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1. Zusammenfassung/ Summary

1.1.Einfluss von Aspartam und Aspartam-Metaboliten auf zelluldren oxidativen Stress,
Mitochondrien und die Lipidhomdostase von SH-SY5Y-Zellen

In den vergangenen Jahrzehnten lieB sich ein weltweiter Anstieg von Ubergewicht sowie metabolischen
Erkrankungen wie Adipositas (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2021; INSTITUTE
FOR HEALTH METRICS AND EVALUATION, 2019; ARROYO-JOHNSON, MINCEY, 2016) und
Diabetes mellitus Typ 2 (REED et al., 2021; GUARIGUATA et al., 2014) verzeichnen. Diese
sogenannten Wohlstandserkrankungen werden insbesondere mit den verdnderten Lebensbedingungen
in Verbindung gebracht, welche neben zu wenig korperlicher Bewegung durch den Konsum einer
hochkalorischen und kohlenhydratreichen Nahrung inklusive vieler kurzkettiger Zucker gekennzeichnet
ist (CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023; KOPP, 2019).
Seit einigen Jahren entwickelt sich ein zunehmendes Interesse an ,alternativen®, kalorienarmen
Nahrungszusitzen, mit welchen der Einsatz hochkalorische Zucker reduziert werden kann — Tendenz
steigend (WALBOLT, KOH, 2020; MALEK et al., 2018; SYLVETSKY, ROTHER, 2016;
SYLVETSKY et al., 2012). Hierzu zdhlt unter anderem auch der Siilstoff Aspartam, der mit seiner
hohen Siilkraft in zahlreichen Lebensmitteln verwendet wird (SCHORB et al., 2023). Bis heute wird
sein Einsatz aufgrund einer uneindeutigen Studienlagen beziiglich potentieller gesundheitlicher
Auswirkungen kontrovers diskutiert (CZARNECKA et al., 2021). Von der Europdischen Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) wird fiir die Allgemeinbevilkerung eine tdgliche Aufnahme von
maximal 40 mg pro Kilogramm Koérpergewicht empfohlen
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA), 2013). Es existieren Studien, welche Aspartam
mit einem potentiell erhdohten Krebsrisiko assoziieren (SHAHER et al., 2023) oder — insbesondere in
murinen Modellen — mit dem Auslésen von oxidativem Stress in Verbindung bringen (ASHOK et al.,
2015; IYYASWAMY, RATHINASAMY, 2012).
Beziiglich der Fragestellung, wie sich Aspartam auf die zelluldre Lipidhomdostase im Gehirn auswirkt,
liegen zum aktuellen Zeitpunkt unzureichende Daten vor. Lipide spielen eine nicht zu vernachlassigende
Rolle in der Pathogenese verschiedenster Krankheiten (HEEREN, SCHEJA, 2021; MICHOS et al.,
2019) so auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz (KAO et al., 2020).
Die vorliegende Arbeit wird die Auswirkungen von Aspartam auf die Neuroblastom-Zelllinie
SH-SYSY WT unter Betrachtung von Parametern des oxidativen Stresses und der Lipidhomdostase
thematisieren. Aspartam wird nach seiner oralen Aufnahme im Gastrointestinaltrakt in seine drei
Metabolite Asparaginsidure, Phenylalanin und Methanol gespalten (SHAHER et al., 2023; RANNEY et
al., 1976).
In verschiedenen in dieser Arbeit durchgefiihrten experimentellen Analysen liel sich zeigen, dass
sowohl die Behandlung der Zellen mit dem Molekiil Aspartam als auch die gemeinsame Behandlung
mit seinen drei Metaboliten zu signifikant vermehrtem oxidativem Stress im Vergleich zu den Kontroll-
Zellen fiihrte. Dies lief3 sich an erhohten Levels von APF-Fluoreszenz und hochregulierter Expression

der antioxidativ wirkenden Superoxiddismutasen SOD1 und SOD2 erkennen. Zudem lieB sich in der
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Elektronenmikroskopie ein Integritdtsverlust der Mitochondrien feststellen. Dieser wurde von in
Zelllysaten erniedrigtem Cardiolipin-Level, sowie einer gestiegenen Expression der pro-
mitophagischen und Fissions-induzierenden Proteine PINK1 wund FIS1 begleitet. Die
massenspektrometrische Analyse verschiedener Lipid-Spezies ergab eine signifikante Erhdhung der
Triacylglycerid-, sowie von Phosphatidylcholin- und -ethanolamin-Spezies. Letztere gelten als die in
mamilliren Membranen anteilig am meisten vorkommenden Phospholipide. In der
elektronenmikroskopischen Analyse lieB sich in den mit Aspartam oder Metaboliten inkubierten
Praparaten zudem eine Akkumulation vergroBerter sogenannter Lipid Droplets (Lipidtropfchen)
erfassen.

Diese in der Zellkultur erhobenen Daten verdeutlichen die Relevanz der Durchfiihrung weiterer Studien,
die die Auswirkungen von Aspartam und seinen Metaboliten auf die zerebrale Lipidhomdostase in vivo

erforschen.
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Abbildung 1: Zusammenfassende graphische Darstellung der in der Forschungsarbeit gewonnenen
Ergebnisse.

Die Inkubation von SH-SY5Y Wildtyp-Zellen mit Aspartam in einer Molaritit von 271,7 uM zeigte den Effekt
einer Erhohung reaktiver oxidativer Spezies (ROS). Dies liel3 sich aus einer Verstiarkung der APF-Fluoreszenz,
sowie einer hochregulierten Genexpression der Superoxiddismutasen schlussfolgern. Des Weiteren lief} sich aus
einem erniedrigten Cardiolipin-Level eine mitochondriale Dysfunktion ableiten. Diese lésst sich in Konsequenz
mit einem einerseits erniedrigten TAG-Verbrauch mit vermehrter Lipid Droplets-Bildung und andererseits dem
Prozess der Mitochondrialen Fission und Mitophagie in Einklang bringen. Diese Effekte lieen sich letztendlich
als Grundlage fiir die Erhohung der Phospholipid-Levels verstehen, die sich in der massenspektrometrischen
Bestimmung von Phosphatidylcholin und -ethanolaminspezies zeigte.
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1.2.Influence of aspartame and aspartame metabolites on cellular oxidative stress, mitochondria and
lipid homeostasis of SH-SYS5Y cells
Within the last decades there was observed a worldwide increase in overweight and metabolic diseases
such as obesity (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2021; INSTITUTE FOR HEALTH
METRICS AND EVALUATION, 2019; ARROYO-JOHNSON, MINCEY, 2016) and type 2 diabetes
(REED et al., 2021; GUARIGUATA et al., 2014). These so called “lifestyle diseases” are particularly
associated with a change in living conditions, being characterized by too little physical activity as well
as a diet which is rich in calories, especially in carbohydrates including short-chain sugars
(CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023; KOPP, 2019).
Since some years, there has been an increasing interest in “alternative” low-calorie food additives in
order to replace the high-caloric table sugar (WALBOLT, KOH, 2020; MALEK et al., 2018;
SYLVETSKY, ROTHER, 2016; SYLVETSKY et al., 2012). Amongst those can be found the synthetic
sweetener aspartame which has a high sweetening power and is used in numerous foods (SCHORB et
al., 2023).
To the present day, its use is discussed controversially due to inconclusive studies regarding the potential
health risks (CZARNECKA et al., 2021). The European Food Safety Authority (EFSA) recommends a
maximum daily intake of 40 mg per kilogram of body weight for the general population (EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA), 2013). There exist several studies linking aspartame to a
possibly increased risk of cancer (SHAHER et al., 2023) or with triggering intracerebral oxidative stress
in rodents (ASHOK et al., 2015; IYYASWAMY, RATHINASAMY, 2012). However, only little is
known regarding the question how aspartame affects cellular lipid homeostasis in the brain. Lipids play
a non-negligible role in the pathogenesis of different diseases (MICHOS et al., 2019; HEEREN,
SCHEIJA, 2021), including neurodegenerative diseases such as Alzheimer's dementia (KAO et al.,
2020).
The present research work will address the effects of aspartame on the neuroblastoma cell line
SH-SYSY WT focusing at parameters of cellular oxidative stress and lipid homeostasis. Aspartame is
cleaved into its three metabolites aspartic acid, phenylalanine and methanol in the gastrointestinal tract
after its oral intake (SHAHER et al., 2023; RANNEY et al., 1976).
Experimental analyses carried out in this research work showed that both, the treatment of cells with the
aspartame molecule as well as the joint treatment with its three metabolites led to a significant increase
in oxidative stress compared to control cells. This was evident from increased levels of APF fluorescence
and upregulated expression of the antioxidative acting enzymes superoxide dismutase SOD1 and SOD2.
In addition, electron microscopy revealed a loss of mitochondrial integrity. This was accompanied by a
reduced cardiolipin level in cell lysates, as well as increased expression of the pro-mitophagic and
fission-inducing proteins PINK1 and FIS1. Mass spectrometric analysis of various lipid species showed
a significant increase in triacylglycerides and phosphatidylcholine- and ethanolamine. The latter are

considered to be the most abundant phospholipids in mammalian cell membranes. The electron
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microscopic analysis also revealed an accumulation of so-called lipid droplets in the preparations

incubated with aspartame or its metabolites.

These obtained in vitro data highlight the relevance of conducting further studies in vivo in order to

explore the effects of aspartame and its metabolites on cerebral lipid homeostasis.
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Abbildung 2: Summarizing graphical presentation of results obtained in the research work.

The incubation of SH-SY5Y wildtype cells with aspartame at a molarity of 271.7 uM resulted in elevated reactive
oxidative species (ROS) which was concluded in increased APF fluorescence as well as an upregulated gene
expression of superoxiddismutases. Furthermore, mitochondrial dysfunction could be deduced from a decreased
cardiolipin level. This can be reconciled with a reduced TAG consumption with increased lipid droplet formation
on the one hand and the process of mitochondrial fission and mitophagy on the other hand. These effects could
ultimately be understood as the basis for the increase in phospholipid levels, being shown in the mass spectrometric
determination of phosphatidylcholine and -ethanolamine species.
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2. Einleitung

2.1. Die Alzheimer-Krankheit
Die Alzheimer-Krankheit (Engl.: Alzheimer’s Disease, AD) gilt als die hdufigste Form der Demenz und
wird durch einen fortschreitenden Verlust kognitiver Fahigkeiten gekennzeichnet (BREIJYEH,
KARAMAN, 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2017).
Von den weltweit fiir das Jahr 2030 prognostizierten 75 Millionen Demenzkranken machen die von der
Alzheimer-Krankheit betroffenen Patienten circa 65 Prozent aus (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2017; RIZZ1 et al., 2014; VAN DER FLIER, SCHELTENS, 2005). Hieraus
ergibt sich die sowohl medizinische als auch gesellschaftliche und Skonomische Relevanz der
Erkrankung: Modellierungen schitzen die globalen Gesundheitsausgaben, welche auf
Demenzerkrankungen zuriickzufiihrbar sind, fiir das Jahr 2019 auf 263 Milliarden US-Dollar; bis zum
Jahr 2050 sollen diese bei 1,6 Billionen US-Dollar jahrlich liegen (VELANDIA et al., 2022).
Erstmals beschrieben wurde die Alzheimer Demenz im Jahre 1906 durch den deutschen Neurologen
und Psychiater Alois Alzheimer (CIPRIANI et al., 2011; ALZHEIMER, 1907). Dieser hatte iiber einen
Zeitraum von viereinhalb Jahren den Fall seiner Patientin Auguste Deter verfolgt, die an einem
zunehmenden Verlust der Gedichtnisleistung sowie ihrer kognitiven Fahigkeit litt und schlieBlich im
Alter von 56 Jahren an den Folgen ihrer Erkrankung verstarb. In den post mortem durchgefiihrten
Biopsien des Hirngewebes von Auguste Deter fielen dem Neuropathologen Alzheimer insbesondere im
zerebralen Kortex eine makroskopisch erkennbare Atrophie sowie mikroskopisch sichtbare
»Ablagerungen® auf, die einige Jahrzehnte spiter als die f-Amyloidplaques bezeichnet werden sollten.
Dariiber hinaus beschrieb Alzheimer, dass ,,viele Gliazellen grofle Fettsicke® (ALZHEIMER, 1907)
zeigen wirden. Im Jahre 1910 wurde das durch Alzheimer beschriebene Krankheitsbild dann durch Emil
Kraepelin als ,,Alzheimersche Krankheit” bezeichnet (KRAEPELIN, 1913) und in den darauffolgenden
Jahrzehnten weiter erforscht.
Heute ist die Pathophysiologie der Erkrankung weiter verstanden und es werden wesentliche
Pathomechanismen beschrieben, die zur Manifestation der AD beitragen. Die zum aktuellen Zeitpunkt
fiihrenden Theorien sind zum einen die extrazellulire Akkumulation von sogenannten f3-
Amyloidplaques (Af) und zum anderen die intrazellulire Bildung von hyperphosphorylierten
Zytoskelett-Aggregaten, sogenannten Neurofibrillaren Tangles (Engl.: Neurofibrillary Tangles, NFTs)
(BREIJYEH, KARAMAN, 2020; KHAN et al., 2020). Beide sollen in folgenden Kapiteln auch auf
molekularer Ebene beschrieben werden.
Dariiber hinaus werden weitere potentielle — zum Teil in Verbindung mit Af und den NFTs stehende —
Mechanismen benannt: Zu diesen zdhlen eine durch AS und NFTs getriggerte Neuroinflammation
inklusive der Aktivierung von Mikroglia (ONYANGO et al., 2021), mitochondrialer Dysfunktion und
oxidativer Stress (WANG et al., 2014), als auch fehlerhafte Autophagie-Mechanismen (LEE et al., 2022;
FUNDERBURK et al., 2010).
Auch eine Stérung des Darmmikrobioms — insbesondere im Sinne einer reduzierten Diversitit — wird

diskutiert. Diese geht mit einer vermehrten Synthese proinflammatorischer Zytokine einher, welche tiber

5



Einleitung

die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn gelangen und dort die Pathogenese der AD begiinstigen kdnnten
(CHANDRA etal., 2023; CATTANEO et al., 2017). In letztlicher Konsequenz fiihren die beschriebenen
pathomechanistischen Charakteristika mitunter zum Verlust von Synapsen und der Apoptose neuronaler
Zellen. Dies zeigt sich insbesondere in Form einer Atrophie des, mit dem Lernen assoziierten
Hippocampus, sowie der Kortexe von Temporal- und Frontallappen in Form von vergroerten und
atrophischen Gyri (SERRANO-POZO et al., 2011; GOMEZ-ISLA et al., 1996; SCHEFF, PRICE,
1993). Diagnostisch lésst sich dieser Effekt auch bildmorphologisch in CT- und MRT-Bildgebungen
darstellen. Zudem lédsst sich in der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit Fluor-18-
Desoxyglucose in den Regionen des Temporal- und Parietallappens ein verminderter Glucose-

Metabolismus erkennen (MARQUEZ, YASSA, 2019; CHETELAT, 2018).

