342].
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Analog zum Sattigungsgrad fiel mit Blick auf die Kettenlange in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls eine signifikante Reduktion der mittel- und langkettigen Fettsduren in den
untersuchten PCaa- und PCae-Spezies nach ADAM10-Gendeletion auf (siehe Kapitel
4.1.2.1.2 und Kapitel 4.1.2.1.3).

Interessanterweise fiel bei der Betrachtung der Hauptspezies auf, dass sowohl in den
analysierten PCaa- als auch den PCae-Spezies nach ADAM10-Gendeletion die Lipidspezies
mit der Zusammensetzung C34:1 am haufigsten vorkommt. In den PCaa-Spezies war ihre
Effektstarke auf 70,7 % und in den PCae-Spezies auf 78,5 % reduziert.

Es hat sich herausgestellt, dass einzelne Lipide bei Patient*innen mit Diabetes Mellitus Typ |l
im Blutplasma erhdéht waren und in enger Verbindung zur Entstehung einer autonomen
Herzfunktionsstorung stehen. Eine identifizierte Lipidspezies war in diesem Zusammenhang
die Phosphatidylcholinspezies PCaa C34:1 [346].

5.1.3.2 Einfluss der ADAM10-Gendeletion auf Sphingomyelin-Spezies

Sphingomyeline (SM), eine weitere Unterklasse der Phospholipide, sind ebenfalls ein
Bestandteil in biologischen Membranen [99]. Insbesondere im Gehirn ist ihr Anteil von groRer
Bedeutung, da sie den Hauptbestandteil der Myelinscheiden ausmachen [41]. Aulierdem
spielen SM eine wichtige Rolle in der neuronalen Signaltransduktion. lhre Interaktion mit
Ceramiden spielt vor allem fur die Entwicklung der Alzheimer-Erkrankung eine
ausschlaggebende Rolle, da eine Dysregulierung der SM/Ceramid-Signalkaskade zu
synaptischer Dysfunktion, Neuroinflammation und neuronaler Apoptose flihrt [196,321,322].
Die strukturelle Grundlage der SM bildet der langkettige Alkohol Sphingosin, im Gegensatz zu
Glycerin, welches bei den anderen oben beschriebenen Phospholipiden die strukturelle
Grundlage darstellt. Uber das 2. Kohlenstoffatom ist eine Fettsaure tiber eine Amidbindung
verknipft und Uber eine Phosphoestergruppe ist an die C1-Hydroxygruppe eine
Phosphatgruppe angebunden. Bei ihrer Synthese kdnnen Phosphatidylcholine als Substrat flr
die SM-Synthase dienen [108,173].

Bei Betrachtung der ungewichteten Effektistarke aller analysierten SM-Spezies in HEK-
ADAM10-defizienten Zellen war eine signifikante Reduktion auf 76,0 % zu beobachten. Da in
HEK-ADAM10"-Zellen auch eine signifikante Reduzierung der PCaa-Spezies zu sehen war
und diese auch als Substrat flir die Synthese der SM dienen kdnnen, kénnte die Reduktion
der Sphingomyeline dadurch erklart werden. Durch die Berechnung des Verhaltnisses von
SM-Gesamt/PCaa-Gesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Gendeletion von
ADAM10 den Sphingomyelin-Anabolismus aus PCaa-Spezies verringern kdnnte.

Mit Blick sowohl auf den Sattigungsgrad als auch die Kettenlange der analysierten SM-Spezies
war in allen Unterkategorien eine signifikante Reduzierung in den HEK-ADAM107-Zellen

verglichen zu HEK-mock-Zellen zu beobachten.
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Eine Vielzahl von Studien hat den Zusammenhang zwischen reduzierten Sphingomyelin-
Spiegeln und der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung gezeigt [49,290]. Eine vermehrte
Ansammlung von AB42 induziert auf direktem Wege eine Erhéhung der neutralen
Sphingomyelinase-Aktivitat, die zu einer Herabsenkung des SM-Spiegels im zentralen
Nervensystem fuhrt [91]. Diese SM-Reduktion beglinstigt wiederum das Fortschreiten der
Alzheimer-Erkrankung. Generell konnte herausgefunden werden, dass die SM-Konzentration
in menschlichen Gehirnen von an AD-erkrankten Menschen und in AD-Tiermodellen deutlich
verringert ist [112]. Das Fehlen von ADAM10 in HEK-Zellen kann durch die signifikante
Reduktion der SM-Spiegel ebenfalls auf die potenzielle Entwicklung neurodegenerativer

Erkrankungen hinweisen.

5.1.4 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine

Triglyceride gehéren zu den Neutralfetten und sind ein wichtiger Marker flr den zellularen
Energiestoffwechsel. lhre chemische Struktur basiert auf dem dreiwertigen Alkohol Glycerin,
der mit drei Fettsduremolekulen verestert ist (Matsushita, Nakagawa, und Koike 2021). Sie
dienen als zelluldre Energiespeicher, indem sie Fettsduren binden und in Form von
Lipidtropfen im Zytosol auftreten [189]. Die aus den TAG gewonnenen Fettsduren kénnen in
den Mitochondrien zur Energiegewinnung genutzt werden. Dazu wird jede Fettsaure einzeln
abgespalten und an Carnitine gebunden. Klinisch gelten sie als kardiovaskularer Risikofaktor
[29,257] und werden in der taglichen medizinischen Praxis im Blut gemessen, wo sie als
Indikator fir Fettstoffwechselstérungen und/oder Adipositas gelten.

Mit Blick auf die ungewichtete Effektstarke aller TAG-Spezies in HEK-ADAM10"-Zellen
verglichen zu HEK-mock-Zellen war ein Anstieg auf 249,1 % (+ 38,4 %) zu beobachten (siehe
Abbildung 15). Bei der gruppenspezifischen Analyse im Volcano Plot war ein eindeutiger Trend
der meisten TAG-Spezies mit einer Verschiebung nach rechts und einer damit
zusammenhangenden Zunahme der TAG-Spezies zu verzeichnen. Das Fehlen von ADAM10
geht anhand der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit einer generellen
Zunahme der intrazellularen Triglycerid-Spezies in HEK-Zellen einher (siehe Kapitel 4.1.2.2.1).
Dabei ist mit Blick auf den Sattigungsgrad zu sehen, dass vor allem Fettsauren mit keiner,
einer oder zwei Doppelbindungen vermehrt auftreten, wahrend Fettsduren mit mehr als zwei
Doppelbindungen deutlich weniger haufiger vorkommen. Die TAG gelten als intrazellularer
Speicherort fur Fettsduren. Sie sammeln sich im Kern von sogenannten Lipidtropfchen an und
kénnen darlber einerseits die Fettsduren zur Energiegewinnung bereitstellen und andererseits
eine vermehrte Ansammlung freier Fettsduren im Zytosol verhindern. Da sowohl in den PCaa-
als auch in den analysierten PCae- und SM-Spezies eine signifikante Reduktion der einfach-
und mehrfach ungesattigten Fettsduren zu sehen war, konnte dadurch auch ein

Erklarungsmodell darstellen, dass weniger mehrfach ungesattigte Fettsduren an den TAG
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gebunden sind. Bei Betrachtung der Spezies, die am haufigsten vorkommen, war ein
heterogenes Bild zu verzeichnen. Von den sieben aufgeflhrten Vertretern sind drei TAG-
Spezies mit gesattigten und jeweils zwei Spezies mit einfach- oder mehrfach ungesattigten
Fettsauren aufgefuhrt.

Generell lasst sich aus den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten ablesen, dass ein
Fehlen von ADAM10 in HEK-Zellen mit einer Zunahme der intrazellularen TAG-Spiegel einher
geht. Diese Akkumulation von TAG-Spezies innerhalb der Zelle kdnnte mit einer Zunahme an
intrazellularen Lipidtrépfchen in Zusammenhang gebracht werden.

Lipidtropfen besitzen, wie oben beschrieben, aufgrund ihrer Zusammensetzung zahlreiche
wichtige Funktionen fiir die Aufrechterhaltung zellularer Prozesse. Allerdings hat sich in den
letzten Jahren herausgestellt, dass eine zunehmende Akkumulation an intrazellularen
Lipidtropfchen mit vermehrter Lipotoxizitdt einhergeht und mit einigen Erkrankungen in
Verbindung steht: Zahlreiche Studien beschreiben, dass eine Akkumulation von Lipidtropfchen
im Gehirn Prozesse wie den der neuronalen Inflammation stimulieren und deshalb ursachlich
fur die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder der
Alzheimer-Erkrankung sein kénnen [67,171,330].

Liu et al. zeigten im Jahr 2015, dass die Ansammlung von Lipidtrépfchen in der Glia eine Folge
von vermehrt anfallenden reaktiven Sauerstoffspezies und neuronaler mitochondrialer
Dysfunktion ist [178], welche wiederum die Neurodegeneration beschleunigen. In einem
Parkinson-Mausmodell konnte eine verstarkte Anhdufung von Lipidtropfchen gefunden
werden [106]. Allerdings konnte ebenfalls herausgefunden werden, dass es mit zunehmendem
Alter im Gehirn zu einer vermehrten Ansammlung von LD in der Mikroglia kommt. Durch die
Ansammlung wird die Phagozytose reduziert und es kommt zur erhdhten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies und proinflammatorischer Zytokine [187].

Eine vermehrte Akkumulation von LD konnte allerdings nicht nur bei neuronalen
Erkrankungen, sondern bei einer Vielzahl weiterer Erkrankungen festgestellt werden.

In Nierenzellen steht eine zunehmende Akkumulation von Lipidtropfchen mit der Entstehung
der diabetischen Nephropathie in Verbindung [146]. Dabei scheint die intrarenale Ansammlung
von TAG, vor allem in den Glomeruluszellen und in den Zellen des proximalen Tubulus, eine
Ursache flir den zunehmenden Verlust der Nierenfunktion darzustellen [23,199,299]. Sollte die
fortschreitende Lipidanreicherung durch eine unzureichend kontrollierte diabetische
Stoffwechsellage nicht aufgehalten werden, kann es zu einem Voranschreiten der
Glomerulosklerose kommen, welche den Verlust der Nierenfunktion weiter fordert [114].
Interessanterweise beeinflussen vor allem geséttigte Fettsduren bei einem Uberangebot die
Entstehung einer Insulinresistenz und kénnen somit auch Ursache fir die Entstehung von

Diabetes Mellitus Typ Il sein [71].
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Carnitine nehmen beim Transport der Fettsduren aus dem Zytosol Uber die innere
Mitochondrienmembran ins Mitochondrium eine zentrale Rolle ein [230]. Im Mitochondrium
wird der Abbau der Fettsauren Uber die B-Oxidation geregelt und tragt dariiber hinaus zur
Energiegewinnung fiir die Zelle bei. Da in HEK-ADAM107-Zellen im Vergleich zu HEK-mock-
Zellen ein deutlicher Anstieg der TAG-Spezies zu beobachten war, war die anschlielRende
Betrachtung der Carnitine sinnvoll. Hierbei war sowohl mit Blick auf die gruppenspezifische
Analyse im Volcano Plot als auch auf das Verhalten der einzelnen Spezies keine einheitliche
Verteilung der Carnitin-Spezies erkennbar (siehe Abbildung 16). Interessanterweise war das
Endprodukt der geradzahligen Fettsdure-Oxidation C02 auf 157,3 % signifikant erhoht,
wahrend das Endprodukt der ungeradzahligen Fettsaure-Oxidation CO3 signifikant auf 78,0 %
reduziert war. Das Verhaltnis aus (C716+C18)/C2 stellt ein aussagekraftiges Mal fir den Ablauf
der geradzahligen Fettsaure-Oxidation dar. In den HEK-Zellen mit ADAM10-Knockout war
eine signifikante Reduzierung dieses Verhaltnisses zu beobachten, was auf eine unzureichend
ablaufende B-Oxidation der geradzahligen Fettsauren schlieen lassen kénnte. Anhand dieser
Ergebnisse ist jedoch keine klare Aussage bezliglich des Verhaltens der Carnitin-Spezies auf

das Uberangebot an intrazellularen TAG-Spezies ableitbar.