2.1.1.  Klinische Aspekte der Alzheimer-Krankheit
Klinisch présentiert sich die Alzheimer-Krankheit als chronisch fortschreitende Erkrankung, die als
Hauptcharakteristikum den Verlust kognitiver Féhigkeiten aufzeigt. Es lassen sich eine Friih- und
Spétphase unterscheiden, welche insbesondere dadurch differenziert werden kénnen, dass es bei ersterer
zundchst zu Stérungen des Kurzzeit-und Arbeitsgeddchtnisses kommt, wihrend es in der Spatphase
dann auch zum Verlust élterer Gedédchtnisinhalte kommen kann.
In der Frithphase ist meist noch eine normale Bewiltigung des Alltages moglich. Es entstehen
Schwierigkeiten des Erinnerns kiirzlich vergangener Ereignisse und gegebenenfalls ein sich
verdnderndes Sprachmuster im Sinne eines verallgemeinernden Wortschatzes. Dariiber hinaus konnen
sich beispielsweise auch Depressions- oder Angst-Symptome manifestieren.
Mit weiterem Fortschreiten — hin zur Spétphase der Erkrankung — zeigen die Patienten dann
Schwierigkeiten, sich an Ereignisse aus der lingeren Vergangenheit zu erinnern. Kognitiv zeigt sich
zudem eine zunehmende Desorientiertheit zum Ort als auch zur Person, sowie im Sprachgebrauch
auftretende Wortverwechselungen. An nicht-kognitiven Symptomen existiert ein breites Spektrum, zu
welchem unter anderem ein gestorter Tag-/Nacht-Rhythmus mit Schlaflosigkeit oder Inkontinenz
gehoren. Auch kdnnen Wahnsymptome oder Halluzinationen auftreten (JUEBIN HUANG, 2023).
Fiir die klinische Diagnosestellung einer Demenz im Allgemeinen, und einer Alzheimer Demenz im
Spezifischen, werden verschiedene Klassifikationssysteme verwendet. Im Folgenden soll dies anhand
von Originalzitaten der Arbeitsgruppe des National Institute on Aging und der Alzheimer's Association
(NIA-AA) geschehen, welche in der gemeinsamen S3-Leitlinie ,,Demenzen” der Deutschen
Gesellschaft fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde (DGPPN) in
Kooperation mit der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie (DGN) aus dem Jahr 2016 verwendet
wurden. Grundlage der klinischen Alzheimer-Diagnose bildet die Tatsache, dass bei dem jeweiligen
Patienten die allgemeinen Demenzkriterien erfiillt werden. Diese umfassen ,kognitive oder
verhaltensbezogene Symptome, welche 1. das Funktionieren bei Alltagsaktivitdten beeintrdchtigen
[.] 2. eine Verschlechterung im Vergleich zu einem vorherigen Zustand darstellen [,] 3. nicht durch ein

Delir oder eine psychische Erkrankung erklarbar sind [... und 4. ...] durch die Kombination aus Eigen-
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und einer Fremdanamnese und objektiver Bewertung der kognitiven Leistung durch eine kognitive
Testung oder eine klinisch- kognitive Untersuchung [...] festgestellt werden kénnen. Zudem miissen
mindestens zwei der fiinf Bereiche ,,a. Gedachtnisfunktionen [,] b. Verstehen und Durchfiihrung
komplexer Aufgaben [oder] Urteilsfahigkeit [,] ¢. rdumlich-visuelle Funktionen [,] d. Sprachfunktionen
[oder] e. Verdnderungen im Verhalten (,,Persénlichkeitsveranderungen)* vorliegen (DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR NEUROLOGIE (DGN), 2016). Sind diese Kriterien erfiillt, ist eine Demenz
vom Alzheimer-Typ wahrscheinlich, wenn der ,,Symptombeginn {iber Monate bis Jahre [stattfand],
[eine] eindeutige anamnestische oder beobachtete kognitive Verschlechterung [vorliegt und] erste und
deutliche Symptome [... sich entweder durch]| Defizit[e] der episodischen Gedéchtnisfunktion[en...
oder ...] sprachbezogen[...], visuell-rdumlich [... oder] exekutiv[...] bestehen.” (DEUTSCHE
GESELLSCHAFT FUR NEUROLOGIE (DGN), 2016).

2.1.2. Einteilung der Alzheimer-Krankheit

Im Zuge der Diagnosestellung lésst sich die Alzheimer-Krankheit anhand ihres Manifestationsalters in
eine frithe und spate Form unterteilen. Die frithe ,,Early Onset Alzheimer’s Disease* (EOAD) ist durch
eine Erkrankungsbeginn vor dem 65. Lebensjahr gekennzeichnet und liegt je nach Quelle bei 5 — 10 %
aller Alzheimer-Erkrankten vor (AYODELE et al., 2021; ZHU et al., 2015). Der verbleibende Anteil
von circa 95 % der Erkrankten wird durch die spéte ,,Late Onset Alzheimer’s Disease (LOAD) gebildet,
welche durch den Erkrankungsbeginn nach dem 65. Lebensjahr charakterisiert ist (BALIN, HUDSON,
2014).

Dariiber hinaus kann anhand zugrundeliegender genetischer Ursachen definitorisch die seltenere,
familidre Alzheimer-Erkrankung (Engl.: Familiar Alzheimer’s Disease, FAD) von der héufigeren,
sporadische Form (Engl.: Sporadic Alzheimer’s Disease, SAD) differenziert werden (DORSZEWSKA
etal., 2016, PIACERI et al., 2013). Die familidre Form der AD macht je nach Quelle zwischen 1 —25 %
aller Alzheimer-Erkrankungen aus und ist durch einen frithen Erkrankungsbeginn vor dem
60. Lebensjahr gekennzeichnet (BIRD, 1993); es existieren also Uberschneidungen mit der EOAD. Als
ursdchlich gelten bei der FAD Mutationen verschiedener Gene von welchen jene des Amyloid Precursor
Proteins (APP) (CHARTIER-HARLIN et al., 1991), Presenilin I (PSEN1) (JANSSEN et al., 2001) und
Presenilin 2 (PSEN2) (EZQUERRA et al., 2003), die unter den zum aktuellen Zeitpunkt bekannten
Mutationen, die am hiufigsten vorkommenden sind. Thre Transkriptions-Produkte sind in den
molekularen Pathomechanismus der Erkrankung involviert (WU et al., 2012). Die sporadische Form der
Alzheimer-Erkrankung ist durch ein spidteres Manifestationsalter gekennzeichnet und ldsst sich
dementsprechend zu einem groflen Teil der LOAD zuordnen.

In genomweiten Assoziationsstudien konnten bei dieser Form der AD als Risikofaktor eine bestimmte
Genvariante des Apolipoproteins E (ApoE), das e4-Allel, ausgemacht werden (YANG et al., 2023;
CORDER et al., 1993; KUUSISTO et al., 1994). Bei ApoE handelt es sich um das am haufigsten im
Gehirn vorkommende Apolipoprotein, wo es fiir elementare Prozesse im Rahmen der Lipidhomdostase

verantwortlich ist, indem es unter anderem den in Form von Lipoproteinen stattfindenden Transport von
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Lipiden zwischen verschiedenen Geweben oder Zellen vermittelt (LIU et al., 2013; MAHLEY, RALL,
2000). Im Zentralen Nervensystem (ZNS) wird das Apolipoprotein E unter physiologischen
Bedingungen in erster Linie durch Astrozyten sezerniert (CHEN et al., 2021; PITAS et al., 1987). Das
ApoE-Gen befindet sich auf Chromosom 19, wo aufgrund eines dort bestehenden Polymorphismus eines
von drei potentiellen Allelen schlieBlich fiir das ApoE codiert (BLOM et al., 2008; KEHOE et al., 1999).
Die mdglichen Allel-Varianten sind ApoE-£2, ApoE-£3 oder ApoE-g4, woraus sich durch die
Kombination der Allele beider elterlichen Chromosomen fiir jedes Individuum ein homozygoter (ApoE-
£2/ApoE-€2, ApoE-£3/ApoE-£3, ApoE-£4/ApoE-€4) oder heterozygoter (ApoE-£2/ApoE-£3, ApoE-
£2/ApoE-e4, ApoE-£3/ApoE-¢4) Genotyp ergibt. Die hiervon ausgehend synthetisierten Proteine
ApoE2, ApoE3 oder ApoE4 unterscheiden sich untereinander darin, welche Aminoséuren sich an den
Stellen 122 und 158 befinden. Diese Unterschiede beeinflussen mafigeblich die Tertidrstruktur des
Proteins und dementsprechend auch dessen Bindungsfahigkeit fiir verschiedene Lipide oder auch des
Am yloids § (LIU etal., 2013; FRIEDEN, GARAI, 2012; CHEN et al., 2011).So wurden in einer grof3en
Metaanalyse, welche Autopsie-Studien von noch nicht an Demenz erkrankten Probanden inkludierte,
bei ApoE-g4-Trigern eine signifikant hohere Last an Amyloid £ als bei ApoE-£2 -oder ApoE-&£3-
Tragern festgestellt (JANSEN et al., 2015). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das
Apolipoprotein E4 im Vergleich zu den Isoformen ApoE2 und ApoE3 mit einer durchschnittlich 2,5-
fach erhohten Anfilligkeit sowie mit einer fritheren klinischen Manifestation der AD assoziiert ist (LIU
etal., 2013; FARRER et al., 1997; CORDER et al., 1993).

In epidemiologischen Untersuchungen wurden liber das ApoE hinausgehende weitere nicht-genetische
Risikofaktoren an einer Alzheimer Demenz zu erkranken, ausgemacht. Zu diesen zéhlt unter anderem
auch eine Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 (Engl.: Type 2 Diabetes, T2D). In verschiedenen
Erhebungen, inklusive daraus hervorgehender Metanalysen, konnte eine signifikante Korrelation
zwischen einer Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 im mittleren Lebensalter und der spéteren
Manifestation einer Alzheimer Demenz festgestellt werden (HAMZE et al., 2022; MALIK et al., 2021;
OTT et al., 1999). Dies soll in Kapitel 5.5.2 ausfiihrlicher diskutiert werden. Seit circa zwei Jahrzehnten
wird zudem eine solche, neben der peripher existierenden, explizit zerebral vorkommende
Insulinresistenz im Zusammenhang mit AD diskutiert (NGUYEN et al., 2020). Im Jahr 2005 wurde
diese durch Steen et al. als Diabetes mellitus Typ 3 bezeichnet, nachdem sie in postmortalen AD-
Gehirnen eine verminderte Expression der Gene, die fiir den Insulin-Rezeptor (IR) und Insulin-Like

Growth-Factor-Rezeptor (IGF1-R) kodieren, nachweisen konnten (STEEN et al., 2005).
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2.1.3.  Molekulare Grundlagen der Alzheimer-Krankheit
Molekulare Grundlage der Alzheimer-bedingten Neurodegeneration bilden nach heutigem Verstandnis
insbesondere die extrazelluldre Akkumulation des Amyloid-S-Peptids sowie die intrazelluldren

Konglomerate von hyperphosphoryliertem Tau. Diese Pathologien wurden in neuronalen Gehirnzellen

von AD-Patienten als ko-existierend gefunden (GRUNDKE-IQBAL et al., 1989).

2.1.3.1. Akkumulation von Af
Als einer der maf3geblichen Charakteristika der Alzheimer Demenz gilt die extrazelluldre Akkumulation
des Peptids Amyloid § zu sogenannten 8-Amyloid-Plaques (CHEN et al., 2017; O'BRIEN, WONG,
2011; HAASS, SELKOE, 1993), welche auch Alois Alzheimer im zerebralen Kortex seiner Patientin
Auguste Deter als pathologisch erkannte (ALZHEIMER, 1907).
Mittlerweile ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus der Entstehung dieser Pathologie
grundlegend verstanden. Bei AS handelt es sich um, je nach Anzahl an enthaltenen Aminoséuren, circa
4 kDa schweres Peptid (GLENNER, WONG, 1984), welches im Rahmen des physiologischen zelluldren
Metabolismus durch eine proteolytische Spaltung, einer sogenannten Prozessierung, aus seinem
Vorlauferprotein (Engl.: Amyloid Precursor Protein, APP) freigesetzt wird.
Kommt es, so wie bei der Alzheimer Demenz, zu einer Dysbalance aus der Bildung und dem Abbau
von Af, so bilden sich fibrillire Aggregate, welche sich schlieBlich in Form der f-Amyloid-Plaques
zusammenlagern (HARDY, HIGGINS, 1992) und eine zytotoxische Wirkung auf Zellen ausiiben
(CHEN et al., 2017; LAMBERT et al., 1998).
Das Amyloid-Vorlduferprotein (APP) ist ein Typ-I-Transmembranprotein (LI et al., 1999; KANG et al.,
1987) und wird beim Menschen auf Chromosom 21 codiert (YOSHIKALI et al., 1990). Aufgrund von
alternativen Splicing-Prozessen im Rahmen der Transkription entstehen meist eines der drei, von
insgesamt zehn existierenden, APP-Isoformen APP770, APP751 oder APP695 mit ihrer entsprechenden
Anzahl an 770, 751 oder 695 Aminosduren. APP wird in verschiedenen Geweben und Zellen, wie
Keratinozyten der Epidermis, Adipozyten des Fettgewebes und zerebralen Neuronen — hier vor allem in
Form des APP695 — exprimiert (PUIG, COMBS, 2013; LEE et al., 2008; HOFFMANN et al., 2000; LI
et al., 1999). In seiner Funktion als Oberflachenrezeptor ist es an verschiedenen zelluldren Prozessen
beteiligt (MULLER, ZHENG, 2012): So ist es unter anderem im murinen Modell in die Differenzierung
von Neuronen (HUNG et al., 1992) als auch in die Zelladhdsion sowie damit einhergehende
Synaptogenese involviert (BAUMKOTTER et al., 2012; WANG et al., 2005).
Im Rahmen der APP-Prozessierung kommt es zur proteolytischen Abspaltung von Peptid-Fragmenten
durch verschiedene Sekretasen: Es lassen sich, je nachdem, durch welche Sekretasen dies durchgefiihrt
wird, der anteilig seltenere ,,amyloidogene”, also Af-erzeugende und durch die - und y-Sekretase
durchgefiihrte Prozessierungsweg von dem nicht-amyloidogenen, durch die a- und y-Sekretase
ausgefiihrten Prozessierungsweg unterscheiden (ZHANG et al., 2012; ZHANG et al., 2011).
Bei der amyloidogenen Prozessierung erfolgt der primire Schnitt des APP iiber das membranstindige
Enzym (-Sekretase (Engl.: f-site APP cleaving enzyme, BACE) am extrazelluldren N-terminalen Teil
des APP (SINHA et al., 1999; VASSAR et al., 1999). Hierdurch wird das 16sliche APP-Fragment
9
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sAPPB (Engl.: soluble B-secreted APP) in den Extrazelluldrraum freigesetzt. In der Zellmembran
verbleibt das sogenannte SCTF (Engl.: f-cleaved C-terminal fragment), welches daraufhin durch die
aus mehreren Proteinen bestehende y-Sekretase geschnitten wird. Bei dieser handelt es sich um ein
membranstdndiges Enzym, das als heterotetramerer Proteinkomplex aus erstens der Aspartatprotease
Presenilin (Presenilin 1, PSEN1 oder Presenilin 2, PSEN2), zweitens dem Presenilin-Verstarker
(Engl.: Presenilin Enhancer 2, PEN-2), drittens Nicastrin und viertens dem anterioren Pharynxdefekt
(Engl.: Anterior Pharynx-Defective 1, APH-1) besteht (CARROLL, LI, 2016; ZHANG et al., 2014;
KIMBERLY et al., 2003). Durch den y-Sekretase-Schnitt entstehen das nach extrazelluldr abgespaltene
ApB-Peptid und das intrazelluldr verbleibende AICD (Engl.: APP intracellular domain) (PARDOSSI-
PIQUARD, CHECLER, 2012, PASSER et al., 2000). Dieses wird im Zytosol durch die Bildung eines
Komplexes mit den Kofaktoren Fe65 und TIP60 vor seinem Abbau geschiitzt (FIORE et al., 1995) und
kann in den Zellkern gelangen, wo es unter anderem seine eigene Transkription als auch jene des AfS-
degradierenden Enzyms Neprilysin reguliert (GRIMM et al., 2015; MINOPOLI et al., 2012; CAO,
SUDHOF, 2001).

Das nach dem Schnitt der y-Sekretase nach extrazelluldr abgespaltene A kann eine Lange von 37 bis
43 Aminosduren haben, wobei die aus 40 oder 42 Aminoséduren bestehende Peptide (Af40 oder Af42)
am hédufigsten gebildet werden (HAASS et al., 2012). Insbesondere Af42 ist mit der Alzheimer-
Erkrankung assoziiert, da es aufgrund seiner Existenz zweier zusétzlicher hydrophober Aminosiuren
die hohere Tendenz zur Aggregation zeigt (BARTOLINI et al., 2011; FINDEIS, 2007). Die AS-Peptide
lagern sich zunédchst zu Oligomeren und schlieBlich zu den AD-typischen f-Amyloidplaques
zusammen, welche eine zytotoxische Wirkung zeigen (HUANG, LIU, 2020; MICHAELS et al., 2020).
Hierfiir werden verschiedene Griinde, wie die Zerstérung der Zellmembran-Integritdt und ein damit
einhergehender Calcium-Influx (BODE et al., 2019; YASUMOTO et al., 2019) sowie die Aktivierung
pro-apoptotischer Signalwege (KUMARI et al., 2023; SATOU et al., 1995) angefiihrt.

Bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird der erste Schnitt des APP durch die a-Sekretase
ausgefiihrt (POSTINA et al., 2004; LAMMICH et al., 1999). Es existieren verschiedene a-Sekretasen,
wobei im neuronalen Gewebe insbesondere ADAMI10 eine entscheidende Rolle bei der APP-
Prozessierung spielt (HSIA et al., 2019; KUHN et al., 2010). Es kommt zur Freisetzung des 16slichen
a-sezernierten APP  (Engl.: Soluble APPa, sAPPa) nach extrazelluldr, fir welches in vitro und
in vivo eine Involvierung in neuronale Proliferation und unter anderem auch protektive, antioxidative
Eigenschaften gegeniiber AfS nachgewiesen werden konnten (CHASSEIGNEAUX, ALLINQUANT,
2012). Das in der Zellmembran verbleibende aCTF (Engl.: a-cleaved C-terminal Fragment) wird durch
die y-Sekretase geschnitten, was zu einer Bildung des intrazellularen AICD sowie einer Freisetzung von
p3 nach extrazellular fiihrt ( SIEGEL et al., 2017; DULIN et al., 2008).

In Kontext der APP-Prozessierung, welche maf3geblich in der Zellmembran stattfindet, aber auch unter
Beriicksichtigung des in Kapitel 2.1.2 beschriebenen Risikofaktors Trager des ApoE &4-Allels zu sein,
wird die Relevanz von Lipiden ersichtlich. Die an der APP-Prozessierung beteiligten Enzyme, inklusive

des APPs selbst, sind in der aus einer Lipiddoppelschicht bestehenden Zellmembran lokalisiert.
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Insbesondere die 5- und y-Sekretase konnten in spezifischen Regionen der Zellmembran, sogenannter
Lipid Rafts, nachgewiesen werden (KAO et al., 2020, MOLL et al., 2021). Diese Lipid Rafts sind
Strukturen der Zellmembran, welche sich durch ihre spezifische Zusammensetzung aus Cholesterin und
Sphingolipiden sowie einem erniedrigten Gehalt an ungesittigten Fettsduren (Engl.: Unsaturated Fatty
Acids) von der restlichen Zellmembran unterscheiden (LAUDE, PRIOR, 2004; SIMONS, IKONEN,
1997). Lipid Rafts sind an Prozessen der Zelladhédsion oder Signaltransduktion beteiligt, indem sie den
daran beteiligten Proteinen ermoéglichen, sich zu gruppieren (SIMONS, TOOMRE, 2000). Im
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen konnte ein verdnderter Lipidmetabolismus, mit
in Konsequenz auch verdnderter Organisation der in neuronalen Zellen existierenden Lipid Raffts,
festgesellt werden (GRASSI et al., 2020). Es konnte gezeigt werden, dass die APP-Prozessierung durch
Veranderungen der Lipid Raft-Zusammensetzung moduliert werden kann (LEMKUL, BEVAN, 2011).
Ein erhohter Cholesterin-Gehalt konnte in verschiedenen in vitro und in vivo-Studien mit einer
vermehrten Af-Akkumulation in Zusammenhang gebracht werden (CORDY et al., 2006;
FASSBENDER et al., 2001).

2.1.3.2. Tau-Pathologie
Eine weitere mafigebliche, mit der Alzheimer Demenz im Zusammenhang stehende, Pathologie zeigt
sich in Form sogenannter Neurofibrillary Tangles (,,Neurofibrillare Tangles*), welche hauptsichlich
aus hyperphosphoryliertem Tau bestehen (NASERI et al., 2019; AVILA, 2006; GRUNDKE-IQBAL et
al., 1986; IHARA et al., 1986; BRION J, 1985).
Bei Tau handelt es sich um ein intrazelluldres Protein, welches von verschiedenen neuronalen Zellen
exprimiert wird und dort mit Mikrotubuli assoziiert ist (Engl.: Microtubule Associated Protein, MAPT),
indem es deren Zusammenbau und Stabilitit fordert. Es wird durch das gleichnamige Gen MAPT
codiert, das auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (17g21) lokalisiert ist, liber 16 Exons verfiigt und
nach seiner Transkription verschiedenen Splicing-Prozessen unterliegt (RAWAT et al., 2022; WEI,
ANDREADIS, 1998; WEINGARTEN et al., 1975). In Gehirnen von AD-Patienten konnten post
mortem intrazellulire Anreicherungen von abnormal hyperphosphoryliertem Tau gefunden werden
(GRUNDKE-IQBAL et al., 1986), was seine Bindung an Mikrotubuli beeintrichtigt (BRAMBLETT et
al., 1993). Es polymerisiert bevorzugt zu als ,,Tangles* gepaarten, schraubenférmigen Filamenten
(Engl.: Paired Helical Filaments, PHFs) (ALONSO et al., 2001), welche sich als der Hauptbestandteil
der NFTs prasentieren. Die Tau-Oligomere konnen intrazelluldr akkumulieren und in murinen Modellen
unter anderem die ribosomale Proteinbiosynthese (KOREN et al., 2019), die mitochondriale Funktion
(LASAGNA-REEVES et al., 2011) und den axonalen Transport (CUCHILLO-IBANEZ et al., 2008)
beeintrichtigen, was neurotoxische Wirkungen haben kann (FARIAS et al., 2011).
Braak et al. konstatierten 1991, dass die ,,Neurofibrilliren Tangles* bei der Alzheimer Demenz einem
typischen, mit dem klinischen Krankheitsstadium korrelierbaren, Verteilungsmuster folgten und teilten
die Erkrankungen so in sechs Verlaufsstadien ein, die bis heute ihre Anwendung finden (BRAAK,
BRAAK, 1991).
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2.2.Reaktive Oxidative Spezies
Der Begriff ,,Oxidativer Stress* beschreibt eine Dysbalance zwischen der Bildung reaktiver oxidativer
Sauerstoffspezies (Engl.: Reactive Oxidative Species, ROS) und den gegenregulierenden Mechanismen
(SNEZHKINA et al., 2019; SALIM, 2017). ROS sind ein Nebenprodukt des physiologischen
Zellmetabolismus und werden innerhalb der Zelle iiberwiegend in den Mitochondrien nachgewiesen
(BALABAN et al., 2005).
Diese Organellen sind der Ort der stark sauerstoffbediirftigen Atmungskette und oxidativen
Phosphorylierung (Engl.: Oxidative Phosphorylation, OXPHOS), bei welchen das Prinzip der bei
Redoxreaktionen stattfindende Elektroneniibertragung zur Energiegenerierung genutzt wird (GREEN,
ODA, 1961). Die Atmungskette sitzt in der inneren Mitochondrienmembran (Engl.: Inner
Mitochondrial Membrane, IMM) und besteht aus vier hintereinander geschalteten Proteinkomplexen
(Komplex I — IV). Hier werden Elektronen aus den in vorherigen Stoffwechselprozessen generierten
Reduktionsiquivalenten NADH+H" und FADH; entlang der vier Komplexe von einem hoheren auf ein
niedrigeres Energieniveau transportiert, um schlielich im Komplex IV mit Sauerstoff (O,) zu Wasser
(H20) zu reagieren. Wiahrend dieses Prozesses wird an jedem der vier Proteinkomplexe Energie frei,
welche verwendet wird, um Protonen aus der mitochondrialen Matrix iiber die IMM in den
Intermembranraum (Engl.: Intermembrane Space, IMS) zu pumpen — also einen Protonengradienten
aufzubauen. Dieser Protonengradient kann schlie8lich durch die ebenfalls in der IMM sitzende 4TP-
Synthase genutzt werden, um aus Adenosindiphosphat (ADP) plus anorganischem Phosphat den
universellen Energietrdger Adenosintriphosphat (ATP) zu synthetisieren (VERCELLINO, SAZANOV,
2022; KUHLBRANDT, 2019; BIANCHI et al., 2004; KAGAWA, RACKER, 1966; TISDALE et al.,
1963).
Als Nebenprodukt des gesamten Prozesses werden an den Proteinkomplexen freie Elektronen (e7)
generiert, welche in dem ,,sauerstoffreichen” Milieu Radikalbindungen mit Sauerstoff-Molekiilen
eingehen und so das Superoxidradikal (O™) erzeugen. Dieses zeigt sich aufgrund des zusatzlichen freien
AuBenelektrons als hochreaktiv und instabil und wird durch verschiedene kopereigene, antioxidativ
wirkende Enzyme abgebaut. So wandeln die Superoxiddismutasen (SOD1, SOD2, SOD3) es
enzymatisch in das reaktive Wasserstoffperoxid (H>0,) um, welches wiederum durch weitere Enzyme
wie Katalase (Engl.: Catalase, CAT) und Glutathion-Peroxidasen (GPXs) zu Wasser abgebaut wird
und so die Mitochondrien als auch die Zelle vor durch die Radikale verursachten Schaden schiitzt (JENA
et al., 2023; HEINRICH et al., 2022h).
Nicht nur in den Mitochondrien, sondern auch in den Peroxisomen — kleinen Organellen mit max. 1 uM
Durchmesser — werden im Rahmen der dort stattfindenden -Oxidation der verzweigt oder langkettigen
Fettsduren ROS in Form von Wasserstoffperoxid generiert (HEINRICH et al., 2022b; FRANSEN et al.,
2012; BOVERIS et al.,, 1972). Im Rahmen der Immunabwehr machen sich Makrophagen oder
neutrophile Granulozyten beim sogenannten Oxidative Burst explizit reaktive Sauerstoffspezies zur
Eliminierung pathogener Keime zunutze: Verschiedene Enzyme, wie die NADPH-Oxidase,

Superoxiddismutase, Myeloperoxidase oder Katalase generieren aus Sauerstoff zundchst durch
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Reduktion Superoxidanionen (O™) und schlieBBlich Wasserstoffperoxid (H,0O-), Hydroxylradikale (OH")
sowie Hypochloritionen (OCI") (HEINRICH et al., 2022h; HEINRICH et al., 2022;).

Bei fehlender Kompensation erzeugen die verschiedenen reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle iiber
das normale Maf} hinausgehende Schéden an mitochondrialer DNA, Aminoséuren und Proteinen sowie
Lipiden (JUAN et al., 2021; SU et al., 2019; NISSANKA, MORAES, 2018; NYSTROM, 2005). So
generieren Hydroxyperoxyradikale Lipidperoxidationen, indem sie Kohlenstoff-Doppelbindungen
angreifen, welche sich insbesondere in mehrfach ungesittigten Fettsduren (Engl.: Polyunsatured Fatty
Acids, PUF As) finden. Als Folge kann es bei einer Peroxidation von Membranlipiden zu Verdnderungen
der Fluiditit und Permeabilitit der Zellmembran, Porenbildung als auch Verringerung der
Membrandicke kommen (YADAV et al., 2019; CWIKLIK, JUNGWIRTH, 2010; WONG-EKKABUT
et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass die Produkte der Lipidperoxidation an verschiedenen
zelluldren Signaltransduktionswegen beteiligt sind. Sie konnten in in vitro-Studien den intrinsischen und
extrinsischen Apoptoseweg induzieren und die Autophagie regulieren (SU et al., 2019; GASCHLER,
STOCKWELL, 2017; DODSON et al., 2017).

Das Gehirn zeigt sich besonders pradisponiert fir oxidativen Stress und die daraus folgenden
Konsequenzen. Dies ergibt sich zum einen aus seinem hohen Energie- und Sauerstoffbedarf, als auch
der Tatsache, dass Lipide circa die Halfte seines Trockengewichts ausmachen (COBLEY et al., 2018;
SALIM, 2017). Lipidomics-Analysen zeigten, dass die Zellmembranen neuronaler Zellen zu circa 50 %
aus Phospholipiden, zu 40 % aus Glykolipiden sowie zu 10 % aus Cholesterin bestehen (KAO et al.,
2020). Die darin enthaltenen Fettsduren, sind je nach Spezies, zu 25 — 30 % mehrfach ungesittigte
Fettsduren (Engl.: Polyunsaturated Fatty Acids, PUFAs), deren Fluiditdt und Integritdt durch eine
Lipidperoxidation beeintrichtigt werden kann (YADAV et al., 2019; WIKTOROWSKA-OWCZAREK
et al., 2015). Ein Uberschuss an ROS konnte in verschiedenen Untersuchungen mit dem
Alterungsprozess und verschiedenen Erkrankungen assoziiert werden: So konnte in Studien ein
Zusammenhang zu neurodegenerativen Erkrankungen, Diabetes mellitus oder Krebs gefunden werden,
fiir die oxidativer Stress einerseits als beschleunigender Pathomechanismus als auch als potentiell
kausale Ursache diskutiert wird (ARDANAZ et al., 2022; JELIC et al., 2021; COLLIN, 2019; LUC et
al., 2019; ANGELOVA, ABRAMOV, 2018; KUDRYAVTSEVA et al., 2016).
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2.3. Zucker und Sii3stoffe
Der in den vergangenen Jahrzehnten verzeichnete Anstieg von Ubergewicht, Adipositas und Diabetes
mellitus Typ 2 (REED et al., 2021; ARROYO-JOHNSON, MINCEY, 2016; INSTITUTE FOR
HEALTH METRICS AND EVALUATION, 2019; GUARIGUATA et al., 2014) ldsst sich mit
veranderten Lebensbedingungen inklusive verminderter kdrperlicher Aktivitdt und des Konsums einer
hochkalorischen, fett- und zuckerreichen Nahrung in Zusammenhang bringen (CLEMENTE-
SUAREZ et al., 2023; KOPP, 2019). Der tiblicherweise zum Siilen verwendete ,,Haushaltszucker*
Saccharose (Engl.: Sucrose) ist ein Disaccharid aus den zwei Monosacchariden Fructose und Glucose.
Sie wird durch das Enzym Saccharase der intestinalen Mukosa in die beiden Monosaccharide
aufgespalten und verfligt tiber einen Energiegehalt von circa 4 kcal pro Gramm. Auf metabolischer
Ebene 16st eine langfristig iibermidBige Aufnahme von Kohlenhydraten eine vermehrte
Insulinsekretion mit folglich erhhtem Risiko fiir die Entwicklung einer peripheren Insulinresistenz
aus, welche das pathologische Charakteristikum bei der Erkrankung Diabetes mellitus Typ 2 darstellt
(HEINRICH et al., 2022a). Diese soll in Kapitel 5.5.2. nochmal genauer beschrieben werden.
Seit den 1970er-Jahren hat sich dariiber hinaus die Zusammensetzung der hinzugefiigten Zucker in
industriell hergestellter Nahrung verdndert: Im Jahre 2011 wurden laut Schitzungen unter den fiir die
US-Bevolkerung zur Verfligung stehenden siilen kalorischen Lebensmittel bereits mehr als 30 %
durch sogenannten High Fructose Corn Syrup (HFCS) reprasentiert. Dieser wird in Deutschland auch
als Fructose-Glucose-Sirup oder Isoglucose bezeichnet und zeigt sich in der Herstellung
kostengiinstiger (HALEY, 2012). HFCS wird aus Maisstirke gewonnen, indem sie enzymatisch in
ihren Baustein — das Monosaccharid Glucose — abgebaut wird. Die Glucose wird anteilig in Fructose
umgewandelt, sodass schlieflich ein aus Glucose- und Fructose-Monosacchariden bestehender HFCS
mit anteilig mehr Fructose vorliegt.
Auf chemischer Ebene ist Fructose mit sechs Kohlenstoff-, sechs Sauerstoff- und zwolf
Wasserstoffatomen (CsH120¢) der Glucose dhnlich, unterscheidet sich aber aufgrund seiner am C2-
Atom lokalisierten Ketogruppe. Die initiale Absorption erfolgt zunéchst iiber den Glucosetransporter
GLUTS an den apikalen Enterozyten in den Blutstrom; in den Hepatozyten wird Fructose dann iiber
GLUT?2 aufgenommen, wo seine hauptsachliche Metabolisierung stattfindet. Der enzymatisch initiale
Schritt des Fructose-Abbaus besteht in Phosphorylierung durch die Hexokinase und kann zu einem
intrazelluldren ATP-Mangel fiihren. Das im weiteren Abbau entstehende Acetyl-CoA kann iiber den
Citratzyklus direkt in die De Novo Lipogenese miinden und somit auf lange Sicht eine nicht-
alkoholische Fettlebererkrankung (Engl.: Nonalcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) begiinstigen.
Zudem wird Fructose auf genetischer Ebene mit einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Carbohydrate Response Element (ChREBP) diskutiert, welcher die Transkription von Genen fiir
Proteine, die an der Gluco- und Lipogenese beteiligt sind, aktiviert (HEINRICH et al., 2022a; JUNG
et al., 2022; TASKINEN et al., 2019).
So wird eine mogliche Kausalitit zwischen der seit den 1970er-Jahren zunehmenden Verwendung von

HFCS in Nahrungsmitteln und dem seitdem verzeichneten Anstieg von Adipositas diskutiert. Auf
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Grundlage verschiedener Interventionsstudien, welche keine Unterschiede zwischen der Aufnahme
von HFCS und Saccharose beziiglich verschiedener metabolischer Parameter feststellten, wird diese
jedoch kritisch bewertet (MAX-RUBNER-INSTITUT, 2017).

Der weltweite Anstieg an metabolischen Erkrankungen fiihrt neben einer individuellen Einschrankung
der Lebensqualitédt auch zu einer immensen gesamtgesellschaftlichen und 6konomischen Belastung in
Form von sowohl kurz- als auch langfristigen Kosten (APOVIAN, 2016).

In den vergangenen Jahren erfuhr der Markt von Nahrungszusitzen, welchen den hochkalorischen
Zucker ersetzen, einen starken Aufschwung (WALBOLT, KOH, 2020; MALEK et al., 2018;
SYLVETSKY et al., 2017a; SYLVETSKY, ROTHER, 2016; SYLVETSKY et al., 2012). Die als
zuckerfrei deklarierten Produkte werden mit Zuckeralternativen gesiifit, die sich insgesamt unter dem
Begriff ,,StiBungsmittel*“ zusammenfassen lassen und in kalorische und nicht-kalorische Substanzen
unterschieden werden koénnen. Bei ersteren handelt es sich um sogenannte chemische Polyole
(Zuckeralkohole), wie beispielsweise Mannitol (E 421), Xylit (E 967) oder Sorbitol (E 420), welche
pro Gramm eine nur 0,4-fache (im Falle von Mannitol) bis 0,65-fache (im Falle von Sorbitol)
Energiedichte im Vergleich zu Saccharose haben (MASCHKOWSKI et al., 2022; GUPTA, 2018). Die
nicht-kalorischen Siifungsmittel werden auch als Siifistoffe bezeichnet (Engl.: Non-nutritive
Sweetener, NNS), umfassen beispielsweise Acesulfam-K (E 950) oder Aspartam (E 951) und verfiigen
iiber eine 30-fach (im Falle von Cyclamat) bis 8000-fach (im Falle von Neonatam) hohere StiBkraft
als Saccharose. So kdnnen sie bereits in kleinsten Mengen zum Siiflen verwendet werden, sodass die
Nahrung, in welcher sie enthalten sind, einen dementsprechend geringeren Kaloriengehalt hat
(WALBOLT, KOH, 2020; CHATTOPADHYAY et al., 2014).