5.1.5 Auswirkungen des ADAM10-Knockouts auf die Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung

Anhand der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse, zusammengefasst in Abbildung
41, konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von ADAM10 als Transmembranprotein zu einer
deutlichen Verschiebung in der Zusammensetzung der Lipidkonstellation in HEK-Zellen flhrt.
Durch den ADAM10-Knockout war eine signifikante Abnahme der PCaa- und PCae-Spezies
zu sehen, wahrend die Lyso-PC-Spezies signifikant erhdht waren. Diese Verschiebung kénnte
durch eine vermehrte Aktivitat der Phospholipase A2 erklart werden, die durch das Fehlen von
ADAM10 verstarkt aktiviert sein konnte. Gleichzeitig fuhrte die ADAM10-Gendeletion in HEK-
Zellen zu einer signifikanten Abnahme der Sphingomyelin-Spezies. Die signifikante
Verringerung der PCaa-, PCae- und SM-Spezies kdnnte zu einer Abnahme fiir den zellularen
Organismus wichtiger Prozesse wie Signaltransduktion, Membranfluiditdt oder auch
Neurotransmission und neuronale Plastizitat fihren [27]. Im Gegensatz dazu bedingte die
Deletion des Gens ADAM10 in HEK-Zellen neben einer signifikanten Erhéhung der Lyso-
Phosphatidylcholine auch eine deutliche Erhdhung der Triglycerid-Spiegel. Ein Uberangebot
an Lyso-PC- und TAG-Spezies kénnte zu einem erhdhten oxidativen Stresslevel und
vermehrter Inflammation fihren, welche die Grundlage fiir zahlreiche Erkrankungen darstellen.
Bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen sind ebenfalls Veranderungen in der
Lipidzusammensetzung zu beobachten, die Einfluss auf die Pathogenese z.B. der Alzheimer-

Erkrankung, Morbus Parkinson oder Multiple Sklerose nehmen kénnen [99,330]. Generell
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konnte in Gehirnen von Alzheimer-Patient*innen deutliche Lipidveranderungen beobachtet
werden. Somit waren beispielsweise neben weiteren Lipidveranderungen der Gesamt-
Phospholipidgehalt, die Spiegel an Phosphatidylcholinen, Plasmalogenen oder auch an
Sphingomyelinen verandert [96]. Des Weiteren konnte herausgefunden werden, dass sowohl
die AB-Freisetzung als auch der AB-Abbau in direktem Zusammenhang mit spezifischen
Lipiden stehen [95,194,259,331,338]. Die daraus resultierenden Veranderungen in der AB-
Homdostase stehen in direktem Zusammenhang mit der AB-Gesamtmenge und der
anschlieBenden senilen Plaque-Aggregation [88]. Eine deutliche Erhdhung der
Triglyceridspiegel kénnte mit einem vermehrten Auftreten von Lipidtrépfchen korrelieren. Eine
Akkumulation von Lipidtrépfchen ist auch bei der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung zu

beobachten und tragt zum Voranschreiten dieser Erkrankung bei [205].
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Abbildung 41: schematische Zusammenfassung des Einflusses des ADAM70-Knockouts auf
die Lipidhomooaste in HEK-Zellen. PCaa: Phosphatidylcholine, PCae: Phosphatidylcholin-
Plasmalogene, SM: Sphingomyeline, Lyso-PC: Lyso-Phosphatidylcholine, TAG: Triglyceride. Eigene
Abbildung.

Das Fehlen von ADAM10 kann in der APP-Prozessierung zu einigen Veranderungen der
proteolytischen Spaltung flhren. Es kann durch das Fehlen zu einem vermehrten Ablauf der
amyloidogenen Prozessierung mit vermehrter AB-Produktion kommen. Allerdings kénnte das
Fehlen der ADAM10-Protease auch zu einer vermehrten Expression oder verstarkter
Proteinstabiliat anderer a-Sekretasen, wie beispielsweise ADAM9 oder ADAM17, fiihren, die
zur Aufrechterhaltung der ApR-Homoéostase beitragen koénnten. Dies ist unter den in der
vorliegenden Arbeit durchgefuihrten Bedingungen nicht anzunehmen, da sonst das sAPPa-
Level keine signifikante Reduktion zeigen wirde.

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse bezuglich einer Deletion des Gens
ADAM10 in HEK-Zellen sind vorsichtig zu interpretieren. Zum einen stellen die analysierten
Daten in vitro Ergebnisse aus dem Zellkulturmodell dar und kénnen diesbezlglich nicht analog

auf den menschlichen Organismus Ubertragen werden. Zum anderen sind die erhaltenen
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Daten Ergebnisse, die aus einem Einzelklon hervorgehen. Es gibt keine Vergleichbarkeit zu
einem anderen erhaltenen Einzelklon, der auch mit einer ADAM10-Deletion besteht, um die
Ergebnisse auf mehrere Modelle Ubertragen zu kénnen. Unter diesem Aspekt besteht die
Moglichkeit, dass die erhaltenen Daten auch auf zuféllige Mutationen oder off-targets, die im
Rahmen der CRISPR/Cas9-Gendeletion aufgetreten sein kdnnten, zurlckflihrbar waren.

Es sind also weitere Studien in vivo oder unter anderen Bedingungen notwendig, um die
erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren und weitere Interpretationen zuzulassen. Weiter kdnnten
in dem in der vorliegenden Arbeit generierten Zellkulturmodell in vitro Folgeexperimente
durchgefihrt werden, die die mechanistischen Zusammenhange der erhaltenen
Veranderungen weiter analysieren. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse
kénnen als Grundlage zur weiterflihrenden Erforschung der Rolle von ADAM10 im
Lipidhaushalt der Zellen dienen. Aulierdem kdnnen sie Aufschluss Uber potenzielle Effekte auf
die Lipidzusammensetzung einzelner Zellen nach méglicher Behandlung mit einem ADAM10-
Antikorper liefern. Dies ist insbesondere beim Einsatz von ADAM10-Inhibitoren in der Therapie

verschiedener Tumor-Erkrankungen zu bericksichtigen.
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5.2 Einfluss von ADAM10-Modulatoren auf die Lipidhomoostase in Nerven-,

Nieren- und Lungenzellen

5.21 Effekt von EGCG, Am80 und Gemfibrozil auf die sAPPa-Freisetzung

Sowohl Gemfibrozil, das als Lipidsenker medikamentds eingesetzt wird, als auch
Tamibarotene, das in der Zweitlinientherapie bei der akuten Promyelozyten-Leukamie
Verwendung findet, haben neben ihrer Hauptfunktion auch einen modulierenden Effekt auf die
Genexpression von ADAM10 [314]. Ahnlich verhélt sich dies auch bei der in griinem Tee
vorkommenden Substanz Epigallocatechin-3-gallat. Primar wirksam als Antioxidans, konnte in
Studien ein proteinstabilisierender Effekt auf ADAM10 nachgewiesen werden [70].

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwiefern diese drei Substanzen das
Vorhandensein von ADAM10 in Nieren-, Lungen- und Nervenzellen modulieren. Anschlie3end
wurde analysiert, inwiefern diese Substanzen Einfluss auf die Lipidkomposition der drei
verschiedenen Zellreihen nehmen. Dazu wurde in einem ersten Schritt die sSAPPa-Freisetzung
aus dem Kulturmedium von HEK-, Calu-3- und SH-SY5Y-Zellen nach Inkubation mit den
entsprechenden Substanzen bestimmt. sAPPa kann dabei als indirekter Nachweis flr die
ADAM10-Aktivitat genutzt werden (detailliert beschrieben in Kapitel 4.2.2).

Mit Blick auf die Ergebnisse von sAPPa in den jeweiligen Kulturmedien nach entsprechender
Inkubation zeigten sich heterogene Ergebnisse. Wahrend sowohl im Medium nach EGCG- als
auch nach Am80-Inkubation zelllinienibergreifend eine signifikante Erhéhung von sAPPa
bestimmt werden konnte, zeigten sich nach der Inkubation mit Gemfibrozil unterschiedliche
Ergebnisse in den drei untersuchten Zellreihen. In der Lungenkrebszelllinie Calu-3 fuhrte die
Inkubation von 100 pmol/l Gemfibrozil Uber 72 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der
sAPPa-Expression auf 277,0 % (siehe Abbildung 18). Das war der starkste Effekt aller
Substanzen auf allen untersuchten Zelllinien. Interessanterweise bedingte jedoch die
Inkubation von Gemfibrozil sowohl in HEK als auch in SH-SY5Y-Zellen eine Reduktion der
sAPPa-Expression. Dieser Effekt war in der untersuchten Neuroblastom-Zelllinie statistisch
signifikant. Anhand dieser Ergebnisse kdnnte geschlussfolgert werden, dass Gemfibrozil
gewebespezifische Effekte beziiglich der ADAM10-Genexpression bedingt.

Gerade die gegensatzlichen Ergebnisse von Gemfibrozil bezliglich der Aktivitat von ADAM10
in unterschiedlichen Zelllinien kénnte Aufschluss auf die Wirkung von Gemfibrozil als

ADAM10-Modulator in verschiedenen Geweben geben.

5.2.2 Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat auf die Lipidhomoostase in Nerven-,

Nieren, und Lungenzellen

Da auch nach jahrelanger intensiver Forschung weiterhin kein Durchbruch in der Therapie der

Alzheimer-Erkrankung zu verzeichnen ist, sind vor allem supportive und praventive
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MaRnahmen weiterhin von hohem Interesse, um die Erkrankung entweder zu verhindern oder
in ihrem Fortschreiten zu verlangsamen [50]. Durch den in Kapitel 4.2.2 nachgewiesenen
positiven Effekt der Substanzen Epigallocatechin-3-gallat und Tamibarotene auf ADAM10,
stellen diese ein interessantes Ziel fur eine Intensivierung der nicht-amyloidogenen
Prozessierung von APP dar. EGCG zahlt als einer der Hauptbestandteile des Trockengewichts
in grinem Tee zu einem hochfrequentierten Nahrungsmittel [32], weshalb seine Auswirkung
auf die Lipidhomdostase in unterschiedlichen Organen unabhangig von der protektiven
Wirkung auf neurodegenerative Erkrankungen von besonderem Interesse ist. Um diese
Auswirkungen untersuchen zu kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit SH-SY5Y Wt-, HEK
Wt- und Calu-3-Wt-Zellen aus unterschiedlichen Geweben stellvertretend ausgewahlt und mit
EGCG flr 72 Stunden inkubiert und anschlieBend semiquantitativ massenspektrometrisch
analysiert. Dabei wurde eine Konzentration von 10 umol/l gewahit.

In einer eingehenden Untersuchung der EFSA (engl.: European Food Safety Authority) von
EGCG auf eine mogliche Hepatotoxizitdt wurde angegeben, dass die durchschnittliche
tagliche EGCG-Aufnahme durch den Verzehr von griinem Tee zwischen 90 und 300 mg/Tag
liegt [62]. In ihrer Untersuchung auf potenzielle hepatotoxische Effekte listete das Gremium
der EFSA einige Uberlegungen auf, die auch in der hier vorliegenden Arbeit beriicksichtigt
wurden. Unter anderem wurde angemerkt, dass nach oraler Aufnahme von griinem Tee nur
ein kleiner Teil des EGCGs absorbiert wird, da ein Grolteil wahrend des Aufgielens und
Abkuhlens ausfallt und EGCG somit in seiner Bioverflgbarkeit stark minimiert [62]. Aus diesen
Grunden wurde eine vergleichsweise geringe Konzentration zur Inkubation genutzt, um
moglichst physiologische Konzentrationen zu erreichen und anschlieRend daran die

Auswirkungen auf die Lipidzusammensetzung der einzelnen Zelllinien zu analysieren.