Bei dem SiiB3stoff Aspartam (IUPAC-Name: Methy!l L-a-aspartyl-L-phenylalaninat) handelt es sich
chemisch um den Methylester eines Dipeptids aus Phenylalanin und Asparaginsdure mit der
Summenformel Ci4HisN2Os (siehe Abbildung 3) (CHOUDHARY, PRETORIUS, 2017). Die
Herstellung erfolgt durch die chemische Kopplung des L-Phenylalanin-Methylesters an L-
Asparaginsdure, wobei Aspartam in seiner siilenden a-Form sowie der nicht-siiBenden S-Form
entsteht. Letzteres wird enzymatisch abgetrennt, sodass nur noch a-Aspartam iibrig bleibt
(RAYMOND C. ROWE et al., 2006). Darauffolgende Herstellungsschritte umfassen die
Kristallisierung, Entfarbung, Filtration, Sterilisation bei 105 °C sowie die Trocknung
(CHOUDHARY, PRETORIUS, 2017). Das finale Produkt erscheint makroskopisch als weifes,
kristallines Puder und verfiigt iiber eine 200-fach stdrkere Siifkraft als Saccharose. Mit einer
Energiedichte von circa vier Kilokarien pro Gramm ist die von Aspartam mit jener von Saccharose
vergleichbar, kann jedoch in 200-mal geringeren Mengen eingesetzt werden und geht somit mit einer
deutlich niedrigeren Kalorienbilanz einher. Der Einsatz von Aspartam ist weitestgehend auf jenen als
Siistoff begrenzt, dort aber in einer Vielzahl an Produkten, wie Softdrinks, Sirups, Kaugummis,
Puddings, Proteinriegeln oder Nahrungsergdnzungsmitteln enthalten (SCHORB et al., 2023;
MAGNUSON et al., 2007).
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Abbildung 3: Strukturformel von Aspartam.
Bei dem Molekiil Aspartam handelt es sich um einen Methylester des Dipeptids aus Asparaginsidure und
Phenylalanin.

Aufgrund zahlreicher, teilweise widerspriichlicher Studiendaten beziiglich der gesundheitlichen
Sicherheit von Aspartam, wurde ein Einsatz in Nahrungsmitteln viele Jahre kontrovers diskutiert
(CZARNECKA et al., 2021). Die Europidische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (Engl.: Furopean
Food Safety Authority, EFSA) stufte in einer Empfehlung im Jahr 2013 eine tiglich maximale
Aufnahmemenge von 40 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht als unbedenklich ein.
Ausgeschlossen von dieser Empfehlung wurden Patienten, welche an der sogenannten Phenylketonurie
erkrankt sind, da diese kein bzw. nur in geringsten Mengen Phenylalanin-enthaltenden Lebensmittel zu
sich nehmen diirfen (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA), 2013). Seit 2017 erfolgten
durch die EFSA mehrmals Aufrufe zur Einreichung neuer Daten anhand derer verschiedene
SitiBungsmittel, hierunter auch Aspartam, neu bewertet werden sollen. Aspekte der Neubewertung sollen
unter anderem die Partikelgrole als auch der Einsatz verschiedener Konzentrationen darstellen
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA), 2021). Die US-amerikanische Bundesbehdrde
zur Lebens- und Arzneimittel-Uberwachung (Engl.: U.S. Food and Drug Administration, FDA)
empfichlt eine tdgliche Maximaldosis von 50 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht

(U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2023).
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2.4. Fragestellung der Arbeit
Der Siifistoff Aspartam hat mittlerweile als Zuckerersatz in den verschiedensten Nahrungsmitteln fast
auf der ganzen Welt Einzug in die alltdgliche Erndhrung erhalten und wird von vielen Menschen bewusst
konsumiert. Andere nehmen den Siifistoff, in Unwissenheit iiber die Tatsache, dass sich dieser in der
Zutatenliste eines Nahrungsmittels befindet, unbewusst zu sich (SYLVETSKY et al., 2017b).
Gleichzeitig wird Aspartam in der Wissenschaft aufgrund uneindeutiger Studienergebnisse beziiglich
potentiell gesundheitsgefdhrdender Eigenschaften immer noch kontrovers diskutiert. In verschiedenen
in vivo-und in vitro-Studien, konnte gezeigt werden, dass Aspartam zu erhohten Markern fiir oxidativen
Stress fiihrt. Insbesondere im murinen Gehirn lieBen sich Hinweise auf zerebralen oxidativen Stress und
Auffilligkeiten im Verhalten sehen (ASHOK et al., 2015; ASHOK et al., 2014; IYYASWAMY,
RATHINASAMY, 2012).
Oxidativer Stress wird mit der Pathogenese verschiedener Krankheiten, wie Diabetes mellitus,
Karzinomen oder auch neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Alzheimer Demenz, assoziiert
(ASMAT et al., 2016; KAO et al., 2020). Auf molekularer Ebene zeigen sich hier Sauerstoffradikale,
welche zur Peroxidation verschiedener intrazelluldrer Molekiile, wie DNA oder Lipiden fithren und so
deren Funktion modifizieren (JUAN et al., 2021; NISSANKA, MORAES, 2018). Lipide spielen zudem
eine elementare Rolle in der zelluldren Physiologie aber auch Pathophysiologie von Erkrankungen. Sie
konnen durch reaktive oxidative Sauerstoffspezies beeintrachtigt werden (SU et al., 2019) und werden
im Rahmen der Alzheimer Demenz innerhalb der Lipid Rafts von Zellmembranen mit einer verdnderten
APP-Prozessierung in Verbindung gebracht (GRASSI et al., 2020).
Zum aktuellen Zeitpunkt existieren keine Studien, welche die Auswirkung des Sii3stoffs Aspartams auf
die zelluldre Lipidhomdostase vor dem Hintergrund entstehenden oxidativen Stresses untersuchen.
Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen wurde die in der hier vorliegenden Forschungsarbeit
prasentierte Studie konzipiert: Eine in der neurologischen Grundlagenforschung haufig verwendete
Neuroblastom-Zelllinie (SH-SYS5Y WT) wurde mit einem Aspartam enthaltenden Ndhrmedium
inkubiert und im Vergleich zu Zellen, welche ein Kontrollmedium erhielten, in verschiedenen
Versuchen ausgewertet. Da Aspartam nach seiner oralen Aufnahme potentiell in seine drei Metabolite
gespalten wird, wurden dieselben experimentellen Erhebungen auch fiir die drei Aspartam-Metabolite
in Kombination durchgefiihrt, um zu vergleichen, inwiefern Aspartam und die Aspartam-Metabolite
vergleichbare oder sich unterscheidende Effekte aufzeigen. Hierfiir erfolgte zunidchst eine
zellmorphologische Begutachtung der Zellpraparate mittels Elektronenmikroskopie. Weitere Versuche
umfassten eine massenspektrometrische Untersuchung verschiedener Lipidklassen, die Messung
oxidativen Stresses mit APF-Assays und auch die Genexpression verschiedener antioxidativ wirkender
Enzyme.
Anhand der hierdurch gewonnen in vitro-Daten sollen Schlussfolgerungen beziiglich einer potentiellen
Wirkung des Sii3stoffes insbesondere hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen gezogen werden,

bei welchen oxidativer Stress und die Lipidhomoostase eine maligebliche Relevanz spielen.
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3. Material und Methoden
3.1. Materialien

3.1.1. Materialien und Chemikalien

Material und Methoden

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Materialen und Chemikalien.

Material

Hersteller/ Lieferant

6-Well-Platte (Zellkultur)

Corning Incorporated, Corning (USA)

96-Well-Filterplatte

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

96-Well Mikrotitrierplatte, Rundboden, durchsichtig

Corning Incorporated, Corning (USA)

96-Well Mikrotitrierplatte, Flachboden, schwarz

Corning Incorporated, Corning (USA)

96-Well Deepwell Platte

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

96-Well Piko PCR Platte

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Agar-Agar

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

Aminophenylfluoreszein

Ammonium-Acetat

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

Aspartam
(L-a-Aspartyl-L-phenylalanin-methylester)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

Calciumchlorid (CaCly)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Cardiolipin Assay Kit (ab241036)

Abcam, Berlin (Deutschland)

Carnitin Standard
(Octanoyl-L-carnitine d3)

Supelco®  Analytical
(Deutschland)
(Bestell-Nr. 53230)

via Merck, Darmstadt

Carnitin
(Palmitoyl-L-carnitine d3)

Supelco®  Analytical
(Deutschland)
(Bestell-Nr. 55107)

via Merck, Darmstadt

Chloroform, HPLC-Grad

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Cytotoxicity Detection Kit
(fur “LDH-Assay”)

Roche, Mannheim (Deutschland)

Dodecenylbernsteinsdureanhydrid

Serva, Heidelberg (Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High
Glucose Medium

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
No Glucose Medium

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
No Phenol Red

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Diacyl-Phosphatidylcholin (PC aa) Standard
(06:0 PC (DHPC))

Avanti  Polar  Lipids®,  Acton

(Bestell-Nr. 850305P)

(USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

dNTPs

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
Vilnius (Litauen)

DNA-Polymerase

Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific,
Vilnius (Litauen)

D-Fructose Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)
D-Galactose Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)
D-Glucose Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

ECL-Hyperfilm

Amersham by Cytivia Life Sciences, Marlborough
(USA)

Einmalspritze Injekt® (10 ml)

B. Braun, Melsungen (Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

Ethanol, HPLC-Grad

Fisher Chemical, Loughborough (UK)
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Ethidiumbromid

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

Fast SYBR Green Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Fetales Calf Serum (FCS)

GE Healthcare Life Science, Utah (USA)

Glasflaschchen (1,5 ml), braun

Wheaton®, Millville (USA)

Glasspitzen

neoLab®, Heidelberg (Deutschland)

Glutaraldehyd-Losung

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Glycidether

Serva, Heidelberg (Deutschland)

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Isopropanol, HPLC-Grad

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Kupfer(Il)-sulfat Pehnhydrat (CuSO4x 5H20)

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

Kryoréhrchen, 1,6 ml (CryoPure)

Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland)

L-Asparaginsiure

Alfa Aesar by Thermo Fisher Scientific, Kandel
(Deutschland)

L-Glutamin-Lésung (200 mM)

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

L-Phenylalanin

Alfa Aesar by Thermo Fisher Scientific, Kandel
(Deutschland)

Magnesiumchlorid (MgClz)

Carl Roth®, Karlsruhe (Deutschland)

Magnesiumsulfat (MgSOs4)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

MEM Nicht-essenzielle Aminosiure-Losung (NEAA)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

Methanal, HPLC-Grad

Electron Microscopy Science, Hatfield (USA)

Methanol, HPLC-Grad

Fisher Chemical, Loughborough (UK)

Methylnadinsdureanhydrid

Serva, Heidelberg (Deutschland)

MicroFine Einmalspritze, 1 ml

Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)

Natriumcacodylat-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Natriumchlorid (NaCl)

VWR, Ismaning (Deutschland)

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Natriumpyruvat-Losung (100 mM)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)

Osmiumtetroxid (OsO4)

Polyscience Inc., Warrington (USA)

Paraformaldehyd 32 % Aqueous Solution

Electron Miscropy Sciences, Hatfield (USA)

Pasteur-Pipetten aus Plastik (1ml)

VWR, Ismaning (Deutschland)

PCR Mycoplasma Test Kit I/C

PromoCell, Heidelberg (Deutschland)

PCR-Reaktionsgefal (200 pl)

Biozym  Scientific,  Hessisch ~ Oldendorf

(Deutschland)

Penicillin-Streptomycin Losung (10.000 U/ml)

Life Technologies/ Thermo Fisher Scientific

Petrischale (92x16 mm), transparent
(,,10 cm-Schale®)

Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland)

Phenylisothiocyanat (PITC)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Phosphatidylethanolamin Standard
(08:0 PE)

Avanti Polar Lipids®, Acton (USA) (Bestell-Nr.
999994P)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

PowerUp ™ SYBR® Green Master Mix

Applied Biosystems, Waltham (USA)

Pipettenspitzen, Plastik

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Propidiumiodid (PI)

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Propylenoxid

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Pyridin, HPLC-Grad

Sigma Aldrich, St. Louis (USA)

Reaktionsgefal3 (1,5 ml) mit Klapp-Deckel
(,,1,5-ml-Eppendorfgefali*)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Reaktionsgefa3 (2 ml) mit Klapp-Deckel
(,,2-ml-Eppendorfgefai)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Reaktionsgefdal (2ml) mit Schraub-Deckel
(,,Mlinilys-GefaBe®)

neoLab®, Heidelberg (Deutschland)

Retinsdure (Vitamin A)

Sigma Aldrich®, St. Louis (USA)
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Silikonmatte fiir 96-Well Deepwell-Platte

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Sterilfilter

Sarstedt, Niirnbrecht (Deutschland)

Triacylglycerid (TAG)-Standard
(15:0-18:1(d7)-15:0 TG von Splash®II Lipidomix® Mass
Spec Internal Standard)

Avanti  Polar  Lipids®,  Acton

(Bestell-Nr. 330709)

(USA)

Tris(dimethylaminomethyl)phenol

Serva, Heidelberg (Deutschland)

Triton X-100

Merck, Darmstadt (Deutschland)

TRIzol Reagenz

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Trypsin-EDTA-Ldsung

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Uranylacetat

Polyscience Europe, Heidelberg (Deutschland)

Verschlussfolie fir 96-Well RT-PCR-Platte

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Wasser, HPLC-Grade

Fisher Chemical, Loughborough (UK)

Wasser, nuklease-frei

Qiagen, Venlo (Niederlande)

Whatman Chromatographiepapier

GE Healthcare Life Science, Utah (USA)

Wolframatophosphorsdure-Hydrat

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Zellschaber

Corning Incorporated, Corning (USA)

Zentrifugenréhrchen 15ml

Corning Incorporated, Corning (USA)

Zentrifugenréhrchen 50ml

Corning Incorporated, Corning (USA)

Zirconium Oxid Kiigelchen 1,4 mm (Precellys®)

Peqlab, Erlangen (Deutschland)
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Material und Methoden

Tabelle 2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Geriite.