5.2.2.1 Einfluss auf Phospholipide

Mit Blick auf den Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat auf die Phospholipide konnten unter
den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Bedingungen generell keine signifikanten
Veranderungen festgestellt werden. Bei Betrachtung der Phosphatidylcholin-Spezies bedingte
EGCG in SH-SY5Y Wt-Zellen einen minimalen Anstieg der Gesamt-PCaa-Spezies auf 103,3
% (siehe Abbildung 19). Durch diese Erhéhung der Phosphatidylcholin-Level in Nervenzellen
kénnte EGCG ein leicht protektiver Effekt bei der Entstehung neurodegenerativer
Erkrankungen, durch eine verstarkte Synaptogenese, zugesprochen werden [325].

Ahnliche Ergebnisse erzielte die Inkubation von EGCG mit Blick auf die Plasmalogen-Spiegel.
Hierbei kam es zu einer Erhéhung der Gesamt-PCae-Spiegel in Nervenzellen auf 108,7 %
(siehe Abbildung 19). Plasmalogene liefern einen besonderen Einfluss zur Verhinderung der
Entstehung von oxidativem Stress. Durch die Erhéhung der PCae-Level in SH-SY5Y Wt-Zellen

kénnte EGCG somit bei Erkrankungen, die durch radikale Sauerstoffspezies ausgeldst
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werden, wie z.B. die Alzheimer-Erkrankung oder auch Krebserkrankungen, ein moglicher
positiver Effekt zugeschrieben werden.

Interessanterweise bedingte EGCG einen Anstieg der Gesamt-Lyso-PC-Spiegel in humanen
Nervenzellen auf 110,8 % (siehe Abbildung 19). Erhdhte Lyso-PC-Spiegel deuten in der Regel
auf eine vermehrte Aktivitat der Phospholipasen A1 oder A2 hin. Vermehrte PLA2-Aktivitat
konnte in Gehirnen von Alzheimer-Patient*innen und im AD-Mausmodell festgestellt werden
[263,264]. Im Rahmen dieser Ergebnisse konnte EGCG somit einen negativen Einfluss auf die
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung haben.

Des Weiteren bedingte die Inkubation von EGCG in Nervenzellen ein Anstieg der
Sphingomyeline auf 106,8 % (siehe Abbildung 19). Erhdhte SM-Spiegel gehen mit einer
Reduktion der AB-Spiegel einher und besitzen dadurch protektive Eigenschaften bezliglich der
Entstehung einer Alzheimer-Erkrankung [91].

Durch eine tendenzielle Erhéhung der PCaa-, PCae- und SM-Spiegel in humanen
Neuroblastomzellen kénnte Epigallocatechin-3-gallat protektive Wirkungen auf die Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. die Alzheimer-Erkrankung, auch unabhangig vom
direkten Effekt auf ADAM10 haben. Auch wenn die Ergebnisse das Signifikanzniveau nicht
erreichten, war ein positiver Trend durch EGCG zu erkennen und die in der Literatur
beschriebenen Effekte von EGCG auf die Verhinderung neurodegenerativer Erkrankungen
koénnte auf eine positive Beeinflussung der Phospholipid-Zusammensetzung in Nervenzellen
erweitert werden.

Im Folgenden stellte sich in der vorliegenden Arbeit die Frage, wie EGCG die
Lipidzusammensetzung anderer Organsysteme beeinflusst. Diesbezuglich wurde der Einfluss
von EGCG auf die Phospholipid-Zusammensetzung in HEK Wt- und Calu-3-Wt-Zellen
untersucht, die stellvertretend fir zwei metabolisch aktive Organe (Niere und Lunge)
ausgewahlt wurden.

Die Inkubation von EGCG auf HEK Wt-Zellen bedingte eine Reduktion der PCaa-, PCae-,
Lyso-PC- und SM-Spiegel in minimalem Mafe. Die starkste Reduzierung bedingte EGCG
verglichen zur Kontrollgruppe in HEK-Zellen in Bezug auf die SM-Spiegel auf insgesamt 94,0
%. Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Auswertung der EGCG-Inkubation auf Calu-3-Wt-
Zellen beobachtet werden. Auch hier bedingte EGCG in allen vier untersuchten Phospholipid-
Klassen eine minimale Reduzierung, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (siehe
Abbildung 19).

Im Rahmen dieser Ergebnisse lasst sich feststellen, dass Epigallocatechin-3-gallat einen
positiven Effekt auf die Phospholipid-Zusammensetzung in humanen Nervenzellen besitzt und
diese unterstitzend zu den bisher beschriebenen Effekten zur Protektion von
neurodegenerativen Erkrankungen beitragen konnten. Des Weiteren konnte anhand dieser

Ergebnisse gezeigt werden, dass die Inkubation von 10 ymol/l EGCG in HEK Wt- und Calu-3
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Wt-Zellen keine signifikanten Lipidveranderungen bedingt. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass der Konsum von EGCG durch grinen Tee keine negativen Auswirkungen auf die
Lipidzusammensetzung in Nieren-, Nerven- und Lungenzellen hat und gleichzeitig die
positiven Eigenschaften von EGCG als starkes Antioxidans zur Protektion von

neurodegenerativen Erkrankungen unterstutzen kann.

5.2.2.2 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine

Nachdem gezeigt werden konnte, dass EGCG nur minimale Veranderungen auf die
Phospholipide in Nieren- und Lungenzellen bedingte und gleichzeitig in Nervenzellen ein
positiver Trend zu verzeichnen war, war im Anschluss die Betrachtung der Neutrallipide und
Carnitine nach EGCG-Behandlung auf den drei Zelllinien sinnvoll.

Interessanterweise war der Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen der vorliegenden Arbeit sowohl in Nerven- als auch in
Nierenzellen nur minimal. EGCG schien die Triglyceridspiegel in den untersuchten Zelllinien
weder positiv noch negativ zu beeinflussen. Interessanterweise fiihrte es in Lungenzellen
sogar zu einer Reduktion der TAG-Spiegel auf 80,8 % (siehe Abbildung 20).

Annlich fihrte die Behandlung von EGCG auf Nerven-, Nieren und Lungenzellen nur zu
minimalen Veranderungen der Carnitin-Zusammensetzung. Zusammenfassend kann aus den
in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten abgeleitet werden, dass die Behandlung mit 10
pumol/l Epigallocatechin-3-gallat keine starken Auswirkungen auf den Carnitin- und Triglycerid-

Stoffwechsel in den untersuchten Zellreihen aufweist.

5.2.3 Einfluss von Tamibarotene auf die Lipidhomoostase in Nerven-, Nieren- und

Lungenzellen

Retinoide gelten in der aktuellen Forschung als ein Ansatzpunkt zur Weiterentwicklung der
Alzheimer-Therapie [18,166]. Aktuell finden in der klinischen Medizin verschiedene Retinoide
Anwendung. So wird beispielsweise Acitretin, ein synthetisches Retinoid, in der Dermatologie
zur Behandlung der schwer verlaufenden Psoriasis vulgaris eingesetzt [246]. Das natrlich
vorkommende all-trans-Retinoat (ATRA) wird zur Behandlung der akuten Promyelozyten-
Leukamie eingesetzt [334] und in Japan wird bei Patient*innen mit einem Rezidiv das
synthetische Retinoid Tamibarotene zur Behandlung eingesetzt [200].

Aufgrund der Vielzahl an modulierenden Eigenschaften wird ihr Einsatz als Therapeutikum zur
Behandlung der Alzheimer-Erkrankung diskutiert. Uber den RAR- und RXR-Rezeptor sind sie
an zellularen Regulierungsprozessen wie dem Wachstum von Neuriten, an der
Zelldifferenzierung und am Schutz vor oxidativem Stress beteiligt [163,166]. Auflerdem
kénnen Retinoide auch die Verarbeitung von AR im Gehirn beeinflussen, indem transkriptionell
uber die RAR- und RXR-Rezeptoren eine Hochregulierung des Gens ADAM10 erfolgt [166].
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In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern Tamibarotene, was als synthetisches
Retinoid nachweislich positive Effekte auf die Transkription von ADAM10 hat (siehe Kapitel
4.2.2), und inwiefern es zu einem Einfluss auf die Lipidzusammensetzung in Nerven-, Nieren-
und Lungenzellen kommt. Analog zur Untersuchung von Epigallocatechin-3-gallat wurde der
Einfluss von Tamibarotene ebenfalls in SH-SY5Y-, HEK- und Calu-3-Wt-Zellen untersucht.

5.2.3.1 Einfluss auf Phospholipide

Im Gegensatz zu den Ergebnissen einer Inkubation mit EGCG flihrte die Behandlung von
Tamibarotene zu heterogenen Ergebnissen in den untersuchten Zelllinien. Somit war
beispielsweise eine Reduktion der Phosphatidylcholinspezies in Nerven- und Nierenzellen
nach Am80-Behandlung zu verzeichnen (siehe Abbildung 19). In Nierenzellen wurde eine
signifikante Reduktion erreicht. Im Volcano Plot der PCaa-Spezies in HEK-Zellen nach
Tamibarotene-Behandlung war eine eindeutige Links-Verschiebung ausnahmslos aller
analysierten Spezies zu verzeichnen (siehe Abbildung 19). Diese Ergebnisse konnten
daraufhin deuten, dass das systemisch wirksame Medikament Tamibarotene die PCaa-
Spiegel in HEK-Zellen negativ beeinflusst. In Lungenzellen kam es durch die Behandlung von
Am80 zu keinem aussagekraftigen Effekt der PCaa-Spezies. Auch bei der Betrachtung der
weiteren analysierten Phospholipid-Klassen sind teilweise leicht entgegensetzte Effekte von
Tamibarotene in den untersuchten Zelllinien zu verzeichnen. Allerdings wurden weder bei
Betrachtung der Plasmalogen- noch der Lysophosphatidylcholin- oder Sphingomyelin-Spezies

signifikante Ergebnisse erreicht (siehe Abbildung 19).

5.2.3.2 Einfluss auf Neutrallipide und Carnitine

Mit Blick auf den Effekt von Tamibarotene auf die Beeinflussung der Triglycerid- und
Carnitinspiegel in Nerven-, Nieren- oder Lungenzellen waren ebenfalls unterschiedliche und
teilweise auch entgegengesetzte Ergebnisse zwischen den Zelllinien zu beobachten (siehe
Abbildung 20).

Die Behandlung von Tamibarotene fiihrte in Nervenzellen zu einem signifikanten Anstieg der
Triglyceridspiegel auf 175,0 % (siehe Abbildung 20). Diese signifikante Erhéhung kénnte zu
einer schadlichen Beeinflussung der Nervenzellen nach Am80-Behandlung fiihren, weshalb
Am80 als Ziel fir die Beeinflussung der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung kritisch
betrachtet werden sollte. In Anbetracht der Tatsache, dass es mit Blick auf den Carnitinspiegel
in Nervenzellen nach Am80-Behandlung zu keiner einheitlichen Veranderung der
untersuchten Spezies kam, kann nicht davon ausgegangen werden, dass das Uberangebot
an Fettsduren, die in den TAG gespeichert werden, zur Energiegewinnung uber die -
Oxidation genutzt wird. Die Ergebnisse kdnnten eher dahingehend interpretiert werden, dass
die Behandlung mit Tamibarotene zu einem Mehrangebot von Fettsduren in Nervenzellen

fuhrt, die in Triglyceriden gespeichert werden und bei massivem Uberangebot einen
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lipidtoxischen Effekt auslésen kénnen [176]. Interessanterweise konnte in einer Studie von
Melis et al. aus dem Jahr 2019 gezeigt werden, dass mit Am80 behandelte Mause ebenfalls
eine Erhéhung der Triglyceridspiegel in der Leber aufwiesen [191].

Die Triglyceridspiegel in Nieren- und Lungenzellen wurden durch die Behandlung von
Tamibarotene nicht signifikant beeinflusst. Jedoch schien weder die leichte Reduzierung der
Triglyceride in Nierenzellen noch die leichte Erhdhung in Lungenzellen erheblichen Einfluss

auf die Gesamtlipidkomposition in diesen Zelllinien zu haben.