Geriit

Hersteller

4000 QTRAP Quadrupol-Massenspektrometer

AB Sciex, Darmstadt (Deutschland)

Agilent 1200 Autosampler

Agilent Technologies, Santa Clara (USA)

Analysewaage ABS 80-4

Kern & Sohn, Balingen (Deutschland)

Autoklav, V-Serie

Systec, Linden (Deutschland)

Brutschrank HERAcell 150 CO2 incubator

Heraeus, Hanau (Deutschland)

Biologische Sicherheitswerkbank HER Asafe

Heraeus, Hanau (Deutschland)

Diamantmesser DIATOME histo

Diatome AG, Nidau (Schweiz)

ELISA-Reader Multiskan EX

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Fluorometer/ Luminometer Infinite M1000 Pro

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Gefrierschrank — 20 °C Premium (GN 4375)

Liebherr, Ochsenhausen (Deutschland)

Gefrierschrank — 80 °C Hera Freeze

Thermo Electron, Langenselbold (Deutschland)

Heizblock Thermo-Shaker

Universal Labortechnik, Leipzig (Deutschland)

Lagerbehilter fiir Stickstoff

Air Liquide, Paris (Frankreich)

Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100

Nikon, Tokio (Japan)

Magnetischer Heizrither MR 2002

Heidolph Instruments, Schwabach (Deutschland)

Mikrowelle

Continent

Minilys Homogenisator

Bertin Instruments,
(Frankreich)

Montigny-le-Bretonneux

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

PCR Cycler PRIMUS 25 ADVANCED

Peqlab, Erlangen (Deutschland)

PikoReal Real-Time PCR System

Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)

Pipette, Einkanal (0,1 — 2,5 ul)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal (0,5 — 10 pul)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal (1 — 20 pl)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal (5 — 100 pl)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal (20 — 200 pl)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal (100 — 1000 ul)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Einkanal Multistep

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipette, Mehrkanal (8 Kanéle)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Pipetteboy Comfort

Integra Biosciences, Zizers (Schweiz)

Prézisionswaage EW-N

Kern & Sohn, Balingen-Frommern (Deutschland)

Stickstoff-Abdampf-Vorrichtung EVA-EC

VLM, Bielefeld (Deutschland)

Stickstoff Behalter

AirLiquide, Paris (Frankreich)

Transmissionselektronenmikroskop Zeiss LEO 910

Carl Zeiss IQS GmbH, Oberkochen (Deutschland)

Ultracut E Reichert-Jung

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (Deutschland)

Ultraschallbad Sonorex

Bandelin electronic, Berin (Deutschland)

Zentrifuge Avanti J-20 XP

Beckman Coulter, Krefeld (Deutschland)

Zentrifuge Biofuge Primo R

Heraeus, Hanau (Deutschland)

Zentrifuge Fresco21

Thermo Fisher Scientific, St. Louis (USA)
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3.1.3. Zelllinie
Fiir die Durchfiihrung der verschiedenen Experimente wurde in der hier vorliegenden Forschungsarbeit
die Neuroblastom- Zelllinie SH-SYS5Y WT verwendet. Bei dieser handelt es sich um eine humane
Subklon-Zelllinie aus der Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH, welche im Jahre 1979 aus dem
Knochenmark einer vierjdhrigen Patientin gewonnen wurde, die an einem ossér metastasierten
Neuroblastom litt (LOPEZ-SUAREZ et al., 2022). SH-SYS5Y-Zellen gelten als in der
Neurowissenschaft bewdhrtes Zellmodell, um in vitro-Analysen beziiglich Fragestellungen zu
Neurotoxizitit, der Erzeugung von oxidativem Stress, mitochondrialer Dysfunktion und Verdnderung
der Neurotransmitter-Homdoostase (LOPEZ-SUAREZ et al.,, 2022), aber auch Analysen von
Neuroinflammation (PENG et al., 2021) oder Neurodegeneration (SLANZI et al., 2020) durchzufiihren.
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3.2. Methoden

3.2.1. Zellbiologische Methoden

3.2.1.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen
(Nach (FRESHNEY, 2011))
Die Kultivierung der eukaryotischen Zellen erfolgte im Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C
und mit einem atmosphérischen Anteil von 5 % CO,. Alle Arbeiten an den sich in Kultur befindlichen
Zellen erfolgten an der biologischen Sicherheitswerkbank HER Asafe ®, welche als Sicherheitswerkbank
der Klasse II iiber eine Ausstattung verfiigt, in der ein steriles Arbeiten ermoglicht wird: der
Arbeitsbereich der Werkbank wird iiber eine laminare Verdrangungsstromung (Engl.: Laminar flow)
mit Raumluft beliiftet, die zuvor durch einen Filter von Partikeln bereinigt wurde.
Als Kulturgefal3 fiir die Zellen wurden 10 cm durchmessende Petrischalen aus Polystyrol gewéhlt,
welche durch eine spezielle Oberflachenbehandlung mit beispielsweise Sauerstoff-Stickstoff-Plasma,
und daraus resultierender positiver Nettoladung, eine Anhaftung der Zellen erleichtern.
Das Ndhrmedium zur Anzucht aller verwendeten Zelllinien bestand als Grundkomponente aus
Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM), welches als Basalmedium iiber Zusdtzen von
anorganischen Salzen, (essentiellen) Aminosduren, Vitaminen, Glucose (4 g/L) und Phenolrot als pH-
Indikator verfiigt. Des Weiteren wurde dem DMEM Fetales Kédlberserum (Engl.: Fetal Calf Serum,
FCS) hinzugefiigt, das unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytokine sowie Bindungs- und
Transportproteine fiir das Zellwachstum bereitstellt. Je nach Zelllinie wurden zu diesen
Grundkomponenten noch weitere Zusidtze, wie z.B. nicht-essentielle Aminosduren (Engl.: Non-
Essential Amino Acids, NEAA) hinzugefiigt und die Zellen dann in einem Volumen von 10 ml ihres
spezifischen Nahrmediums kultiviert (sieche Tabelle 3). Sobald die adhdrenten Zellen in der
mikroskopischen Uberpriifung eine Konfluenz von circa 90 % erreicht hatten, wurden sie gesplittet.
Hierfiir wurde das Nahrmedium zunédchst abgesaugt, um die Zellen dann mit 4 ml DMEM High Glucose
(ohne FCS oder weitere Zusétze) zu waschen. Dies diente dazu, auch die letzten Reste des
Proteaseinhibitoren enthaltenden N#hrmediums zu entfernen, sodass sich die Wirkung der
darauffolgend hinzugegebenen Protease Trypsin ungestort entwickeln kann. Nach der Zugabe der 1,5 ml
Trypsin erfolgte eine zweiminiitige Inkubation im Brutschrank. Durch die Inkubation mit jener Protease
konnte eine Verdauung der Adhésionsproteine der Zellen und somit ihr Ablosen vom Boden der
Petrischale erreicht werden. Mit der Zugabe von 8,5 ml frischem Nahrmedium erfolgte das Abstoppen
des Trypsinisierungs-Prozesseses. Noch am Boden adhédrente Zellen wurden unter Verwendung der
durch eine 10 ml-Stabpipette generierten Scherkréifte vorsichtig vom Boden geldst, um sie dann
anschliefend durch wiederholtes Aufziehen der Zell-Ndhrmedium-Suspension mit der Stabpipette zu
vereinzeln. Die gewonnene Zellsuspension wurde nun auf neue 10 cm-Schalen verteilt oder fiir
Inkubationen in 6-Well-Schalen ausgesidt. Durch das vorsichtige Kreisen der Kultivierungsschalen
wurden die Zellen gleichmiBig auf dem Boden der neuen Kultivierungsschale verteilt. SchlieBlich

wurden die Zellen fiir die weitere Kultivierung in den Brutschrank gegeben.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Kultivierungsmediums.

Zelllinie Néhrmedium FCS Zusitze
SH-SYSY wT DMEM High Glucose 10 % FCS 1 % NEAA
(4,5 g/L Glucose)

3.2.1.2. Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

(Nach (FRESHNEY, 2011))

Fiir das Erzeugen von Kryokulturen wurden die Zellen bis zu einer 80 %-igen Konfluenz in ihrer 10 cm-
Schale kultiviert. Nach Absaugen des Nahrmediums, Waschen mit 4 ml DMEM High Glucose (ohne
FCS oder weitere Zusétze) und zweiminiitiger Inkubation mit 1,5 ml Trypsin im Brutschrank wurden
4,5 ml frischen Nahrmediums hinzugegeben. Die gewonnene Zellsuspension wurde mit der Stabpipette
in 15 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, um dann fiir fiinf Minuten bei 355 x g zentrifugiert zu werden.
AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig vom entstandenen Zellpellet abgesaugt und dieses in
4,5 ml Einfriermedium aufgenommen. Das Einfriermedium bestand im Verhédltnis 8:1:1 aus
Néhrmedium, FCS und DMSO. Nach Vereinzeln der Zellen mittels einer Glaspipette konnte die
gewonnene Zellsuspension auf drei Kryordhrchen mit einem Volumen von je 1,5 ml aufgeteilt werden.
Die Kryoréhrchen wurden im Gefrierschrank bei — 80° C in einer Styropor-Box eingefroren und bis zu

ihrer Verwendung in Stickstoff bei — 196 °C gelagert.

3.2.1.3. Auftauen eukaryotischer Zellen

(Nach (FRESHNEY, 2011))

Bei Bedarf an neuen, unpassagierten Zellen erfolgte die Rekultivierung der im Stickstoff
kryokonservierten und gelagerten Zellen. Hierfiir wurden die Kryoréhrchen zunéachst fiir drei Minuten
im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die fliissige Kryokultur wurde in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt und fiir fiinf Minuten bei 355 x g zentrifugiert. Der hierdurch gewonnene Uberstand des
Einfriermediums wurde vorsichtig von dem entstandenen Zellpellet abgesaugt. AnschlieBend wurde
dieses in 5 ml frischen Nahrmediums resuspendiert und die Zellen mit einer Glaspipette/Stabpipette
vereinzelt. Die gewonnene Zellsuspension wurde in eine 5 ml frischen Ndhrmediums enthaltende
10 cm-Petrischale {iberfiihrt. Durch das vorsichtige Kreisen der Petrischale erfolgte die gleichmaBige
Verteilung der Zellen. Anschliefend wurden die Zellen der Passage 0 im Brutschrank bei 37 °C und
5 % CO; kultiviert.
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3.2.1.4. Inkubation eukaryotischer Zellen

(Modifiziert nach (METT, 2017))

Die Inkubation von Zellen mit den verschiedenen Substanzen erfolgte, nachdem diese gesplittet und in
6-Well-Schalen ausgesét wurden (siche Kapitel 3.2.1.1). Sobald die ausgesiten Zellen eine Konfluenz
von circa 80 % erreicht hatten, wurde ihr Kultivierungsmedium mit einem Anteil von 10 % FCS je nach
Protokoll auf 2,5 % FCS oder 1 % FCS ,,reduziert. In diesem FCS-reduzierten Ndhrmedium wurden
sie fiir einen Zeitraum von 16 Stunden kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit der
jeweiligen Substanz im FCS-reduzierten Nahrmedium {iber einen Zeitraum von 48 Stunden (24 + 24
Stunden). Hierbei wurde nach Ablauf der ersten 24 Stunden das Inkubationsmedium durch frisches
ersetzt. Nach dem 48-stiindigen Inkubationszeitraums wurden die Zellen bei Raumtemperatur auf Eis

geerntet.

3.2.1.4.1. Inkubation von Zellen mit Aspartam und Aspartam-Metaboliten
Die 48-stiindige Inkubation der Zellen erfolgte in einem Nahrmedium, welches iiber eine niedrigere

Glucose-Konzentration als das standardméBig in der Zellkultivierung verwendete Nahrmedium (4 g/L),
verfiigte. Hierzu wurde DMEM No Glucose mit sterilfiltrierter D-Glucose so versetzt, dass sich eine
Glucose-Konzentration von 1 g/L. ergab. Die hierdurch generierte Glucose-Konzentration des
Néahrmediums von 1 g/L bzw. 5 mmol/l entspricht etwa dem menschlichen Niichternblutzucker. Dieser
liegt nach einer circa achtstiindigen Nahrungskarenz physiologisch unter 5,6 mmol/L (100 mg/dL).
Fiir den Konsum des Siif3stoffs Aspartam wurde durch verschiedene Aufsichtsbehorden ein tdglicher
Grenzwert empfohlen. Laut FAO (Engl.: Food and Agriculture Organization of the United Nations) soll
der Konsum von Aspartam eine Menge von 50 mg/kg Korpergewicht nicht {iberschreiten. Bei Annahme
eines Durchschnittsgewichtes von 80 Kilogramm (N. C. D. RISK FACTOR COLLABORATION,
2020) ergibt sich hieraus eine tdgliche Maximalmenge von circa vier Gramm. In einem
Blutverteilungsvolumen von circa fiinf Litern und unter Annahme eines zehnstiindigen Zeitraums der
Nahrungsaufnahme ergibt sich eine Konzentration von 0,08 g/L (271,7 umol/L). Diese wurde fiir die
Inkubation der Zellen angewandt.

Bei der Inkubation der Zellen mit den Metaboliten von Aspartam wurde mit 271,7 umol/L dieselbe
Molaritét, wie bei der Inkubation mit dem gesamten Aspartam-Molekiil verwendet. Entsprechend des
jeweiligen Molekulargewichts des Metabolits ergab sich so fiir Asparaginsdure eine Konzentration von

0,036 g/L, fur Methanol von 0,009 g/L und fiir Phenylalanin von 0,045 g/L (siche Tabelle 4).
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Tabelle 4: Ubersicht iiber inkubierte Substanzen im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Substanz Molekulargewicht Verwendete Molaritit bzw. Néhrmedium
Konzentration

Aspartam 294,31 g/mol 271,77 uM = 0,080 g/L DMEM
No Glucose

Asparaginsdure | 133,10 g/mol 271,7 uM = 0,036 g/L (0 g/L Glucose)
+

Methanol 32,04 g/mol 271,7 uM = 0,009 g/L 1 g/L Glucose
+

Phenylalanin 165,19 g/mol 217,7 uM = 0,045 g/L 2,5 % FCS

3.2.1.5. Bestimmung der Zytotoxizitdt mittels LDH-Assay

(Nach Herstellerprotokoll des Cytotoxicity Detection Kit von Roche)

Zur Detektion potenzieller, durch die Inkubationsbedingungen generierter, zytotoxischer Effekte wurde
das Cyrotoxicity Detection Kit von Roche verwendet. Das zytoplasmatische Enzym
Laktatdehydrogenase (LDH) wird von Zellen bei einer Schiadigung freigesetzt und unter in vitro-
Bedingungen in das Nahrmedium der Zellen sezerniert. In diesem sorgt LDH unter Anwesenheit des
Cofaktors NAD" fiir die Oxidation von L-Laktat zu Pyruvat + NADH + H" (siche Abbildung 4). Auf
das im Kit enthaltene I[odnitrotetrazoliumsalz (INT) werden durch das Enzym Diaphorase vom zuvor
entstandenen NADH + H' zwei Protonen iibertragen, sodass Formazan entsteht. Dieses hat einen
rotlichen Farbton, welches bei Licht mit der Wellenldnge von 491 nm sein Absorptionsmaximum hat
und im Photometer gemessen werden kann. Die photometrisch bestimmte Absorption steht hierbei in

direkter Proportionalitit zur LDH-Aktivitdit im Ndhrmedium und somit zur stattgefundenen

Zellschadigung.
1 7
CcC-O CcC-O
C‘—O NADH H" R E— HO—C‘—H NAD"
CH; Dehydrogenase CH;
(LDH) i
Pyruvat Laktat

Abbildung 4: Durch das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) katalysierte Reaktionen.
Das Enzym Laktatdehydrogenase kann unter Anwesenheit des Cofaktors NAD" das entstandene Laktat zu Pyruvat
und NADH+H" oxidieren.

Fiir die konkrete Durchfiihrung des LDH-Assays musste zum Zeitpunkt der Ernte zunéchst eine
sogenannte Totkontrolle generiert werden. Hierfiir erfolgte die Einleitung der Zell-Apoptose durch
Zugabe von 150 ul 10 %o Triton X100 zu den 1,5 ml Nahrmedium und einer Inkubation im Brutschrank
fiir 15 Minuten. Anschliefend wurde das Ndhrmedium der Totkontrolle sowie jenes der anderen Proben
aus der 6-Well-Schale in 1,5 ml-Eppendorf-Gefaf3e tiberfiihrt, um bei 13.000 rpm fiir fiinf Minuten
zentrifugiert zu werden. Der Uberstand wurde vorsichtig mittels Pipette in ein frisches Eppendorf-Gefif3
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uiberfiihrt, ohne das am Boden verbliebende Zellpellet mitzunehmen. Eine Standardreihe wurde erzeugt,
indem die Totkontrolle mit prozentualen Anteilen von 0 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 % und 20 % zu
frischem Nahrmedium gegeben wurde. Auf eine transparente 96-Well-Platte wurden von der
Standardreihe oder dem abzentrifugierten Nahrmedium der jeweiligen inkubierten Proben je 50 pl pro
Well aufgetragen. Nach Zugabe von 50 ul frischen Nahrmediums und 100 ul Dye Solution + Catalyst
erfolgte eine 15-miniitige Inkubation unter dem Lichtschutzdeckel. Die Messung der Absorption

erfolgte im Photometer bei einer Wellenldnge von 491 nm.

3.2.1.6. Bestimmung der Intaktheit von Zellmembranen mittels PI-Assay

(Nach (METT et al., 2021))

Das Propidiumiodid-Assay dient dem Nachweis der Intaktheit von Zellmembranen. Bei
Propidiumiodid (PI) handelt es sich um ein fluoreszierendes Farbstoff-Molekiill mit einem
Molekulargewicht von 664,8 g/mol. Das Maximum seiner Fluoreszenz-Emission liegt in wéssriger
L6sung bei circa 636 nm. Propidiumiodid kann eine Zellmembran nur iiberwinden, wenn diese kleine
Schaden aufweist. Intrazellulér interkaliert es dann spezifisch in DNA, was zu einer Verschiebung des
Maximums der Fluoreszenzemission auf circa 610 nm fiihrt. Dies kann in einem Fluorometer detektiert
werden.

Das PI-Assay wurde durchgefiihrt, nachdem die Zellen zuvor unter den in der Versuchsreihe
angewandten Bedingungen inkubiert wurden. Die Inkubation erfolgte hierbei in schwarzen 96-Well-
Schalen in einem Phenolrot-freien Nahrmedium. Abgesehen davon verfiigte das Nahrmedium aber tiber
die gleichen Zusétze, wie das sonst bei den Inkubationen verwendete Nahrmedium. Zunichst wurde
Propidiumiodid (10 uM) in das phenolrot-freie Inkubationsmedium gegeben und fiir einen Zeitraum von
zehn Minuten bei 37 °C und 5% CO, auf den bereits konditionierten Zellen inkubiert. Die
anschlieende Detektion der Fluoreszenz-Emission wurde im Fluorometer durchgefiihrt. Hierbei
erfolgte die Exzitation bei einer Wellenldnge von 510 nm (£ 20 nm) und die Messung der Emission bei
617nm (£ 20 nm). Um die detektierten Emissions-Werte in Relation zur Gesamtzellzahl eines
jeweiligen Wells setzen zu konnen, erfolgte nun die Lyse der Zellen. Nach Zugabe des zytotoxischen
Triton X-100, in einer finalen Konzentration von 0,5 %, zum Inkubationsmedium erfolgte die
Inkubation fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde erneut die Fluoreszenz-Emission bei
617 nm (£ 20 nm) gemessen. Die Emission-Werte des jeweiligen Wells konnten nun durch die Bildung
eines Ratios aus ,,Vor Triton Zugabe“ zu ,,Nach Triton Zugabe“ ins Verhéltnis zur Gesamtzellzahl

gesetzt werden.
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3.2.1.7. Messung zelluldren oxidativen Stress mittels APF-Assay
(Nach Herstellerprotokoll des APF von Thermo Fisher Scientific)
Zur Quantifizierung von intrazelluldirem oxidativem Stress wurde ein sogenanntes APF-Assay
durchgefiihrt. Bei Aminophenylfluoreszein (Engl.: Aminophenylfluorescein, APF) handelt es sich um
ein Molekil, welches durch den Kontakt zu verschiedenen reaktiven Sauerstoffspezies, wie
Hydroxyradikalen und Peroxidradikalen, seinen Aminophenylring abspaltet und in einen
fluoreszierenden Status mit hellgriiner Fluoreszenz {ibergeht, welche als Signal detektiert werden kann

(siche Abbildung 5).

XH

Nicht-Fluoreszierend Fluoreszierend

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise des APF-Assays.
Das nicht-fluoreszierende Aminophenylfluorescein geht nach Kontakt mit ROS in einen fluoreszierenden
Zustand tber. Adaptiert nach (ENZO LIFE SCIENCES, 2023).

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden die Zellen zunichst in eine transparente 96-Well-Schale mit
Flachboden ausgesét. Sobald die Zellen konfluent waren, erfolgte die Inkubation analog zu dem
iblichen Schema tiber einen Zeitraum von 48 Stunden. Nach dem Inkubationszeitraum wurde zuerst ein
Waschschritt durchgefiihrt. Hierfiir musste bereits im Vorhinein die sogenannte Life Cell Imaging
Solution (LCIS) aus Natriumchlorid (140 mM), Kaliumchlorid (2,5 mM) und Calciumchlorid (1,8 mM)
hergestellt und auf 37 °C erwdrmt werden. Nachdem das Inkubationsmedium vorsichtig abgesaugt
wurde, konnten je Well 100 ul der LCIS pipettiert und erneut abgesaugt werden. AnschlieBend wurde
die sogenannte APF-Losung unter Schutz von Licht auf die Zellen pipettiert. Diese wurde ebenso bereits
im Vorhinein hergestellt, indem das Aminophenylfluoreszein in einer 10 uM Endkonzentration in Life
Cell Imaging Solution gelost wurde. Zusétzlich zu den Zellen enthaltenden Wells wurden auch vier
Blank-Kontrollen ohne Zellen und nur mit APF-Solution generiert. SchlieBlich erfolgte in dem auf 37° C
vorgewarmten Gerdt die Fluoreszenz-Messung bei einer Exzitations-Wellenldnge von 490 nm sowie
einer Emissions-Wellenldnge von 515 nm. Die Z-Position wurde fiir alle Messzeitpunkte (nach 0, 30
und 60 Minuten) beibehalten, um eine direkte Vergleichbarkeit zu gewihren. Nach Beendigung der

letzten Messungen musste individuell fiir jedes Well die Proteinbestimmung der Zellen erfolgen, um
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eine Normalisierung des Fluoreszenzsignals auf die jeweilige Proteinkonzentration durchfiihren zu
konnen. Hierfiir erfolgte eine chemische Zelllyse, indem Lysepuffer auf die adhdrenten Zellen pipettiert
und die 96-Well-Schale anschlieBend fiir 30 Minuten auf Eis stehengelassen wurde. Nach Inkubation
der Platte auf dem Plattenschiittler bei 450 rpm fiir zwei Minuten konnte das Zelllysat abgenommen

werden. Hieraus konnte dann die Proteinbestimmung mittels BCA-Assay erfolgen.
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3.2.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1. Verarbeitung der inkubierten Zellen und des Nahrmediums

(Nach (METT, 2017))

Nach dem 48-stiindigen Inkubationszeitraum erfolgte die Ernte der Zellen unter nicht-sterilen
Bedingungen auf Eis. Zunédchst wurden die 1,5 ml des Ndahrmedium der jeweiligen Wells mit einer
Pipette in Eppendorf-Gefalle tiberfiihrt. Dieses wurden fiir fiinf Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert,
sodass sich im Medium befindliche Zelliiberstinde auf dem Boden als Pellet absetzen konnten. Das
iiberstehende Medium wurde in neue Eppendorf-Gefalle tiberfiihrt und fiir weitere Versuche bei — 20 °C
gelagert.

Die auf dem Boden der 6-Wells adhédrenten Zellen wurden vorsichtig mit 500 ul HPLC-Wasser je Well
gewaschen. Anschliefend konnten die Zellen in 50 ul HPLC-Wasser mit einem Zellschaber griindlich
vom Boden der 6-Well-Platte abgetragen werden. Die Zellsuspension wurde in Minilys-Gefalie mit

5 — 10 enthaltenden Zirkoniumoxid-Kiigelchen tiberfiihrt.

3.2.2.2. Herstellung von Zelllysaten

Nach der Ernte wurde die Zellsuspension in Minilys-Gefafle iiberfiihrt, welche zuvor mit 5 — 10
Zirkoniumoxid-Kiigelchen befiillt wurden. Die Gefdlle wurden im Minilys-Homogenisator fiir
30 Sekunden auf maximaler Stufe mit 5000/min geschiittelt. Hierdurch konnte ein AufschlieBen der
Zellmembranen erreicht werden, was als Grundlage fiir die weiteren protein- und lipidanalytischen

Methoden von elementarer Wichtigkeit war. Die Lagerung der Zellhomogenate erfolgte bei — 80 °C.

3.2.2.3. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay
(Nach (SMITH et al., 1985))
Unmittelbar nach der Ernte der Zellen erfolgte die die Proteinbestimmung der Homogenate in
Anlehnung an das Protokoll von Smith et al. (SMITH et al., 1985). Dieses basiert auf der Zugabe von
Bicinchoninsdure (Engl.: Bicinchoninic Acid, BCA) und Kupfer-II-Sulfat (Cu’'SOs) zu den
Zellhomogenaten. Die Cu®’-Ionen lagern sich an die Peptidbindungen der in den Zellhomogenaten
enthaltenen Proteine an und werden unter alkalischen Bedingungen zu Cu' reduziert. Hierbei steht die
Menge des Kupfers, welches von Cu** zu Cu’ reduziert wird, in direkter Proportionalitit zu der
Proteinmenge, die in den Zellen enthalten ist. Das entstandene Cu’ geht anschlieBend eine
Chelatbindung mit zwei Molekiilen der Bicinchoninsdure ein und bildet einen lilafarbenen Komplex
(sogenannte Biuret Reaktion). Dieser Chelatkomplex hat sein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlénge von 562 nm und kann bei dieser photometrisch detektiert werden.
Fiir die Durchfiihrung des BCA-Assays wurden die Zellhomogenate zundchst im Verhéltnis 1:10
verdiinnt.
Hierfiir wurden 2 ul des jeweiligen Zellhomogenats in 18 ul HPLC-Wasser in einem Eppendorf-Gefaf3

suspendiert. Zur Erstellung einer Standardkurve wurden aus Proben mit bekannter Proteinkonzentration
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in aufsteigender Hohe je 20 pl auf eine durchsichtige 96-Well-Platte aufgetragen. Von den verdiinnten
Zellhomogenaten wurde je Probe 5 ul auf drei separate Wells aufgetragen, um bei der spateren Messung
technische Triplikate generieren zu konnen. Fiir die Herstellung des Biuret-Reagenzes wurde
Kupfersulfat-Losung im Verhiltnis 1:50 in einem BCA-enthaltenden Carbonat-Puffer suspendiert. Von
der so generierten Losung wurden 100 ul je Well zu den Proben der Zellhomogenate bzw. der
Standardreihe gegeben. Die 96-Well-Platte wurde dann fiir je 15 Minuten zuerst im Brutschrank (37°
C, 5 % CO3) und anschlieBend bei Raumtemperatur auf dem Plattenschiittler inkubiert. Dann folgte die

Absorptionsmessung im Photometer bei einer Wellenldnge von 562 nm.
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3.2.3. Lipidanalytische Methoden

3.2.3.1. Messung des Cardiolipin-Gehalts mittels Cardiolipin-Assay

(Nach Herstellerprotokoll des Cardiolipin Assay Kit von abcam)

Zur Bestimmung des Cardiolipin-Gehaltes der Zelllysate wurde das Cardiolipin-Assay von abcam
verwendet. Hierbei handelt es sich um ein fluoreszenzbasiertes Verfahren, bei der ein Fluoreszenzsignal
generiert wird, wenn der Farbstoff der im Assay-Kit mitgelieferten Cardiolipin Probe eine Bindung mit
dem im Zelllysat befindlichen Cardiolipin eingeht. Andere Phospholipide generieren kein Fluoreszenz-
Signal.

Im Vorhinein an das Assay wurden die jeweiligen Zellen analog des Standardprotokolls fiir 48 Stunden
inkubiert und im Anschluss an die Ernte mechanisch aufgeschlossen. Von den gewonnen Zelllysaten
wurde je Probe 8 ul in eine sterile Flat-Bottom 96-Well-White-Plate pipettiert. Dies wurde mit 42 ul
Puffer je Well aufgefiillt. Von einem zuvor hergestellten Master Mix, welcher aus Puffer und der
Cardiolipin Probe aus dem Assay-Kit im Verhéltnis von 50:1 bestand, wurden je Well 50 ul pipettiert.
Die Platte wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschliefende Fluoreszenzmessung
erfolgte bei einer Emission von 480 nm sowie einer Extinktion von 340 nm. Von den bei der Messung
generierten Werten wurde der Background subtrahiert und anschlieBend der Fluoreszenzwert jeder
Probe auf ihren jeweiligen Proteingehalt normiert. Diese wurde zuvor direkt nach der mechanischen

Zelllyse mittels BCA-Assay bestimmt.

3.2.3.2. Lipidextraktion aus Zelllysaten

(Nach (GRIMM et al., 2011))

Aus den Dbehandelten wund nicht-behandelten Zellhomogenaten mussten fiir weitere
massenspektrometrische Lipidanalysen zundchst Lipidextrakte mittels einer Fest-Fliissig-Extraktion
erstellt werden. Da die verschiedenen Proben iiber unterschiedliche Protein-Konzentrationen verfiigten
(siche Kapitel 3.2.2.3), wurden diese fiir eine Vergleichbarkeit zunichst auf eine einheitliche Protein-
Konzentration eingestellt. Danach wurden eine 96-Well-Sterilfilterplatte auf einer 96-Deepwell-Platte
mittels Klebestreifen befestigt. In die Wells der Sterilfilterplatte wurde je ein rundes, im Durchmesser
6 mm messendes Whatman-Filterpapier gelegt. Fir die sich spdter anschliefende
massenspektrometrischen Messungen wurden Lipid-Standards bendtigt, welche iiber eine festgelegte
Zusammensetzung aus einer jeweiligen Referenzsubstanz fiir die verschiedenen Lipidklassen sowie
Losungsmittel bestanden. Auf jedes der Filterpapiere wurde je 1 ul des in HPLC-Ethanol gelGsten
Standardgemisches zur Detektion von Diacyl-Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin, sowie
5 ul des in HPLC-Methanol geldsten Lipidomix®-Standards zur Detektion von Triacylglyceriden und
Carnitin gegeben. Die einzelnen Komponenten der Standards sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. AnschlieBend
erfolgte das Auftragen von 25 ul jeder eingestellten Probe auf ein jeweiliges Filterpapier, wodurch der
Einsatz von je 100 pg Proteinmenge erreicht wurde. Die Trocknung der Proben erfolgte unter

kontinuierlichem Stickstoff-Fluss fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur. In der Zwischenzeit wurde ein
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Gemisch aus anteilig 31 2 % HPLC-Ethanol, 31 g % / HPLC-Wasser, 31 g % Pyridin und 5 %

Phenylistothiocyanat (PITC) unter dem Abzug hergestellt. Hierfiir wurden zuerst je 950 pl des Ethanols,
des Wassers und des Pyridins in ein Zentrifugen-R6hrchen gegeben und vermengt. Durch die
darauffolgende Zugabe von 150 ul PITC wurde eine Triibung der Losung sichtbar, welche durch 20
Sekunden andauerndes Vortexen in eine durchsichtige Losung iiberging. Nach erfolgreichem Trocknen
der Proben konnten von dieser Losung nun 20 ul in jedes Well pipettiert werden. AnschlieBend mussten
die Proben zuerst fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Deckel unter dem Abzug inkubieren, um
danach erneut flir 45 Minuten unter Stickstoff-Fluss getrocknet zu werden.

Wihrenddessen wurden ein Ammoniumacetat-Methanol-Gemisch hergestellt, indem 10 mg
Ammoniumacetat in 50 ml HPLC-Methanol gelost wurden. Von diesem wurden nach erfolgter
Trocknung 300 ul je Well pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte fiir 30 Minuten mit 450 rpm auf
dem Plattenschiittler bei Raumtemperatur inkubiert und dann fiir zwei Minuten bei 500 x g zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation wurden die Extrakte von der Sterilfilter-Platte in die Deepwell-Platte
transferiert, sodass die aufgeklebte Sterilfilter-Platte nun entfernt werden konnte.

Die Herstellung des sogenannten Running Buffers erfolgte aus 9 ml Ammoniumacetat (161,5 mM) in
281 ml HPLC-Methanol. Von diesem konnten nun 600 ul je Deepwell pipettiert werden, worauthin die
Deepwell-Platte mit einer Silikonmatte verschlossen wurde. Als letzter Schritt wurde die Platte fiir zwei
Minuten bei 450 rpm auf den Plattenschiittler gestellt. Nun konnten mit den generierten Lipidextrakten

weitere Analysen erfolgen.

Tabelle 5: Eingesetzte Lipidstandards fiir massenspektrometrische Lipiddetektion.

Standard Hersteller

(gelost in Ethanol)

Detektierte Lipid-Spezies

Phosphatidylcholine

Diacyl-Phosphatidylcholin (PC aa)
(06:0 PC (DHPC))

Avanti Polar Lipids
(850305P)

Phosphatidylethanolamine

Phosphatidylethanolamin

Avanti Polar Lipids

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

(08:0 PE) (850699)
Carnitine Carnitin Supelco Analytical
(Octanoyl-L-carnitine d3) (53230)
Carnitin Supelco Analytical
(Palmitoyl-L-carnitine d3) (55107)
Triacylglyceride Triacylglyceride Avanti Polar Lipids