5.2.4 Bedeutung der Lipidverdanderungen durch EGCG und Tamibarotene und deren

moglicher Einsatz zur Pravention der Alzheimer-Erkrankung

Da sowohl die Behandlung mit EGCG als auch die Behandlung mit Am80 in allen drei
untersuchten Zelllinien zu einer signifikanten Erhéhung der sAPPa-Spiegel im Kulturmedium
der behandelten Zellen fihrte, kdnnte davon ausgegangen werden, dass beide Substanzen
einen positiven Effekt auf die AB-HomoOostase haben. Eine erhéhte sAPPa-Expression im
Zellkulturmedium kann als indirekter Nachweis fir eine vermehrte Aktivitat der a-Sekretasen
gewertet werden. Als Hauptvertreter der a-Sekretasefamilie ist ADAM10 mittlerweile
hinlanglich bekannt [174,307], weshalb die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse
auf eine vermehrte Aktivitat von ADAM10 nach Behandlung mit EGCG oder Am80 schlief3en
lassen kdnnten. Dabei scheint Am80 durch die Interaktion mit den RAR- und RXR-Rezeptoren
transkriptionell Einfluss auf die Regulation des ADAM10-Gens zu nehmen, was in allen drei
untersuchten Zelllinien zu einem Anstieg von ADAM10 fuhrte. Insbesondere in Nervenzellen
kdnnte die vermehrte Expression von ADAM10 zu einer positiven Beeinflussung der nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung und somit zu einer reduzierten Produktion von AP fiihren.
Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kdnnte Tamibarotene als potenzielles Medikament zur
Pravention der Entstehung der Alzheimer-Erkrankung in Betracht gezogen werden, was einige
Studien ebenfalls beschreiben [78,137]. Neben der Erhéhung der ADAM10-Expression konnte
von Qiao et al. gezeigt werden, dass Uber die Interaktion des NF-kB-Signalweges Am80 eine
entziindungshemmende Wirkung auf BACE1 besitzt [243]. Allerdings scheint gerade die
Behandlung von Tamibarotene in Nervenzellen auch zu einer signifikanten Erhéhung der
Triglyceridspiegel und Ansammlung von Fettsduren zu fihren, welche nicht durch eine
vermehrte Aktivitat der p-Oxidation zur Energiegewinnung genutzt werden. Anhand dieser
Ergebnisse sollte die Behandlung von Tamibarotene zur Pravention der Alzheimer-Erkrankung
mit Vorsicht betrachtet werden und in weiteren Folgestudien in vitro und in vivo Uberprift
werden. Des Weiteren scheint die Behandlung mit Am80 auch einen negativen Effekt auf die
Lipidzusammensetzung in Nierenzellen zu haben, da es die Phosphatidylcholinspiegel in HEK-

Zellen signifikant reduziert (siehe Abbildung 19).
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Der Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat auf die Pravention neurodegenerativer
Erkrankungen bezieht sich in aller Regel auf die Reduktion von oxidativem Stress als starkes
Antioxidans [329]. Auferdem konnte in einigen Mausmodellstudien eine signifikante
Reduzierung der AB-Spiegel und eine Unterdrickung der Tau-Aggregation durch EGCG
demonstriert werden [249,309]. In weiterfihrenden Studien konnte gezeigt werden, dass
EGCG die pathogene Bildung von AR durch eine vermehrt ablaufende nicht-amyloidogene
Prozessierung verhindert. Dabei wurde herausgefunden, dass EGCG im AD-Tiermodell den
sAPPa-Gehalt erhoht [232]. Interessanterweise konnte in einer Studie von Giunta et al.
beschrieben werden, dass die gleichzeitige Einnahme von EGCG und Fischél die
Bioverfligbarkeit von EGCG erhdht [87]. Bei einer Untersuchung, inwiefern EGCG die nicht-
amyloidogene Prozessierung adressiert, konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung
mit EGCG insbesondere die ADAM10-Reifung und damit einhergehend ein Anstieg des reifen
ADAM10-Proteins induziert wurde [217]. Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
durch EGCG nicht nur die nicht-amyloidogene Prozessierung geférdert wird, sondern es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass EGCG auch die ApR-Expression signifikant reduziere
[111].

In Verbindung zu diesen Ergebnissen stehen die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen
Daten, dass EGCG analog zu Tamibarotene eine signifikante Erhdhung des sAPPa-Gehalts
in den untersuchten Zelllinien bedingte (siehe Kapitel 4.2.2). Anhand dessen konnte EGCG in
Nervenzellen ebenfalls zu einer vermehrten a-Sekretaseaktivitat fihren, was in einer vermehrt
ablaufenden nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung resultiert und eine Ablagerung des
pathologischen AB-Proteins verhindern koénnte. Diese Ergebnisse lassen auf Basis der
Zellkulturexperimente einen positiven Einfluss von EGCG auf die Verhinderung der
Entstehung der Alzheimer-Erkrankung zu. Interessanterweise fiihrt allerdings die Behandlung
mit EGCG nicht nur selektiv in Nervenzellen zu einer Erhdhung der a-Sekretasen, sondern
ebenfalls in Nieren- und Lungenzellen, was auf einen ubiquitaren Effekt von EGCG auf die
Proteinstabilitdt von ADAM10 schlieRen lassen kdnnte. Anhand dieser Ergebnisse kénnte
griner Tee eine potenzielle Substanz zur Pravention der Alzheimer-Erkrankung darstellen. Die
vorliegende Arbeit beschaftigte sich aus diesem Grund mit der Frage, inwiefern die Einnahme
von EGCG das Lipidprofil verschiedener Zellen beeinflusst. Unter den in der vorliegenden
Arbeit genutzten Bedingungen (EGCG-Inkubation mit einer Konzentration von 10 pmol/l)
waren keinerlei signifikante Veranderungen in der Lipidzusammensetzung sowohl in Nerven-
als auch in Nieren- und Lungenzellen zu verzeichnen. Interessanterweise konnte in
Nervenzellen ein positiver Trend in der Veranderung der Phospholipid-Zusammensetzung
beobachtet werden, welcher neben der beschriebenen Eigenschaften von EGCG als starkes
Antioxidans und Forderung der ADAM10-Proteinstabilitat, zusatzlich als protektive

Eigenschaft zur Pravention der Alzheimer-Erkrankung beitragen konnte.
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Anhand der in der vorliegenden Arbeit generierten Ergebnisse konnte geschlussfolgert
werden, dass der Konsum von griinem Tee in geringen Mengen keinen negativen Einfluss auf
die Lipidzusammensetzung in SH-SY5Y-, HEK- oder Calu-3-Zellen hat und dartber hinaus
einen positiven Trend in der Lipidzusammensetzung der untersuchten Nervenzellen aufweist.
Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit Tamibarotene in Nieren- und Nervenzellen eine
signifikante Beeinflussung der Lipidzusammensetzung, weshalb das synthetische Retinoid
Am80 nicht uneingeschrankt zur Pravention der Alzheimer-Erkrankung empfohlen werden
sollte. Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten beschrénken sich dabei ausschlief3lich
auf Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten. Diese Ergebnisse sollten in diesem

Zusammenhang in weiteren in vivo Studien Uberprift werden.

5.2.5 Einfluss von Gemfibrozil auf die Lipidhomoostase in Nerven-, Nieren- und

Lungenzellen

Gemfibrozil ist ein seit 40 Jahren bewahrtes Medikament zur Senkung erhéhter Triglycerid-,
VLDL- und LDL-Spiegel [327]. Darliber hinaus konnte in Studien gezeigt werden, dass mittels
Gemfibrozil-Behandlung die HDL-Konzentration erhéht werden kann und somit diesem
Medikament ein legitimer Platz in der Lipidsenkungstherapie zugeschrieben wird [77]. Der
Wirkmechanismus zur Senkung erhéhter Triglyceridwerte im Blutplasma ist, auch wenn er
noch nicht vollstandig geklart ist, mittlerweile gut verstanden. Es ist jedoch noch nicht bekannt,
wie die im Blutplasma abgebauten Triglyceride weiter verstoffwechselt werden. Werden sie
nach ihrem Abbau Uber das hepatobiliare- oder das renale System metabolisiert und
ausgeschieden oder kommt es zu einer intrazelluldren Aufnahme der Triglyceride in anderen
Organen?

Um diese Frage zu adressieren, wurde sich in der vorliegenden Arbeit darauf konzentriert, wie
einzelne Zellen verschiedener Organe mit der Zufuhr von Gemfibrozil umgehen und wie sich
dabei das Lipidprofil der einzelnen Zellen verandert. Haufig handelt es sich bei den
Patient*Innen, die Gemfibrozil verschrieben bekommen, um Patient*Innen mit einem breiten
Spektrum an Vorerkrankungen, weshalb sich die Frage stellt, wie kdnnte sich Gemfibrozil auf
die durch eventuelle Vorerkrankungen geschadigten Organe auswirken?

Stellvertretend fir drei Organe wurde sich in der vorliegenden Arbeit, analog zur Untersuchung
von Epigallocatechin-3-gallat und Tamibarotene, auf eine neuronale Zelllinie (SH-SY5Y), eine

Nierenzelllinie (HEK) und eine Lungenzelllinie (Calu-3) konzentriert.

5.2.5.1 Gemfibrozil induziert zelllinieniibergreifenden, intrazellularen Triglycerid-

Anstieg

Anhand des in der vorliegenden Arbeit schon in vorangegangenen Kapiteln intensiv
beschriebenen shotgun lipidomics Ansatzes sollten sowohl Gemeinsamkeiten als auch

Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien nach Gemfibrozil-Behandlung ermittelt
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werden, die darUber hinaus auch teilweise Ruckschlisse auf die verschiedenen Gewebe
geben kdnnen.

Generell konnte bei der Betrachtung der neutralen Lipide ein Uber alle Zelllinien hinweg
signifikanter Anstieg der Triglyceride festgestellt werden (siehe Abbildung 21). Im Gegensatz
dazu bestanden mit Blick auf das Verhalten der verschiedenen Carnitin-Spezies deutliche
Unterschiede zwischen den Nervenzellen einerseits und den Nieren- und Lungenzellen
andererseits.

Gemfibrozil induzierte in den behandelten Calu-3-Zellen den starksten TAG-Anstieg auf
insgesamt 448,1 %. Allerdings kam es sowohl in den Nieren- als auch den Nervenzellen
ebenfalls zu stark signifikanten Anstiegen der intrazellularen Triglyceridspiegel. Analog zu den
in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen konnte von Baldo et al. ebenfalls ein durch
Gemfibrozil induzierter intrazellularer Triglyceridanstieg in humanen Fibroblastenzellen
nachgewiesen werden [13]. Bezliglich der Untersuchung der Carnitin-Spezies konnten in der
vorliegenden Arbeit deutliche Unterschiede zwischen den Zellreihen festgestellt werden.
Sowohl in den Nieren- als auch in den Lungenzellen waren reduzierte Carnitinspiegel zu
verzeichnen. Bei den Nierenzellen kam es zu einer signifikanten Reduktion von CO03 als
Endprodukt der ungeradzahligen $-Oxidation im Mitochondrium (siehe Abbildung 22). Diese
Ergebnisse kdnnten darauf hindeuten, dass der nach 72-stiindiger Inkubation mit Gemfibrozil
induzierte intrazellulare Triglycerid-Uberschuss und die damit zusammenhange Akkumulation
von Fettsauren in Nieren- und Lungenzellen nicht durch die B-Oxidation verstoffwechselt
werden. Gegensatzlich dazu war in der Neuroblastomzelllinie ein genereller Anstieg aller
analysierten Carnitin-Spezies zu beobachten. Dies wurde vor allem durch den signifikanten
Anstieg von C03 und des Verhaltnisses von (C16+C18)/C2 hervorgehoben. Anhand dieser
Ergebnisse kdnnte vermutet werden, dass die in Nervenzellen verstarkt ablaufende (-
Oxidation in den Mitochondrien versucht, das Uberangebot an TAG zu kompensieren. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Tatsache, dass Fettsauren in Form von TAG im Gehirn
haufiger zur zellularen Energiegewinnung verstoffwechselt werden [159].