(330709)
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3.2.3.3. Massenspektrometrische Messungen
(Nach (GRIMM et al., 2011))
Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur Trennung, Identifizierung und Quantifizierung von
Molekiilen oder Atomen. Ein Massenspektrometer besteht meist aus drei hintereinander geschalteten
Elementen: der Ionenquelle, dem Analysator und dem Detektor. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die
Analyse der verschiedenen Lipid-Spezies aus den erstellten Lipidextrakten in einem
Massenspektrometer mit Elektrospray-lonisations-Quelle und Tripel-Quadrupol-Analysator (QTRAP).
Diesem liegt das Prinzip zugrunde, dass in der Elektronenspray-lonisation (ESI) zundchst geladene
Teilchen erzeugt werden, welche dann in Abhéngigkeit ihres Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) in einem
elektrischen Feld zweier hintereinander geschalteter Quadrupol-Analysatoren aufgetrennt und
schlieBlich anhand ihrer Massespektren gemessen werden konnen. Im Massenspektrometer wird die
Menge der auftreffenden lonen in einem sogenannten Massenspektrum dargestellt, welches fiir ein
jeweiliges Masse/Ladungs-Verhéltnis (x-Achse) die jeweilige lonenintensitdt (y-Achse) auftragt. In
sogenannten Peaks werden die gemessenen Signale zusammengefasst.
Konkret wurden zundchst mittels des Agilent-Autosamplers 20 ul des in Losung gebrachten
Lipidextraktes einer jeweiligen Probe fiir die Elektronenspray-lonisation (ESI) injiziert. Die ESI wird
als ,,weiches lonisationsverfahren bezeichnet, da hier weniger Energie zur Ionisierung aufgewendet
wird und die zu analysierende Probe wéhrend des lonisierungsprozesses nicht fragmentiert. Es ist ideal
fiir Proben mit grofler Molekiilmasse, Polaritdt und (de)protonierbaren Atomen bzw. bereits in Losung
gebrachten Ionen. Die Probe wird unter kontinuierlichem Fluss (30 — 200 pl/min) tiber eine Kapillare in
die Tonisationskammer, in welcher ein atmosphérischer Druck von circa einem Bar herrscht, eingefiihrt.
Zwischen der Spitze der Kapillare und einer Gegenelektrode wird, durch Anlegen einer Spannung von
ca. 5500 V an der Kapillarspitze, ein elektrisches Feld erzeugt. So kommt es zundchst zur Zerstdubung,
also Tropfchenbildung, und lonisierung des Probenmateriales, welches sich nun auf die Gegenelektrode
zu bewegt. Durch das zusétzliche Anlegen eines erwdrmten Stickstoffstromes (N») kénnen an den
erzeugten Tropfchen die Molekiile des Losungsmittels kontinuierlich von den ionisierten Lipiden
abdampfen. Dies fiihrt allméhlich zu einer Schrumpfung der Tropfchenoberfliche und damit
einhergehender Konzentration der Ionenladung auf kleinem Raum. Nach dem Unterschreiten eines
bestimmten Radius (sogenanntes Rayleigh-Limit) beginnen sich die gleichartigen Ladungen innerhalb
der Tropfchen abzustoBen, sodass diese in kleinere Tropfchen zerfallen (sogenannte Coulomb-
Explosionen). Dieser Prozess geschieht so oft, bis nur noch einzelne lonen da sind. Ob es sich bei diesen
um positive oder negativ geladene lonen handelt, wird durch die an der Kapillare angelegte Spannung
bestimmt: negative Spannung fiihrt zur Erzeugung negativer Ionen (meist einfach negativ geladen, im
Folgenden dargestellt als [M-H]"); positive Spannung flihrt zur Erzeugung positiver Ionen (meist einfach
positiv geladen, im Folgenden dargestellt mit [M+H]").
Im weiteren Verlauf erfolgt die Analyse der lonen anhand ihrer Masse/Ladungs-Verhiltnisses (m/z) in
den Quadrupol-Analysatoren: Die mittels ESI erzeugten lonen werden auf zwei hintereinander

geschaltete Quadrupol-Analysatoren (Q1, Q3) zu beschleunigt. Ein Analysator besteht aus vier
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zylinderférmigen Quadrupol-Stdben, von welchen immer die beiden gegeniiberliegenden Stibe iiber
dieselbe Polaritdt verfiigen. An den Stidben ist sowohl eine Gleichspannung (ca. 0,5 kV) als auch
Wechselspannung (ca. 6 kV mit einer Frequenz von 1,2 MHz) angelegt. Durch Anlage der Spannung
entsteht zwischen den Stébe-Paaren ein elektrisches Feld und ein Magnetfeld, in denen ein bewegtes,
elektrisches Teilchen demnach sowohl der elektrischen Kraft als auch der Lorentzkraft ausgesetzt ist,
die genau entgegengerichtet auf das Teilchen einwirken. Eine geradlinige Laufbahn erhélt ein Teilchen
unter Anlage der Gleichspannung demnach also nur, wenn es iiber ein stabiles Masse-Ladungs-
Verhiltnis verfiigt. Durch Uberlagerung der Gleichspannung mit Wechselspannung kann das Teilchen
zusitzlich zu Oszillationen angeregt werden. Diese sind zum einen von der Teilchen-Masse und zum
anderen von der angelegten Spannung abhéngig. Eine Selektion der Teilchen kann in Q1 erfolgen, indem
Gleich- und Wechselspannung in einem solchen Verhiltnis angelegt werden, dass nur Teilchen mit
einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhéltnis auf Bahnen verlaufen, die die Lochblende hinter dem
Quadrupol-Analysator durchlaufen konnen; alle anderen lonen prallen auf die Metallstibe. Nach
Passieren des ersten Quadrupol-Analysators (Q1), erfolgt in der sogenannten Kollisionszelle (Q2) die
Fragmentierung der Teilchen durch Kollision mit durch den Stickstoffstrom emittierten N»>-Molekiilen.
Die Fragmentierung erfolgt aus dem Mutter- in ein Tochter-lon, fiir welche die jeweilige spezifische
Masse bei jedem Lipid bekannt sind. Bei dem Mutter-lon (auch: Vorldufer-Ion) handelt es sich um das
gesamte Lipid mit seiner spezifischen in Q1 selektierten Q1-Masse. Die Fragmentierung in Q2 fiihrt zur
Abspaltung des Tochter-lons (auch: Produkt-Ion), was im Falle der Lipide die polare Kopfgruppe ist.
Diese kann dann im sich anschliefenden Q3-Analysator — wie im ersten Analysator auch schon — durch
gezielte Anlage von Spannung hinsichtlich ihres spezifischen Masse/Ladungs-Verhéltnis selektiert
werden. Bei dem in dieser Forschungsarbeit angewandten sogenannten Multireaction Monitoring
(MRM) werden — im Gegensatz zum Single Reaction Monitoring (SRM) — die gleichzeitige
Uberwachung mehrerer Reaktionen in einer Messung ermdglicht, indem mehrere spezifisch zueinander
gehorige Mutter- und Tochter-Ionen detektiert werden kdnnen.

Nach Durchlaufen des Q3-Analysators treffen die Teilchen auf den Detektor, wo sie durch die
Lorentzkraft im Magnetfeld halbkreisformig abgelenkt werden und auf die Oberfliche der Dynode
treffen. Dort schlagen sie Elektronen heraus, was als Signal eine kaskadenférmige Verstirkung von 10°
erfahrt. Der hierbei entstehende Strom wird in Spannung umgewandelt und kann als Signalstarke (Engl.:
counts per second, cps) im Rahmen des oben beschriebenen Massenspektrogramms dargestellt und
analysiert werden.

Eine Lipid-Subspezies soll im Folgenden definiert werden durch das jeweilige Kiirzel der Lipid-Spezies
(z.B. PC aa fiir Diacyl-Phosphatidylcholin), sowie die Summe aller in den Fettsdure-Resten befindlichen
Kohlenstoff-Atomen (Ziffern vor dem Doppelpunkt) inklusive der Anzahl der darin enthaltenen
Doppelbindungen (Ziffern hinter dem Doppelpunkt). Beispielhaft definiert die Bezeichnung
PC aa C40:0 also ein Diacyl-Phosphatidylcholin mit insgesamt 40 Kohlenstoff-Atomen und keinen
Doppelbindungen.
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Als Schwiche der gesamten Methode des Multireaction Monitorings ist die Tatsache zu nennen, dass

fiir die detektierten Lipide keine absolut spezifischen Aussagen beziiglich der jeweiligen Verteilung der

Lange der an der Kopfgruppe anhidngenden Fettsdure-Reste getroffen werden kann. Dies liegt darin

begriindet, dass bei der Detektion der Masse eines Mutter-lons in Q1 nur ein Summensignal aller

Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Sauerstoffatome gemessen wird. Exemplarisch kann es also bei dem

Diacyl-Phosphatidylcholin PC aa C40:0 sein, dass die zwei Fettsdure-Reste, welche an der Kopfgruppe

anhédngen, variable Langen haben. Diese konnen variieren von zwei Fettsduren mit der Linge von 20
Kohlenstoff-Atomen (PC aa C(20:0/20:0)) iiber je eine Fettsdure mit 18 bzw. 22 Kohlenstoff-Atomen
(PC aa C(18:0/22:0)) bis hin zu je einer Fettsiure mit 16 bzw. 24 Kohlenstoff-Atomen

(PC aa C(16:0/24:0)). Die gesamten im Rahmen der massenspektrometrischen Messung eingesetzten

Parameter sind im Folgenden in Tabelle 6, Tabelle 7 und Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Einstellung von Parametern des Agilent 1200 Autosamplers.

Parameter Einstellung
Injection Volume 20 ul

Draw Speed 200 pl/min
Eject Speed 200 ul/min
Flush Part 10s

Tabelle 7: Einstellung von Parametern des 4000 QTRAP-Massenspektrometers bei der Detektion von
Diacyl-Phosphatidylcholin -, Carnitin- und Triacylglycerid-Spezies.

Parameter Einstellung
Scan-Typ MRM (Multireaction Monitoring)
Messdauer 3 min
Injection Volume 20 ul

Draw Speed 200 ul/min
Eject Speed 200 ul/min
Flush Part 10s
Auflosung Q1 Unit
Auflosung Q3 Unit

Step Size 0,1 Da
Curtain Gas (CUR) 20 psi
Kollisionsinduzierte Dissoziation (CAD) Medium
Temperatur (TEM) 200 °C
Interface Heater ein
Ionenquelle Gas 1 (GS1) 40 psi
Ionenquelle Gas 2 (GS2) 50 psi
Ionenspray Spannung (IS) 5500 V
Eingangspotential (EP) 10V
Kollisionszellenausgangspotential (CXP) 14V
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Tabelle 8: Einstellung von Parametern des 4000 QTRAP-Massenspektrometers bei der Detektion von

Phosphatidyethanolamin-Spezies

Parameter Einstellung
Scan-Typ MRM (Multireaction Monitoring)
Messdauer 3 min
Injection Volume 20 pl

Draw Speed 200 pl/min
Eject Speed 200 pl/min
Flush Part 10s
Auflosung Q1 Unit
Auflosung Q3 Unit

Step Size 0,1 Da
Curtain Gas (CUR) 10 psi
Kollisionsinduzierte Dissoziation (CAD) Medium
Temperatur (TEM) 200 °C
Interface Heater ein
Ionenquelle Gas 1 (GS1) 40 psi
Ionenquelle Gas 2 (GS2) 50 psi
Ionenspray Spannung (IS) 4500 V
Eingangspotential (EP) 10V
Kollisionszellenausgangspotential (CXP) 14V

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden in massenspektrometrischen Messungen verschiedene
Struktur- und Neutrallipide analysiert. Zu den Strukturlipiden zdhlen Phosphatidylcholin- und
Phosphatidylethanolamin-Spezies. Diese sind maligebliche Bestandteile der zelluldren Lipid-
Doppelmembran. Die gemessenen Carnitine und Triacylglyceride zdhlen zu den Neutrallipiden und sind
insbesondere in den zelluldren Energiestoffwechsel involviert. Die Unterscheidung der verschiedenen
Lipidklassen ist anhand ihrer spezifischen Kopfgruppe, also ihrem Tochter-lon méglich, welches im
Q3-Analysator selektiert wurde (DENKBAR, 2018; AGILENT TECHNOLOGIES, 2016; BACHER,
2014; GROSS, 2013; VATANSEVER, 2007; MULLER, 2004; UNIVERSITAT ZU KOLN, 0.D.;
KARLSRUHE INSTITUTE OF TECHNOLOGY (KIT), 0.D.; HOCHSCHULE MUNCHEN, o0.D.;
PHILIPPS UNIVERSITAT MARBURG, 0.D.; FRAUNHOFER-INSTITUT FUR
VERFAHRENSTECHNIK UND VERPACKUNG IVV, 0.D.)

Im Folgenden sind die gemessenen Lipid-Spezies mit ihrer jeweiligen Fettsdure (mit Anzahl der C-
Atome und Doppelbindungen), der Q1- und Q3 Masse sowie dem jeweiligen Declustering Potential in

Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die angewandten Parameter fiir die Analyse der Diacyl-Phosphatidylcholin-

3.2.3.3.1. Detektion von Phosphatidylcholin-Spezies

Spezies im Rahmen des MRM.

Material und Methoden

Lipid-Spezies Vorliufer-Ion Produkt-Ion Declustering | Collision
m/z m/z Potential Energy
[M+H]* [M+H]* [V] [eV]
PC aa C20:0 566,2 184,0 94 31
PC aa C24:0 622,4 184,0 98 33
PC aa C26:0 650,5 184,0 103 35
PC aa C28:0 678,5 184,0 106 35
PC aa C28:1 676,5 184,0 106 35
PC aa C30:0 706,5 184,0 114 37
PC aa C30:2 702,5 184,0 111 37
PC aa C32:0 734,6 184,0 119 39
PC aa C32:1 732,6 184,0 118 39
PC aa C32:2 730,5 184,0 117 38
PC aa C32:3 728.5 184,0 117 38
PC aa C34:1 760,6 184,0 125 41
PC aa C34:2 758,6 184,0 123 40
PC aa C34:3 756,6 184,0 123 40
PC aa C34:4 754,5 184,0 122 40
PC aa C36:0 790,6 184,0 131 43
PC aa C36:1 788.,6 184,0 131 43
PC aa C36:2 786,6 184,0 130 42
PC aa C36:3 784,6 184,0 130 42
PC aa C36:4 782,6 184,0 129 42
PC aa C36:5 780,6 184,0 128 42
PC aa C36:6 778,5 184,0 128 42
PC aa C38:0 818,7 184,0 138 45
PC aa C38:1 816,7 184,0 138 45
PC aa C38:3 812,6 184,0 136 44
PC aa C38:4 810,6 184,0 136 44
PC aa C38:5 808,6 184,0 136 44
PC aa C38:6 806,6 184,0 135 44
PC aa C40:0 846,7 184,0 145 47
PC aa C40:1 844,7 184,0 145 47
PC aa C40:2 842,7 184,0 144 47
PC aa C40:3 840,7 184,0 144 47
PC aa C40:4 838,6 184,0 144 47
PC aa C40:5 836,6 184,0 143 47
PC aa C40:6 834,6 184,0 143 46
PC aa C42:0 874,7 184,0 154 50
PC aa C42:1 872,7 184,0 153 50
PC aa C42:2 870,7 184,0 153 50
PC aa C42:4 866,7 184,0 152 50
PC aa C42:5 864,7 184,0 151 49
PC aa C42:6 862,6 184,0 150 49
PC aa C44:0 902,7 184,0 163 50
PC aa C48:0 958.,8 184,0 170 50
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3.2.3.3.2. Detektion von Phosphatidylethanolamin-Spezies
Tabelle 10: Ubersicht iiber die angewandten Parameter fiir die Analyse der
Phosphatidylethanolamin-Spezies im Rahmen des MRM.
Lipid-Spezies Vorliufer-Ion Produkt-Ion Declustering | Collision
m/z m/z Potential Energy
[M+H]* [M+H]* [V] [eV]
PE aa C32:0 692,5 551,5 64 29
PE aa C32:1 690,5 549,5 64 29
PE aa C32:2 688,5 547,5 64 29
PE aa C34:0 720,5 579,5 67 30
PE aa C34:1 718,5 5717,5 66 30
PE aa C34:2 716,5 575,5 66 30
PE aa C34:3 714,5 573,5 66 30
PE aa C34:4 712,5 571,5 66 30
PE aa C36:0 748,6 607,6 69 31
PE aa C36:1 746,6 605,6 69 31
PE aa C36:2 744,6 603,6 68 31
PE aa C36:3 742,6 601,6 68 31
PE aa C36:4 740,6 599,6 68 31
PE aa C36:5 738,6 597,6 68 31
PE aa C36:6 736,6 595,6 68 31
PE aa C38:0 776,7 635,6 71 32
PE aa C38:1 774,7 633,6 71 32
PE aa C38:2 772,6 631,6 71 32
PE aa C38:3 770,6 629,6 71 32
PE aa C38:4 768,6 627,6 70 32
PE aa C38:5 766,6 625,6 70 32
PE aa C38:6 764,6 623,6 70 32
PE aa C40:0 804,6 663,6 74 33
PE aa C40:1 802,7 661,7 73 33
PE aa C40:2 800,7 659,7 73 33
PE aa C40:3 798,6 657,6 73 33
PE aa C40:4 796,7 655,6 73 33
PE aa C40:5 794,6 653,6 73 33
PE aa C40:6 792,6 651,6 73 32
PE aa C42:0 832,7 691,6 76 34
PE aa C42:1 830,7 689,6 76 34
PE aa C42:2 828,7 687,6 76 34
PE aa C42:4 824,7 683,6 75 34
PE aa C42:5 822,7 681,6 75 34
PE aa C42:6 820,7 679,6 75 33

Diacyl-
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3.2.3.3.3. Detektion von Carnitin Spezies
Tabelle 11: Ubersicht iiber die angewandten Parameter fiir die Analyse der Carnitin-Spezies im Rahmen
des MRM.
Lipid-Spezies Vorliufer-Ion Produkt-Ion Declustering | Collision
m/z m/z Potential Energy
[M+H]* [M+H]* [V] [eV]
Carnitin C00 162,1 85,1 61 27
Carnitin C02 204,1 85,1 41 27
Carnitin C03 218,1 85,1 46 29
Carnitin C03 OH 234,1 85,1 53 30
Carnitin C03:1 216,1 85,1 49 27
Carnitin C04 2322 85,1 46 29
Carnitin C04 OH 248,1 85,1 55 32
Carnitin C04:1 230,1 85,1 52 29
Carnitin C05 246,2 85,1 46 29
Carnitin COS M DC | 290,2 85,1 63 37
Carnitin C05 OH 2622 85,1 58 33
Carnitin C05:1 2442 85,1 55 31
Carnitin C05:1 DC 274,1 85,1 60 35
Carnitin C06 260,2 85,1 56 27
Carnitin C06 OH 276,2 85,1 61 35
Carnitin C06:1 258,2 85,1 57 33
Carnitin C07 DC 304,2 85,1 66 39
Carnitin C08 288,2 85,1 66 33
Carnitin CO08:1 286,2 85,1 63 37
Carnitin C09 302,2 85,1 66 39
Carnitin C10 316,2 85,1 56 37
Carnitin C10:1 314,2 85,1 68 40
Carnitin C10:2 312,2 85,1 67 40
Carnitin C12 3443 85,1 73 44
Carnitin C12 DC 3743 85,1 86 45
Carnitin C12:1 3423 85,1 73 44
Carnitin C14 3723 85,1 86 45
Carnitin C14:1 370,3 85,1 78 47
Carnitin C14:1 OH 386,3 85,1 81 50
Carnitin C14:2 368,3 85,1 78 47
Carnitin C14:2 OH 384,3 85,1 81 49
Carnitin C16 400,3 85,1 84 51
Carnitin C16 OH 416,3 85,1 87 53
Carnitin C16:1 398,3 85,1 84 51
Carnitin C16:1 OH 4143 85,1 87 53
Carnitin C16:2 396,3 85,1 83 51
Carnitin C16:2 OH 4123 85,1 86 53
Carnitin C18:0 4284 85,1 96 63
Carnitin C18:1 426,4 85,1 89 55
Carnitin C18:1 OH 442.4 85,1 92 57
Carnitin C18:2 4243 85,1 89 54
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3.2.3.3.4. Detektion von Triacylglycerid Spezies

Tabelle 12: Ubersicht iiber die angewandten Parameter fiir die Analyse der Triacylglycerid-Spezies im
Rahmen des MRM.