Wie in vorausgegangenen Kapiteln beschrieben, sind Phospholipide fir den Membranaufbau
unerlasslich. Aus diesem Grund werden sie auch fir die Membran der Lipidtrépfchen bendétigt.
Als Hauptbestandteil der einschichtigen Membran der Lipidtrépfchen wurden
Phosphatidylcholine identifiziert [316]. In den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen
Ergebnissen zeigte sich ein genereller Anstieg der PCaa-Spezies in allen drei untersuchten
Zelllinien. Dabei war das Ausmal} des Anstiegs analog zum TAG-Anstieg innerhalb jeder
Zelllinie (Calu-3 > HEK > SH-SY5Y). Dieser Anstieg kdnnte dahingehend erklart werden, dass
die Phosphatidylcholin-Spezies in Form einer Einzelschicht die TAG verpacken und es somit
zu einer deutlichen Zunahme der intrazellularen Lipidtrépfchen in Nerven-, Nieren- und

Lungenzellen nach Gemfibrozil-Behandlung kommen kénnte. Der relativ geringe Anstieg der
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PCaa-Spezies verglichen zum massiven Anstieg der TAG-Spezies konnte darin begriindet
werden, dass die Einzelschicht der Lipidtropfchen eine auflerordentlich diinne Membran
darstellt, wahrend der Kern bestehend aus TAG und Cholesterin stark an Grofse zunehmen
kann [123].

5.2.5.2 Einfluss von Lipidtropfchen auf verschiedene Pathologien in Nerven-, Nieren-

und Lungenzellen

Die Indikation von Gemfibrozil flir den Einsatz in der klinischen Praxis ist heutzutage genau
definiert [184]. Dabei kommen vor allem Patient*innen in Betracht, die aufgrund oder neben
ihrer erhéhten Triglycerid- und VLDL-Spiegel im Blut noch weitere Komorbiditaten aufweisen
und somit meistens weitere Vorerkrankungen anderer Organe bestehen kénnen. Unter diesem
Gesichtspunkt missen die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Resultate beziglich der
massiven Erhéhung der intrazellularen TAG-Spiegel, die wahrscheinlich zu einer Erhéhung
der LD in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen fihren kénnen, in einen besonderen Kontext
gestellt werden. Schon bestehende Erkrankungen innerhalb dieser Organsysteme koénnten
durch die langfristige Einnahme von Gemfibrozil weiter verstarkt werden.

In den letzten Jahren sind Lipide immer mehr in den Fokus der aktuellen Forschung geruckt.
Dazu zahlt seit einigen Jahren auch die Erforschung und Ergriindung der Lipidtropfchen und
deren physiologische und pathophysiologische Einflisse auf den Organismus. Diese
Lipidtrépfchen spielen eine zentrale Rolle im zellularen Energie- und Lipidhaushalt [219]. Sie
bestehen aus einem hydrophoben Kern und einer Phospholipid-Monoschicht, in die eine
Vielzahl verschiedener Proteine eingelagert sind. Zu diesen membrangebundenen Proteinen
zahlt beispielsweise Perilipin, welches flir die Regulation der hormonsensitiven Lipase als
wichtige Komponente der Lipolyse fungiert und fir die Biogenese der Lipidtropfchen
unerlasslich ist [123,219]. Ein weiteres Beispiel ist das membranassoziierte Protein CGI-58
(engl.: co-activator comparative gene identification 58), das einen starken Aktivator der
adip6sen Triglyceridlipase (ATGL) darstellt [335].

Die Biogenese der Lipidtropfchen findet in und am endoplasmatischen Retikulum statt, wo
kleinere Lipidaggregate gebildet werden, die dann in Form von Sackchen sequestriert und an
das Zytosol abgegeben werden [123]. Durch ihre Funktion der Speicherung von Fettsauren in
Form von Triglyceriden und der permanent vorhandenen Méglichkeit diese fir den
Energiehaushalt der Zellen bereitzustellen, stellen Lipidtrépfchen hochdynamische
Zellorganellen dar [219]. Fettsauren kénnen bei einer Dysregulierung toxischen Einfluss auf
die jeweiligen Zellen und dadurch auch auf den gesamten Organismus nehmen, weshalb den
Lipidtropfchen eine zusatzliche Schlisselfunktion zukommt [219]. Sie kommen ubiquitar vor

und koénnen je nach Angebot oder Bedarf wachsen oder an Grof3e abnehmen. Bei einem
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Uberangebot an Fettsduren dienen sie als Pufferort potenziell toxischer Lipide und kénnen
somit eine protektive Rolle fir den Organismus einnehmen [126].

Lipidtrépfchen spielen auch aus pathophysiologischer Sicht eine wichtige Rolle. Eine
Anhaufung von intrazelluldaren Lipidtrépfchen wird bei einer Vielzahl verschiedener
Krankheiten beschrieben. So sind sie durch ihren Einfluss auf die Kontrolle der Synthese und
Sekretion von Entziindungsmediatoren eine Komponente bei der Entstehung von
Entzindungen [26]. Enzyme, die an der Bildung von Eicosanoiden in Zellen beteiligt sind, sind
in Lipidtropfchen lokalisiert. Durch ihren Einfluss auf den Energiestoffwechsel einer Zelle
stehen sie au’erdem in direktem Zusammenhang mit Krebs [26]. Krankheiten, die durch
chronische Entziindungen oder einen erhohten intrazellularen Energiebedarf verursacht
werden, scheinen also auch direkt mit Lipidtrépfchen zusammenzuhangen.

Auch wenn Alois Alzheimer schon im Jahre 1907 Uber mikroskopisch auffallige
Lipidakkumulationen in Gehirnen von Alzheimer-Patient*innen berichtete [6], ist erst vor
Kurzem die aktive Rolle von Lipidtrépfchen bei der Regulierung von zellularem Stress im
Gehirn und deren Einfluss auf die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen erkannt
worden [26]. Lipidtrépfchen scheinen neben der Bildung von extrazellularer Ablagerungen von
AB-Plaques und der Bildung von intrazellularen Tau-Bindeln einen wesentlichen Einfluss auf
die Entstehung der Alzheimer-Erkrankung zu haben [67,300]. Inzwischen deutet eine Vielzahl
an Studien darauf hin, dass die Ansammlung von Lipidtropfchen im Gehirn den Prozess der
chronischen neuronalen Entziindung stimuliert und somit eine Ursache fur die Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen wie die Alzheimer-Erkrankung oder Morbus Parkinson
darstellt [67,171,330]. In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster konnte nachgewiesen
werden, dass durch aggregierte Lipidtropfchen in Gliazellen die Neurodegeneration
voranschreitet [178]. Auch in einem Parkinson-Mausmodell konnte eine verstarkte
Ansammlung von Lipidtrépfchen bestatigt werden [106]. Im voranschreitenden
Alterungsprozess kommt es neben einer generellen Veranderung der Lipidzusammensetzung
im Gehirn auch zu einer zunehmenden Akkumulation von Lipidtrépfchen in Mikrogliazellen.
Diese Anhaufung kann zu einer gestdrten Phagozytose und einer erhéhten Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies sowie vermehrter Ausschittung proinflammatorischer Zytokine
fuhren [187].

Daruber hinaus konnten in den Gehirnen von Alzheimer-Patient*innen und in Alzheimer-
Tiermodellen umfangreiche Lipidveranderungen festgestellt werden. Dazu gehoren
Veranderungen des Gesamtphospholipidgehalts einschlieRlich Veranderungen in der
Zusammensetzung von Phosphatidylcholinen, Plasmalogenen, Sphingomyelinen oder auch
neutraler Lipide wie Cholesterin und weitere [96,99,338]. Des Weiteren wird diskutiert, dass
Lipide sowohl die Freisetzung von AB aus APP als auch den Abbau von AB beeinflussen und

somit direkten Einfluss auf die APP-Prozessierung und den AB-Haushalt nehmen [95,331].
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Aus den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnissen geht neben einem massiven
intrazellularen TAG-Anstieg in Nieren- und Lungenzellen nach Gemfibrozil-Behandlung auch
ein TAG-Anstieg in Nervenzellen hervor (siehe Abbildung 21), was hier ebenfalls zu einer
vermehrten intrazellularen Lipidtropfchen-Akkumulation fuhren kénnte. Da allerdings in den
Nervenzellen, die fir den mitochondrialen Shuttle der Fettsduren verantwortlichen Carnitine
ebenfalls signifikant erhéht waren, kdnnte davon ausgegangen werden, dass die 3-Oxidation
in Nervenzellen unter Gemfibrozil-Behandlung vermehrt ablauft. Durch eine verstarkt
ablaufende B-Oxidation stiinden mehr Fettsduren zur Energiegewinnung zur Verfigung. Da
insbesondere bei der Alzheimer-Erkrankung ein Energiedefizit im Gehirn besteht [140], kénnte
Gemfibrozil unter diesem Gesichtspunkt eine protektive Wirkung bei neurodegenerativen
Erkrankungen zugeschrieben werden. Dieser positive Effekt von Gemfibrozil bei
neurodegenerativen Erkrankungen konnte schon in einigen Studien gezeigt werden
[37,77,245].

Neben der Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen scheinen Lipidtrépfchen auch bei
der Entwicklung von Nierenerkrankungen eine Rolle zu spielen. Beispielsweise wurde die
Entstehung der diabetischen Nephropathie mit einer zunehmenden intrarenalen Akkumulation
von Lipidtropfchen in Verbindung gebracht [146]. Dieser Anstieg der intrarenalen Triglyceride,
insbesondere im Bereich des proximalen Tubulus und im Bereich der Glomeruluszellen,
scheint eine Ursache flir den zunehmenden Verlust der Nierenfunktion zu sein [23,199,299].
Ebendiese fortschreitende Akkumulation der Lipide kann unter unzureichend kontrollierten
diabetischen Stoffwechselbedingungen zu einer zunehmenden Glomerulosklerose flihren, die
die Nierenfunktion weiterhin stdéren koénnte [114]. Obwohl anhand der aktuellen
Forschungsergebnisse noch nicht eindeutig geklart werden kann, ob die erhéhte intrarenale
Lipidakkumulation eine Ursache oder eher eine Folge der diabetischen Nephropathie ist, kann
angenommen werden, dass sie mit einem erhdhten Nierenfunktionsverlust einhergeht.

Auch in der Pulmologie ist in den letzten Jahren die vermehrte Ansammlung von Lipidtropfchen
mit einem Voranschreiten oder dem Ausbruch einiger Lungenerkrankungen in vermehrten
Zusammenhang gebracht worden. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass eine
vermehrte Ansammlung von Lipidtropfchen in der Lunge auch bei der aktuellen SARS-CoV-2-
Infektion eine Rolle spielt. Im Jahr 2020 wurde beschrieben, dass Viren generell, und in diesem
Zusammenhang auch SARS-CoV-2, auf Lipidtrépfchen als Assemblierungsform angewiesen
sind [56]. Die Lipidtropfchen stellen dabei als Montageplattform eine zentrale Rolle fir die
virale Replikation und die damit verbundene Infektion dar. Allerdings scheinen LD nicht nur bei
akuten pulmonalen Infektionen eine Rolle zu spielen, sondern auch bei chronischen
Entziindungen. Die Fettsauren der TAG in den Lipidtropfchen sind nicht nur die Plattform zur
viralen Replikation, sondern stellen auch die einzige Energiequelle fir Mycobacterium

tuberculosis dar [16]. Darliber hinaus werden Tuberkulosepatienten mit einem hohen Gehalt
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an Lipidtrépfchen mit einer hoheren Rate schlechter Behandlungsergebnisse in Verbindung
gebracht [190]. Auch bei Patient*innen, die an zystischer Fibrose erkrankt sind, konnte eine
Dysregulation und Akkumulation von Lipidtropfchen mit einer Verschlimmerung der
Erkrankung in Verbindung gebracht werden [275]. Zusatzlich zu diesen entzindlichen
pulmologischen Erkrankungsbildern scheinen Lipidtrépfchen auch einen Einfluss auf die
Entwicklung und Aggravation von Lungenkrebs zu haben. Dass der Lipidstoffwechsel in
direktem Zusammenhang mit dem Tumorstoffwechsel steht, ist mittlerweile hinlanglich
bekannt und beschrieben worden. Erhéhte Lipidtropfchen-Spiegel werden dabei mit der
Tumorentwicklung und dem Fortschreiten von Lungenkrebs in Verbindung gebracht, wobei die
Anhaufung von Lipidtropfchen die Aggressivitat des Tumors erhéhen und eine zunehmende
Resistenz gegen Chemotherapeutika fordern kann. In drisenreichem Gewebe, wie dem der
Lunge, spielt Prostaglandin E2 (PGE-2) als Entziindungsmediator eine wichtige Rolle bei der
Forderung des Tumorwachstums. Innerhalb der Lunge dienen die Lipidtrépfchen als
Syntheseort fir PGE-2, da in den Lipidtrépfchen die Cyclooxygenase-2 rekrutiert wird, welche
zur Synthese von PGE-2 verwendet wird [26,127].

PPARa ist ein ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, der fir die Expression einer Vielzahl
verschiedener Gene im Fett- und Energiestoffwechsel verantwortlich ist. In der Leber ist
PPARa unter anderem an der mikrosomalen, peroxisomalen und mitochondrialen
Fettsaureoxidation, dem Lipoproteinstoffwechsel (z.B. Lipoproteinlipase), der
Gluconeogenese, der Fettsaurebindung- und Aktivierung und dem Abbau der Triglyceride und
Lipidtrépfchen beteiligt [141]. Diese Funktionen des PPARa, der in vielen verschiedenen
Geweben exprimiert wird, sind allerdings nicht auf die Leber beschrankt, sondern werden auch
in anderen Organen erflllt. Somit fuhrt eine Gemfibrozil-induzierte Aktivierung von PPARa in
den entsprechenden Geweben unter anderem auch zu einer erhdhten Fettsaureaufnahme
[202]. Diese vermehrte Aufnahme freier Fettsduren koénnte durch die Speicherung in
intrazellularen TAG zu einer vermehrten Akkumulation von Lipidtrépfchen in den jeweiligen
Organen fihren. Anhand dieser Erkenntnisse kénnte demnach Gemfibrozil als Ligand flr
PPARa in schon vorgeschadigtem Gewebe zu einer Verschlimmerung der Erkrankung fihren.
Gemfibrozil wird nach oraler Aufnahme Uber den Gastrointestinaltrakt in das Blut
aufgenommen, zu 97 % an Serumalbumin gebunden und erreicht so seine Zielorgane. Da es,
wie bereits beschrieben, die Blut-Hirn-Schranke passieren kann [45], kann es in allen
Geweben des Korpers, in denen PPARa als Rezeptor exprimiert wird, wirken. Diesbeziiglich
kénnte davon ausgegangen werden, dass Gemfibrozil Gber seine lipidsenkende Wirkung im
Blutplasma hinaus zusatzliche Effekte und Veranderungen auf den menschlichen Organismus
hat.

Insbesondere aufgrund der Tatsache, dass Patient*innen, die mit Gemfibrozil behandelt

werden sollen, in der Regel weitere Komorbiditaten aufweisen, sollte anhand der in der
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vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse das Medikament mit besonderer Vorsicht
verschriecben werden. Anhand der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien sollte bei
Patient*innen mit bekanntem Diabetes Mellitus Typ Il und Gemfibrozil als Komedikation auf
eine zunehmende Nierenfunktionsstérung bei diabetischer Nephropathie geachtet werden.
Patient*innen mit vorbestehenden Lungenerkrankungen wie beispielsweise Tuberkulose,
Mukoviszidose oder Lungenkrebs kénnten durch eine Behandlung mit Gemfibrozil eher
Schaden als Nutzen erleiden. Im Gegensatz dazu kénnte Gemfibrozil als Komedikation eine
protektive Wirkung auf die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen, wie z.B. AD, haben.
Da es sich bei den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten ausschlieBlich um in vitro
Ergebnisse in Form von Zellkulturexperimenten handelt, sind die Ergebnisse mit besonderer
Vorsicht zu interpretieren. Dennoch scheinen sie eine neue Eigenschaft des Medikaments
aufzuweisen, die in weiteren Studien und Tiermodellen untersucht und nachgewiesen werden

muss, um die erhaltene Aussage zu untermauern.

5.2.5.3 Einfluss von Gemfibrozil auf weitere Phospholipide

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben unter den beschriebenen Bedingungen einen
erheblichen Einfluss von Gemfibrozil auf das Lipidprofil in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen
gezeigt. Interessanterweise schien die Behandlung mit Gemfibrozil neben der Beeinflussung
der intrazellularen Triglycerid-, Carnitin und Phosphatidylcholin-Spezies auch Effekte auf die
weiteren Phospholipide zu haben.

Vor der Betrachtung der Beeinflussung Gemfibrozils auf die Phospholipidzusammensetzung
in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen war es sinnvoll, den Effekt von Gemfibrozil auf die
Freisetzung von sAPPa im Kulturmedium der jeweils untersuchten Zellen zu analysieren.
Dabei sind, wie in Kapitel 4.2.2 detailliert beschrieben, unterschiedliche Effekte in Nerven- und
Nierenzellen einerseits und Lungenzellen andererseits zu verzeichnen. Wahrend Gemfibrozil
in Lungenzellen einen signifikanten Anstieg des sAPPa-Gehalts bedingte, fiihrte die
gleichzeitige Behandlung in Nieren- und Nervenzellen zu teilweise signifikanten
Verringerungen  der  sAPPa-Freisetzung. Diese Ergebnisse kénnten einen
gewebespezifischen Effekt von Gemfibrozil vermuten lassen.

Die Behandlung mit Gemfibrozil bewirkte in Nervenzellen einen Anstieg der
Plasmalogenspezies auf 129,9 % (siehe Abbildung 23). Dies konnte, neben der Bereitstellung
von Energie Uber die Fettsauren der Triglyceride ein weiterer Grund fur den positiven Effekt
von Gemfibrozil bei Alzheimer-Patient*innen darstellen. Plasmalogene kénnen anhand ihrer
Bindung von mehrfach ungesattigten Fettsduren am Glycerin-Grundgerust als Radikalfanger
fur freie Sauerstoffspezies dienen und somit das Level an oxidativem Stress fir die Zelle
reduzieren. Da oxidativer Stress eine signifikante Rolle bei der Entstehung der Alzheimer-

Erkrankung spielt [40,120,303], kénnte durch die deutliche Erhéhung der Plasmalogenspiegel
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mittels Gemfibrozil das Risiko fur die Entstehung der Alzheimer-Erkrankung weiterhin gesenkt
werden.

Im Vergleich dazu fuhrte die Behandlung mit Gemfibrozil in Lungenzellen zu einer signifikanten
Reduzierung der Plasmalogenspiegel. Dieses Ergebnis konnte im Umkehrschluss ein weiterer
Hinweis darauf sein, dass Gemfibrozil neben seiner Wirkung als lipidsenkendes Medikament
im Blutplasma auch weitere Effekte im Organismus erzielt. Neben der signifikanten Erhéhung
der Triglyceride und der damit zusammenhangenden mdoglichen Akkumulation von
Lipidtrépfchen in den Lungenzellen, die bei der Entstehung einer Vielzahl von pulmologischen
Erkrankungen involviert sind, kénnte die Reduzierung der Plasmalogenlevel ebenfalls die
Entstehung weiterer pulmologischer Krankheitsbilder férdern. Durch den Mangel an
Plasmalogenen fehlt die Mdglichkeit freie Sauerstoffspezies binden zu kénnen, weshalb somit
die Anfalligkeit flir oxidativen Stress weiter zunehmen kdnnte. Ein erhdhtes Maf} an oxidativem
Stress in der Lunge kann zur Entstehung einer Vielzahl von Erkrankungen beitragen, wie
beispielsweise  der chronisch  obstruktiven  Lungenerkrankung (COPD), dem
Lungenemphysem, der zystischen Fibrose, dem Asthma oder der pulmonalen arteriellen
Hypertonie [30,182,223,254,337].

Diese erhaltenen Daten beziglich der Plasmalogen-Zusammensetzung in Nerven- und
Lungenzellen bilden inverse Ergebnisse zur jeweiligen sAPPa-Freisetzung im untersuchten
Gewebe. Wahrend die Behandlung mit Gemfibrozil eine reduzierte Freisetzung von sAPPa
und somit auch eine verringerte ADAM710-Freisetzung vermuten Ilasst, bedingte es
andererseits eine Erhdhung der Plasmalogen-Spiegel. Diese Ergebnisse kdnnten daraufhin
deuten, dass Gemfibrozil Uber andere Mechanismen als die ADAM10-Beeinflussung, auf die
Lipidzusammensetzung in Nervenzellen wirkt.

Bei Betrachtung der Lyso-Phosphatidylcholin-Spezies in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen
nach Behandlung mit Gemfibrozil war eine zelllinientbergreifende Erhéhung der Lyso-PC-
Level zu verzeichnen (siehe Abbildung 25). Dabei war die Erhéhung sowohl in Nieren- als
auch in Lungenzellen signifikant. Dieser Anstieg in den Lungenzellen kénnte mit der Abnahme
der Plasmalogenspiegel zusammenhangen, indem durch die PLA2 vermehrt freie Fettsduren
abgebaut werden und Lyso-Phosphatidylcholine entstehen.

Ein ebenfalls zelllinienibergreifender Effekt war bei Betrachtung der Sphingomyelin-Spezies
in Nerven-, Nieren- und Lungenzellen nach der Behandlung mit Gemfibrozil zu beobachten. In
diesem Fall induzierte Gemfibrozil eine Erhéhung der SM-Spezies in allen drei untersuchten
Zellreihen, wobei es in HEK-Zellen zu einer signifikanten Erhéhung kam. Insbesondere in
Nervenzellen zeigte das Verhalten der SM-Spezies nach Behandlung mit Gemfibrozil einen
klaren Trend an. Im dargestellten Volcano Plot kam es zu einer ausschlieRlichen Verlagerung

aller 15 analysierten Spezies nach rechts (siehe Abbildung 26). Vor allem in Nervenzellen kam
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den Sphingomyelinen als Hauptbestandteil der Myelinscheiden, eine besondere Rolle bei der
Aufrechterhaltung der neuronalen Funktionen zu [276].

Insbesondere in Nervenzellen schien die Behandlung mit Gemfibrozil einen positiven Effekt
auf die Lipidzusammensetzung zu haben. Durch die positive Beeinflussung der Plasmalogen-
und Sphingomyelinlevel und die Verwertung zusatzlicher Energie aus den Fettsauren der
intrazellular angesammelten Triglyceriden konnte dem Fibrat neben seiner lipidsenkenden
Wirkung im Blutplasma auch protektive Wirkungen in Nervenzellen in Bezug auf die

Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zugesagt werden
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5.3 Einfluss von Methylxanthinen auf Alzheimer-relevante Gene in SH-SY5Y-

Zellen

Der Konsum von Kaffee ist flr zahlreiche Menschen eine Alltagsbeschaftigung wie Schuhe
anziehen oder Zahne putzen. Noch vor einigen Jahrzehnten wurde der Hauptkomponente in
Kaffee, dem Koffein, eine Vielzahl an schlechten Eigenschaften nachgesagt. Neben der
Auslésung von tachykarden Herzrhythmusstérungen, Blutdruckspitzen, Schlafstérungen,
Zittern oder auch Kopfschmerzen war Koffein auch dafir bekannt, bei vielen Menschen
Nervositat hervorzurufen [15]. Dieses negative Bild hat sich seit einigen Jahren deutlich
gewandelt und Koffein, als Xanthin-Derivat, ist immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung
gerlckt. Wie bereits detailliert in Kapitel 2.3.3 erlautert, sind aktuell eine Vielzahl an positiven
Wirkungen der naturlich vorkommenden und der synthetisch hergestellten Methylxanthine
beschrieben. Dariber hinaus sind zahlreiche der Wirkweisen auf molekularer Ebene bekannt.
Somit ist unter anderem bekannt, dass Methylxanthine Uber mehrere Mechanismen auf die
Transkription verschiedener Gene Einfluss nehmen. Die vorliegende Arbeit beschéaftigte sich
daher unter anderem mit der Frage, ob und in welcher Form die methylierten Xanthinderivate
Koffein, Theobromin, Theophyllin, Propentofyllin und Pentoxifyllin Einfluss auf die Expression
ausgewahlter Gene in Nervenzellen nehmen und versuchte darliber hinaus potenzielle
Unterschiede zwischen den einzelnen Methylxanthinen zu identifizieren. Um diese Frage zu
adressieren, wurden Gene ermittelt, die an unterschiedlichen Stoffwechselprozessen beteiligt
sind, welche Einfluss auf die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen haben. Die
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Methylxanthine Uber ihre
transkriptionsregulatorische Wirkung in hohem Malflie an der Entstehung von oxidativem
Stress, dem Lipid- und Energiehaushalt, der Genexpression und Signaltransduktion sowie in
Stoffwechselwege, die an neuronalen Funktionen beteiligt sind, involviert sind. Die Expression
mehrerer Gene, die in die beschriebenen Stoffwechselprozesse eingreifen, wurde unter den
gewahlten experimentellen Bedingungen durch die Inkubation verschiedener Xanthin-Derivate
verandert.

Interessanterweise variierte das Ausmall der Wirkung auf die Zielgene innerhalb der
untersuchten Methylxanthine und es kristallisierte sich ein Alleinstellungsmerkmal von Koffein
gegenuber den anderen Xanthin-Derivaten heraus. Es bestanden signifikante Unterschiede in
der Verteilung signifikant veranderter Gene zwischen Koffein auf der einen Seite und den
Methylxanthinen Propentofyllin, Pentoxifyllin, Theophyllin und Theobromin andererseits (siehe
Abbildung 31). Zusatzlich dazu unterstrich Koffein seine einzigartige Funktion als
Methylxanthin auf die Expression relevanter Gene in Nervenzellen, indem es als einziges
Xanthin-Derivat verglichen zur mit L&sungsmittel behandelten Kontroligruppe eine

ausschliefl3lich steigende Wirkung auf transkriptionelle Effekte aufwies. Die weiteren
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untersuchten Methylxanthine hatten ebenfalls signifikante Effekte auf die Genexpression
verschiedener Gene, welche allerdings sehr heterogen zum einen Gene signifikant reduzierten
oder zum anderen erhéhten. Um diesen Trend von Koffein weiterhin zu unterstreichen wurde
eine  Hauptkomponentenanalyse kombiniert mit einer Mehrfachvergleichsanalyse
durchgefihrt, damit signifikante Unterschiede innerhalb der Methylxanthine auf die
unterschiedlichen Gene ermittelt werden konnten. Die daraus resultierenden Ergebnisse
zeigten, dass es neben der gemeinsamen Transkriptionsregulation aller Methylxanthine auch
spezifische genregulatorische Effekte gab, die von speziellen Xanthin-Derivaten, in dem hier

vorliegenden Fall vor allem Koffein, abhangen (siehe Abbildung 32 bis Abbildung 36).

5.3.1 Ursachen fiir die exklusive Funktion von Koffein auf genregulatorische Effekte
in SH-SY5Y-Zellen

Die Ursachen, weshalb Koffein diese alleinige Stellung verglichen zu den weiteren Xanthin-
Derivaten einnimmt, konnten unterschiedlich interpretiert werden. Generell sind die
verschiedenen Wirkmechanismen der Methylxanthine mittlerweile hinlanglich beschrieben
worden. Somit ist belegt worden, dass Methylxanthine das Enzym Phosphodiesterase (mit den
Isoenzymtypen Il und IV) kompetitiv hemmen. Durch diese nicht-kompetitive Inhibition wird
ein intrazelluldrer Anstieg des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP)- und
Guanosinmonophosphat-Spiegels (cGMP) bedingt. Hieriber wird eine Entspannung der
glatten Muskulatur erreicht, was zu einer Erweiterung der Bronchien und einer Vasodilatation
der LungengefalRe fihrt [47] Des Weiteren kommt es durch den intrazellularen cAMP- und
cGMP-Anstieg zu einer Diurese, zu einer ZNS-Stimulation und einer Stimulation am Herzen
[188]. Aulierdem ist ihre Wirkung als Aktivatoren der Histon-Deacetylasen bekannt [47]. Die
Histon-Deacetylase gilt als ein wichtiger Faktor bei der Regulation von
Entziindungsmediatoren. Im Falle einer Entziindung flihrt die vermehrte Rekrutierung von
Histon-Deacetylasen zum entsprechenden Entziindungsherd zu einer reduzierten
Transkription von Entziindungsmediatoren, was schliel3lich in einer Entzindungshemmung
resultiert. Methylxanthine nehmen unter anderem einen inhibitorischen Einfluss auf das Enzym
Phosphoinositid-3-Kinase-Delta, welches wiederum eine hemmende Wirkung auf die Histon-
Deacetylase hat. Somit férdern Methylxanthine durch die Protektion der Acetylase den
entziindungshemmenden Effekt [301].

Zusatzlich dazu ist die Wirkung von Methylxanthinen als nichtselektive Antagonisten von
Adenosinrezeptoren (vor allem der Subtypen A1, A2 und A3) beschrieben worden [188].
Adenosin wird unter anderem als Neuromodulator im Gehirn eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Es blockiert die Ausschittung von allen belebenden und stimulierenden
Neurotransmittern, z.B. Dopamin, Acetylcholin oder Noradrenalin [51]. AulRerdem wirkt es

schlafinduzierend, indem es den Nucleus praeopticus ventrolateralis im Hippocampus triggert
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und somit das Weck- und Wachzentrum im Gehirn durch den Neurotransmitter GABA (y-
Aminobuttersaure) hemmt [130]. Adenosin fallt als Bestandteil des Energietragers
Adenosintriphosphats als Abbauprodukt in den Zellen des Koérpers an. Bei vermehrtem
zellularem Energieverbrauch steigt also auch der Adenosinspiegel, was zu einem erhdhten
intrinsischen  Schlafdruck fuhrt [25]. Dementsprechend spielen vor allem die
Adenosinrezeptoren im basalen Vorderhin eine zentrale Rolle als Indikator fir geistige
Ermidung, da das anfallende Adenosin vermehrt Rezeptoren bindet, je langer sich der Korper
im Wachzustand befindet. Interessanterweise binden Methylxanthine mit nahezu der gleichen
Affinitdt an diese Rezeptoren und verhindern somit die schlafinduzierende Wirkung von
Adenosin. Hierliber wird die psychostimulierende Wirkung der Methylxanthine auf das zentrale
Nervensystem erklart [238].

Ein mdglicher Erklarungsansatz fur die Alleinstellung von Koffein im Vergleich zu den anderen
Methylxanthinen kénnte eine starkere Bindung von Koffein an die Adenosinrezeptoren sein.
Allerdings fallt bei naherer Betrachtung der Hemmungskonstante (Ki-Wert) oder des 1C50-
Werts (Wert flr die halbmaximale Hemmung eines Inhibitors) auf, dass diese Werte
beispielsweise flir Theophyllin geringer sind als fir Koffein (Ki: 6,7 uM flr Theophyllin und 9,5
MM flr Koffein [207] und 1C50: 45 uM fir Theophyllin und 98 uM fir Koffein [74]). Dadurch
konnen die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse nicht ausreichend erklart werden.
Vielmehr deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass weitere Adenosinrezeptor-unabhangige
Mechanismen existieren, wortber Koffein die Genexpression beeinflusst. So wurde
beispielsweise berichtet, dass Koffein selbst eine positive Wirkung hat oder in niedrigeren
Konzentrationen direkt Einfluss auf spezifische Enzyme nehmen kann, wahrend in héheren
Konzentrationen die Adenosinrezeptor-vermittelte Wirkung aktiviert wird [180]. Diese
Beobachtung kénnte erklaren, weshalb Koffein auch in einem Konzentrationsbereich unterhalb
der IC50 dosisabhangige genregulatorische Effekte erzielt.

Ein weiterer Grund fir die Erklarung der exklusiven Stellung von Koffein gegeniber den
anderen Methylxanthinen kdnnte in den unterschiedlichen strukturellen Substitutionen der
Xanthin-Molekile liegen. Koffein, auch 1,3,7-Trimethylxanthin, ist durch drei zusatzliche

Methylgruppen am Xanthingerust gekennzeichnet (siehe Abbildung 42).
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Abbildung 42: Darstellung der chemischen Strukturen der in der vorliegenden Arbeit
analysierten Methylxanthine. Xanthin (2,6-Dihydroxypurin), Koffein (1,3,7-Trimethylxanthin),
Theophyllin (1,3-Dimethylxanthin), Theobromin (3,7-Dimethylxanthin), Propentofyllin (3-methyl-1-(5-
oxohexyl)-7-Propylpurin-2,6-dion) und Pentoxifyllin (3,7-Dimethyl-1-(5-oxohexyl)purin-2,6-dion). Grin
markiert sind die strukturellen, chemischen Unterschiede zwischen den in der vorliegenden Arbeit
analysierten Methylxanthine. Abb. abgeandert nach [124].

In einer Studie von Monteiro et al. aus dem Jahre 2016 wurden die naturlich vorkommenden
Xanthinderivate Koffein, Theobromin und Theophyllin hinsichtlich ihrer physiologischen
Wirkungen in verschiedenen pharmakologischen Potenzen untersucht. Zusammenfassend
wurde festgestellt, dass Koffein bei Stimulation des zentralen Nervensystems wirksamer als
Theobromin oder Theophyllin ist, wahrend Theophyllin beispielsweise bei der
Koronardilatation wirksamer war. Auf3erdem wurden in dieser Studie die Substitutionen in
verschiedenen Positionen des Xanthinmolekils der Affinitdt und Selektivitat gegeniber den
Adenosinrezeptoren und verschiedenen physiologischen Wirkungen zugeordnet [203]. Im
Einklang mit diesen Ergebnissen werden in der Literatur einige Signalwege beschrieben, in
denen Koffein verglichen zu den anderen Methylxanthinen entgegengesetzte Wirkungen zeigt.
So zeigte in praklinischen Studien Koffein verglichen zu Theobromin und Theophyllin eine
ausgepragtere Wirkung auf die intrazellulare Kalziumkonzentration in ventrikularen Myozyten
[57]. Zusatzlich dazu werden Sauglinge in der Neonatologie bei Verdacht auf
bronchopulmonale Dysplasie neben Vitamin A und Surfactant unter anderem aufgrund der

antioxidativen Wirkung auch mit Koffein substituiert [53,64].
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5.3.2 Methylxanthin-vermittelte Effekte auf AD-relevante Gene

Bei der Untersuchung der globalen Transkriptionseffekte von Methylxanthinen wurde die
Expression von Genen analysiert, deren Veranderungen sich signifikant zwischen den
inkubierten Methylxanthinen in der Lungenkrebszelllinie Calu-3 und der Leberkrebszelllinie
Hep-G2 unterschieden.

Bei der Untersuchung der Effekte, die unabhangig vom inkubierten Zelltyp sind, konnte
konstatiert werden, dass Methylxanthine zahlreiche Gene beeinflussen, die mit neuronalen
Storungen in Verbindung stehen. Beispielsweise spaltet das Enzym Acetylcholinesterase, das
vom Gen ACHE kodiert wird, den Neurotransmitter Acetylcholin in Cholin und Acetat und
beendet somit die Neurotransmission [237]. In Bezug auf Methylxanthine konnte gezeigt
werden, dass Koffein die Aktivitat der Acetylcholinesterase hemmen kann und somit einen
protektiven Einfluss auf die Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen, wie
beispielsweise auch der Alzheimer-Erkrankung, nehmen kann [134].

Der anteriore Pharynxdefekt 1 (Aph1) bildet eine Untereinheit des y-Sekretasekomplexes. Das
Gen APH1b kodiert fur diese Untereinheit. Die y-Sekretase ist an der Spaltung zahlreicher
Substrate beteiligt, beispielsweise auch dem Amyloid-Vorlauferprotein (APP) oder ist involviert
in den Notch-Signalweg. In der Studie von Janitschke et al. aus dem Jahr 2019 konnte der
Einfluss der Methylxanthine auf die y-Sekretase gezeigt werden [124]. Uber die Transkription
des Gens A2M, das flir das Protein Alpha-2-Makroglobulin kodiert und an der AB-Homdoostase
beteiligt ist, indem es als Serum-Panprotease-Inhibitor die Clearance und den Abbau von A
vermittelt, kdnnen Metylxanthine ebenfalls positiv wirken. Die Deletion des A2M-Gens scheint
mit einem erhdhten Risiko fir Alzheimer zu korrelieren. Uber die Beeinflussung dieses Gens
kénnen Methylxanthine zusatzlich transkriptionellen Einfluss auf die Entwicklung der
Alzheimer-Erkrankung nehmen [20]. Des Weiteren scheint die Inkubation von Methylxanthinen
zu einer veranderten Expression des Gens MAPT, welches flir das Mikrotubuli-assoziierte
Protein Tau kodiert, zu flhren. Soliman et al. berichteten, dass Koffein das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau positiv beeinflusst [284]. In einer weiteren Studie wurde
interessanterweise davon berichtet, dass Koffein in der Lage sei, menschliche Nervenzellen
vor Prion-vermittelter Neurotoxizitat, welche unter anderem mit dem Gen PRNP (kodiert ein
membranstandiges Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Glykoprotein — das Prionprotein)
in Verbindung steht, durch das Aussenden von Autophagie-Signalen schiitzen kann [151,204].
Die Autophagie, auch Autophagozytose, stellt einen zellularen Mechanismus zur Beseitigung
funktionsbeeintrachtigter Organellen, wie beispielsweise alternde Mitochondrien, dar. Es bildet
ein intrazellulares Abbausystem, bei dem zytoplasmatisches Abbaumaterial ins Lysosom
gelangt um dort abgebaut zu werden [201].

Bei Betrachtung der Methylxanthin-vermittelten Effekte auf die Transkription von Genen, die

in inflammatorische Prozesse involviert sind, konnten einige Interaktionen festgestellt werden.
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Das Enzym Caspase 4, das durch das Gen CASP4 kodiert wird, férdert gemeinsam mit der
Caspase 1 und der Caspase 5 die proteolytische Spaltung bestimmter Molekulle und wirkt
somit proinflammatorisch. Es spielt eine zentrale Rolle in der Ausfiihrungsphase der
Zellapoptose und stellt, wenn es lGberexprimiert wird, einen Ausloser fir die Apoptose dar. In
der Literatur besteht ein Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Koffein und der
Caspase 4 [31].

Gene, wie beispielsweise ALS2, das flr den Guanin-Austauschfaktor ALS2 kodiert oder
PRKCQ), das flr die Proteinkinase C theta kodiert, sind an der Signaltransduktion beteiligt und
es ist bekannt, dass sowohl Koffein als auch andere Methylxanthine Einfluss auf diese
Prozesse nehmen kdnnen [72,305].

Mit Blick auf die Wirkung von Koffein auf Gene, die in die Entwicklung oder Verhinderung der
Entstehung von oxidativem Stress involviert sind, wurde berichtet, dass Methylxanthine
allgemein antioxidative Eigenschaften besitzen, wodurch sie den Gehalt an reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) selbstandig reduzieren kénnen. In einer Studie von Liu et al. aus
dem Jahr 2019 konnte eine Wechselwirkung zwischen Koffein und dem Enzym
Superoxiddismutase (SOD) gezeigt werden. Dabei wurde deutlich, dass sich die antioxidativen
Eigenschaften beider Uberlagern und daraus geschlussfolgert werden kann, dass SOD einen
wirksamen Carrier fur Koffein darstellt [180].

Das Enzym NADP*-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1), welches im Zytoplasma
wirkt, spielt eine zentrale Rolle bei der NADPH-Produktion und ist unabdingbar fur die
Wiederherstellung von reduziertem Glutathion. Die Aktivitat dieser Dehydrogenase korreliert
mit dem zellularen Redox-Zustand und nimmt somit eine Schlisselfunktion bei der zellularen
Abwehr von oxidativem Stress ein [165].

Bei genauerer Betrachtung der in den oxidativen Stress involvierten Gene, die in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurden, zeigte sich, dass Koffein eine signifikante Erhéhung
der Gene ERCC2, ERCC6, PARK7 und TXNRD2 bedingt, wahrend die Behandlung mit den
weiteren Methylxanthinen einen entgegengesetzten Effekt in der Expression dieser Gene
zeigte.

Sowohl ERCC2 als auch ERCC6 werden bei AD-Patient*innen deutlich vermehrt exprimiert.
Ihre Funktion besteht in der transkriptionsgekoppelten Reparatur, wortiber sie Lasionen, die
durch oxidativen Stress entstanden sind, reduzieren [115,167]. In einer Studie von Elko et al.,
wurde gezeigt, dass die mRNS-Level von TXNDR2 negativ mit dem Alter in Lungenzellen
korrelieren [63].

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich ableiten, dass Koffein einen positiven Effekt auf die
Reduzierung oxidativer Stresslevel hat.

Interessanterweise fuhrt die Behandlung mit Koffein zu einer erhéhten Expression der beiden

in den Energiemetabolismus der Zellen involvierten Gene ERN1 und HADHZ2. Das Gen
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HADH?2, welches fir das Protein Hydroxyacyl-Coenzym A Dehydrogenase Typ 2 kodiert,
welches an der mitochondrialen Dysfunktion beteiligt ist, ist auch bei der Alzheimer-
Erkrankung nachweisbar [186,317]. In der Abbildung 43 sind alle durch Methylxanthine
signifikant veranderten Gene aufgelistet. Zusatzlich soll der gegenséatzliche Effekt von Koffein

verglichen zu den anderen vier untersuchten Xanthin-Derivaten verdeutlicht werden.

oxidativer Stress Lipid- und Energiemetabolismus
TB, TP, P, PF | ERCC2 K TB, TP, P, PF | ERN1 K
TB, TP, P, PF| ERCC6 K TB, TP, P, PF y HADH2
TB, TP, PF | PARK7 K
TB, TP, PFY TXNRD2 | K

"

Methylxanthme

N

Signaltransduktion und Genexpression Abeta- und Taupathologie / Inflammation

TB, TP, P, PF | EP300 TB,TP,P.PF | APBB2 A
TB, TP, P, PF | GNB2 T K TB,TPR.P.PF | APH1a
K YALS2 | TB, TP, P, PF TB.TP.P.PF | APH1b
TB,TP,P,PF | CASP3

T8, TP, PF | CASP4 P
TB, TP, P, PF ECE2
TB,TP,P,PF | GAP43
TB, TP, P, PF LRP1

T8 TP, P. PF MMP2
B, TP.PF | PSENEN
8, TP, PF Y UBQLN1

AARXXXRXRXRXXXXXXRX

Abbildung 43: schematische Zusammenfassung der signifikant veranderten AD-relevanten
Gene durch Methylxanthine. Gegenuberstellung aller signifikant veranderter Gene durch
Methylxanthine. K: Koffein, TB: Theobromin, TP: Theophyllin, P: Pentoxifyllin, PF: Propentofyllin.
Abbildung abgeandert nach [125].

5.3.3 Auswirkungen von Methylxanthinen auf die AD-Pravention

Die hier untersuchten Stoffwechselwege spielen nicht nur bei der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen, sondern auch bei einer Vielzahl weiterer Erkrankungen,
wie beispielsweise Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, eine zentrale Rolle. Aus diesem
Grund lassen sich den Methylxanthinen, da sie nachgewiesenermalen einen positiven Effekt
auf diese Prozesse haben, breit gefacherte Eigenschaften zusagen.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse weisen auf einen glinstigen Einfluss von
Methylxanthinen auf die Entwicklung neuronaler Erkrankungen hin und sind vereinbar mit
Studien, wonach haufiger Koffeinkonsum mit geringerem Alzheimer- oder Parkinsonauftreten
in Verbindung gebracht werden kann [9,239]. In einer Studie, die den Zusammenhang

zwischen Koffein und der cholesterininduzierten sporadischen Alzheimer-Pathologie
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untersuchte, konnte belegt werden, dass regelmafiger Koffeinkonsum vor dem Auftreten einer
sporadischen Alzheimer-ahnlichen Pathologie schitzt [240].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Methylxanthine haben teilweise globale
Transkriptionseffekte auf Gene, die in Stoffwechselprozesse, wie Schutz vor oxidativem
Stress, Entziindungen oder Prozessen der APP-Verarbeitung, involviert sind. Uber diese
Prozesse kann der positive Einfluss der Xanthin-Derivate auf die Alzheimer-Pathologie erklart
werden. Gleichzeitig kann durch diese Ergebnisse ihre Verwendung zur Pravention und
Therapie der Alzheimer-Erkrankung begriindet werden. Da jedes einzelne Methylxanthin auch
individuelle Wirkungen auf bestimmte Gene hat, die bei der Behandlung spezifischer
Patienten*innen-Konstellationen von Interesse und hilfreich sein konnten, sind diese
besonders interessant in der Anwendung individualisierter medizinischer Ansatze.

Mit Blick auf die dosisabhangigen Transkriptionseffekte lasst sich konstatieren, dass es wichtig
ist, zwischen den unterschiedlichen Methylxanthin-Konzentrationen zu unterscheiden.
Konzentrationen, die durch die Nahrungsaufnahme erreicht werden kénnen, sind deutlich
niedriger als diejenigen, die pharmazeutische Supplementierungen bedingen kdénnen.

Auf Basis der hier erhaltenen Informationen kann Koffein als potenzieller Ansatzpunkt bei
verschiedenen Erkrankungen, die mit den hier untersuchten Stoffwechsel- und Signalwegen
einhergehen und mit den untersuchten Genen in Verbindung stehen, in Betracht gezogen
werden. Speziell bei Betrachtung der Alzheimer-Erkrankung kann die Einnahme von Koffein
von Vorteil sein, da Koffein hier zahlreiche exklusive transkriptionelle Effekte aufweist (siehe
Abbildung 31).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist allerdings zu beachten, dass die in der vorliegenden
Arbeit generierten Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten stammen und dementsprechend in
vivo wiederholt und verifiziert werden missen. Eine weitere Beeinflussung bei der
Interpretation der Daten besteht darin, dass in der vorliegenden Arbeit SHSY5Y-Zellen als
Vertreter einer Neuroblastomzelllinie verwendet wurden. In dieser Zelllinie sind Gene
verandert, die bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der
Alzheimer-Erkrankung, pathologisch verandert sind. Da es sich allerdings bei der Inkubation
mit Methylxanthinen um Wild-Typ-Zellen handelte, sind die Aussagen bezlglich der positiven
Beeinflussung durch Methylxanthine bei schon bestehender Alzheimer-Erkrankung mit
Vorsicht zu betrachten. Dementsprechend missen weitere Experimente in Alzheimer-
Modellen folgen, um zu bestatigen, ob Methylxanthine die durch neurodegenerative
Erkrankungen verursachten Veranderungen in der Genexpression revidieren oder aufhalten
kénnen. Dies koénnte beispielsweise durch Untersuchungen der Auswirkung von
Methylxanthinen in Alzheimer-Tiermodellen oder in Form von klinischen Studien erfolgen.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass abgesehen von diesem Vorbehalt, fur die
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meisten robust veranderten Gene eine zelltypunabhangige Regulierung bestatigt werden

konnte, die auch eine dosisabhangige Regulierung zeigte.
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