Lipid-Spezies Vorliufer-Ion Produkt-Ion Declustering | Collision
m/z m/z Potential Energy
[M+H]* [M+H]* [V] [eV]
TAG C48:0 824,8 551,8 100 25
TAG C50:0 852,8 579,8 100 25
TAG C50:1 850,8 5778 100 25
TAG C50:2 848,8 575,8 100 25
TAG C50:3 846,8 573,8 100 25
TAG C52:0 880,8 607,8 100 25
TAG C52:1 878.,8 605,8 100 25
TAG C52:2 876,8 603,8 100 25
TAG C52:3 874,8 601,8 100 25
TAG C52:4 872,8 599,8 100 25
TAG C52:5 870,8 597,8 100 25
TAG C52:6 868,7 595,7 100 25
TAG C54:2 904,8 631,8 100 25
TAG C54:3 902,8 629,8 100 25
TAG C54:4 900,8 627,8 100 25
TAG C54:5 898.8 625,8 100 25
TAG C54:8 892,7 597,8 100 25
TAG C58:3 958.9 663.9 100 25
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3.2.4. Molekularbiologische Methoden
Der Einfluss der verschiedenen inkubierten Substanzen wurde auch auf molekularbiologischer Ebene
durch Analyse von Verdnderungen in der Genexpression iiberpriift. Hierfiir wurden die Zellen wie auch
fiir die lipidanalytischen Methoden fiir einen 48-stiindigen Zeitraum mit der jeweiligen Substanz in den

6-Well-Schalen inkubiert.

3.2.4.1. Isolation von RNA

(Nach Herstellerprotokoll des TRIzol™ Reagenz von Thermo Fisher Scientific)

Nach der 48-stiindigen Inkubation erfolgte die Ernte bei Raumtemperatur. Hierfiir wurde zundchst das
Néhrmedium abgesaugt. Die weiteren Schritte erfolgten unter dem Abzug: Nach Zugabe von 1000 pul
TRIzol-Reagenz je Well wurde eine Inkubationszeit von fiinf Minuten abgewartet. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einem Silikon-Riihrspatel im TRIzol-Reagenz geerntet, um dann in ein 1,5-ml-
Eppendorf-Gefalle tiberfiihrt zu werden. Nach Zugabe von 200 ul HPLC-Chloroform wurden die Proben
fiir 15 Sekunden vorsichtig invertiert und fiir eine Dauer von drei Minuten unter dem Abzug inkubiert.
Nun erfolgte in der Kiihlzentrifuge bei 4 °C eine Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 15 Minuten. Nach
dieser lief3 sich in den Eppendorf-Gefafien die Ausbildung von drei verschiedenen Phasen erkennen. Die
unterste, organische Phase mit Phenol-Chloroform-Bestandteil, die mittlere Interphase und die obere,
wissrige Phase mit der Ribonukleinsdure (RNS) (Engl.: Ribonucleic Acid, RNA). Vorsichtig wurde die
RNA-enthaltende wissrige Phase mit einer Pipette in ein neues 1,5-ml-EppendorfgefaB iiberfiihrt, ohne
dabei Teile der Interphase oder organischen Phase mitzunehmen. Zu der iiberfiihrten wéssrigen Phasen
wurden 500 ul HPLC-Isopropanol hinzuzugegeben und das Gemisch fiir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4 °C
fiir eine Dauer von zehn Minuten. Nach dieser lieB sich am Boden des Eppendorf-Gefilles die
préazipitierte RNA in Form eines Pellets erkennen. Fiir den darauffolgenden ,,Wasch-Schritt” musste der
Uberstand des Pellets vorsichtig abgenommen werden, um es dann durch die Zugabe von 1000 ul
70 %-igen HPLC-Ethanols zu waschen. Durch Vortexen I6ste sich das Pellet vom Boden des Gefif3es
und wurde daraufhin mit 12.000 rpm und 4 °C fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Von dem am Boden
abgesetzten RNA-Pellet wurde der Uberstand abgenommen und der ,,Wasch-Schritt* inklusive fiinf-
miniitiger Zentrifugation nochmals durchlaufen. Nach Abnahme des Ethanol-Uberstandes wurde das
Pellet bei Raumtemperatur iiber eine Dauer von zwei Minuten getrocknet. AnschlieBend wurde es durch
Zugabe von 100 ul RNAse-freien Wassers und mehrmaligem Durchziehen durch die Pipetten-Spitze
gelost. Als letzter Schritt erfolgte eine zehnminiitige Inkubation im Heizblock bei 55 — 60 °C.

Anschlieend wurden die RNA-Isolate bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert.
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3.2.4.2. Messung von RNA-Konzentrationen

(Nach (DESJARDINS, CONKLIN, 2010))

Die RNA-Isolate mussten fiir ihre weitere Verwendung zunidchst in ihrer Reinheit und Konzentration
iberpriift werden. Dies ist insbesondere wichtig, da im Rahmen des Prozesses der RNA-Isolation
Verunreinigungen durch Proteine, Salze oder andere organische Verbindungen auftreten konnen. Diese
Verunreinigungen lassen sich gut bei spektralphotometrischen Messungen in einem Wellenldngen-
Bereich von 230 nm bis 320 nm detektieren. Innerhalb dieses Spektrums haben Nukleinsiduren ihr
Absorptionsmaximum bei circa 260 nm, Proteine bei 280 nm und Salze oder andere organische
Verbindungen bei 230 nm. Der Absorptionsmessung im Spektralphotometer liegt das sogenannte
Lambert-Beersche Gesetz zugrunde, bei dem die Extinktion einer Probe, das heif3it deren Absorption bei
einer bestimmten Wellenldnge, in direkter Proportionalitit zu der Stoffmengenkonzentration in dieser
steht (siche Abbildung 6). Indem die gemessene Absorption bei den verschiedenen Wellenldngen
zueinander ins Verhiltnis gesetzt werden, lassen sich potenzielle Verunreinigungen erkennen. So bildet
das ODzs0280-Ratio das Verhéltnis von RNA zu Proteinen ab. Dieses sollte bei 2,0 liegen. Das OD260/230-
Ratio stellt das Verhéltnis der RNA zu Salzen oder anderen organischen Stoffen dar und sollte zwischen
2,0 und 2,2 liegen.

Die Extinktionsmessung der RNA-Isolate erfolgte im NanoDrop 8000 Spektrophotometer. Als
Referenz-Losung diente HPLC-Wasser/ nuklease-freies Wasser. Durch Aufbringen von 2 ul des

jeweiligen RNA-Isolats konnte {iber Messung der Extinktion die Konzentration bestimmt werden.

Abbildung 6: Lambert-Beersches Gesetz.

Ey=1¢ -c-d

E;, = gemessene Absorption der Probe fiir die Wellenldnge A
€, = Extinktionskoeffizient der Probe

¢ = Stoffmengenkonzentration der Probe

d = optische Schichtdicke

3.2.4.3. Synthese von cDNA

(Nach Herstellerprotokoll des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Thermo Fisher Scientific)
Die Synthese von cDNA (Engl.: Complementary DNA, cDNA) erfolgte mittels des High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit von Thermo Fisher Scientific. Diesem liegt das Prinzip zugrunde, dass
isolierte FEinzelstrang-RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in eine komplementire
Einzelstrang-DNA (Engl.: Complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden kann. Dieser fusioniert
mit dem RNA-Einzelstrang, der dann durch eine RNase abgebaut wird. Das Enzym DNA-Polymerase
synthetisiert schlieBlich einen zum bereits bestehenden DNA-Einzelstrang komplementiren DNA-
Strang, sodass als Endprodukt eine doppelstringige DNA entsteht.

Konkret wurde fiir die cDNA-Synthese zundchst ein sogenannter Master Mix angesetzt, welcher unter
anderem die fiir das Umschreiben der RNA notwendigen Komponenten, wie die Reverse Transkriptase,

Hexamer-Primer und Desoxyribonukleotide beinhaltet (siche Tabelle 13). Die gesamten Bestandteile
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des Master Mixes wurden bei — 20 °C gelagert und deshalb zunachst auf Eis aufgetaut, um dann in einem
1,5-ml-Eppendorf-Gefill zusammengefiigt zu werden. Die eingesetzten Volumina der Bestandteile
fligten sich zu einem Gesamtvolumen von 10 ul zusammen und reichten somit fiir die cDNA-Synthese

von bis zu 100 RNA-Isolaten aus.

Tabelle 13: Bestandteile und eingesetzte Volumina des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
von Thermo Fisher Scientific.

Kit-Bestandteil Eingesetztes Volumen [pl]
10 x RT Puffer 2,0

25 x ANTP Mix (100 mM) 0,8

10 x RT Random Primers 2,0

MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0

Nuklease-freies Wasser 42

Gesamt 10,0

Fiir jede der RNA-Proben wurde nun in einem 200-ul-PCR-Reaktionsgefdll 10 ul des zuvor angesetzten
Master Mixes, 2 pl der jeweiligen isolierten RNA und 10 pul nuklease-freien Wassers vermengt.
Anschlielend durchliefen die Reaktionsgemische in einem sogenannten Thermocycler ein 2,5-stiindiges

Programm, welches vier Temperatur-Stufen umfasste (siche Tabelle 14).

Tabelle 14: Durchlaufene Temperaturstufen des Thermocycler-Programms.

Temperatur [°C] Zeit [min]
Stufe 1 25 10
Stufe 2 37 120
Stufe 3 85 5
Stufe 4 4 )

Nach Durchlaufen des Programms im Thermocycler wurde die synthetisierte cDNA nun in 180 ul
nuklease-freien Wassers suspendiert und konnte bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert

werden.

3.2.4.4. Polymerase Kettenreaktion
(Nach Herstellerprotokoll des PowerUp ™ SYBR®™ Green Master Mix von Applied Biosystems)
Die Polymerase Kettenreaktion (Engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der Amplifikation von
DNA-Abschnitten und hat vielfdltige Anwendungsgebiete, zu welchen unter anderem auch der
Nachweis der Expression verschiedener Gene zahlt.
Ausgehend von einer zuvor synthetisierten einzelstrdngigen cDNA kénnen unter Zugabe von Gen-
spezifischen Primer-Sequenzen (siche
Tabelle 16) und Desoxyribonukleotiden in einem mehrschrittigen Zyklus die Vervielfiltigung dieser
Gen-Abschnitte erfolgen.
Ein Amplifikationszyklus umfasst drei sich in der Temperatur voneinander unterscheidende Schritte
und muss je nach DNA-Menge circa 20 — 50 Mal durchlaufen werden (siehe Tabelle 15). Zuerst erfolgt

die sogenannte Denaturierung, bei der durch Temperaturen von bis 95 °C zufillig aneinander gelagerte
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(hybridisierte) cDNA-Einzelstringe wieder getrennt werden. Im zweiten Schritt wird beim sogenannten
Annealing bei Temperaturen von 50 °C — 60 °C die Anlagerung der spezifischen Primer-Sequenzen an
ihren komplementdren Abschnitt des cDNA-Strangs ermoglicht. Zuletzt erfolgt bei der sogenannten
Elongation bei Temperaturen von 70 °C die DNA-Synthese. Hierbei setzt das Enzym DNA-Polymerase
an den 3’-OH-Enden der Primer an und verldngert diese, sodass ein DNA-Doppelstrang entsteht
(HEINRICH et al., 2022i). Bei der in der vorliegenden Arbeit angewandten Real-Time Quantitative
PCR (RT-gPCR) wird wihrend der Amplifikationszyklen in Echtzeit (Engl.: Real Time) analysiert, wie
viel DNA-Menge im Kanal der jeweiligen Gens bereits entstanden ist. Dies wird durch die Verwendung
des Firbemittels SYBR ™ Green ermdglicht, welches in doppelstringige DNA interkaliert und dadurch
ein Fluoreszenz-Signal generiert. Durch Verwendung von Geriten, welche iiber mehrere Kanéle fiir die
Detektion eines Fluoreszenz-Signals verfiigen, konnen mehrere Gene gleichzeitig gemessen werden. Zu
diesen Genen zdhlt auch das sogenannte Housekeeping Gene, fiir welches eine stabile Expression
bekannt ist und auf das die Daten bei der spiteren Auswertung normiert werden konnen. Die
Auswertung der Daten der untersuchten Gene erfolgt iiber Analyse des sogenannten Ct-Wert (Engl.:
Cycle Threshhold, Ct). Dieser Wert bezeichnet jenen n-ten Amplifikationszyklus, ab welchem die
Menge der in der PCR entstandenen genspezifischen DNA in ein exponentielles Wachstum iibergeht.
Dieser Wert steht in Proportionalitit zur Konzentration des untersuchten Gens in dem cDNA-

enthaltenden Reaktionsansatz (NOLAN et al., 2006).

Tabelle 15: Amplifikationszyklus einer Polymerase Kettenreaktion (PCR).

Schritt Beschreibung Temperatur [°C]
1) Denaturierung Trennung der aneinandergelagerten cDNA-Einzelstringe 95
2) Annealing Anlagerung der Primer-Sequenzen an ihren 50-60

komplementiren cDNA-Einzelstrang

3) Elongation Verldangerung des Primers durch die DNA-Polymerase 70

- Synthese doppelstrangiger DNA

Tabelle 16: Primer-Sequenzen der in der RT-qPCR analysierten Gene.

Gen Protein Forward Primer (5¢ — 3¢) Reverse Primer (3¢ — 5¢)
FIS1 Mitochondrial Fission I | TACGTCCGCGGGTTGCT CCAGTTCCTTGGCCTGGTT
Protein
HPRT Hypoxanthin- TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
(HKG) | Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase
PINK! | PTEN-induced Putative | GGACGCTGTTCCTCGTTA ATCTGCGATCACCAGCCA
Kinase 1
SOD1 Superoxiddismumse )i CAGCAGGCTGTACCAGTGC ACATTGCCCAAGTCTCCAAC
SOD2 Superoxiddismutase 2 TACGTGAACAACCTGAACGT CAAGCCATGTATCTTTCAGTTA
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3.2.5. Elektronenmikroskopische Methoden

(Kooperation mit der Abteilung fiir Cytologie der Ruhr-Universitit Bochum)

3.2.5.1. Lipid Droplet-Mikroskopie

Fir die Durchfithrung von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Zellen in
T25-Zellkulturflaschen ausgesit und kultiviert. Nach dem Inkubationszeitraum von 48 Stunden hatten
sie eine Konfluenz von 100 % erreicht, sodass die Fixierung mit 2 %-igem Formaldehyd, 2,5 %-igem
Glutaraldehyd sowie 2 mM Calciumchlorid (CaCly) in 0,15 mM Cacodylat-Puffer erfolgen konnte. Die
anschliefende Farbung der Zellen wurden mit 1%-igem Osmiumtetroxid in H,O {iber einen Zeitraum
von einer Stunde durchgefiihrt. Darauthin konnten die Zellen unter Verwendung von Zellschabern vom
Boden der Zellkulturflasche abgeschabt, fiir einen Zeitraum von drei Minuten bei 1.800 rpm
zentrifugiert und schlieBlich in Agar-Agar (3 % in PB) ecingebettet werden. Die darauffolgende
Dehydrierung der Proben erfolgte mittels aufsteigender Ethanolreihe, zunidchst mit 50 %-igem Ethanol
und anschlieBender Inkubation iiber Nacht bei einer Temperatur von 4 °C in 70 %-igem Ethanol, 1 %-
igem Uranylacetat sowie 1%-iger Phosphowolframsdure. Am darauffolgenden, zweiten Tag wurde die
Inkubation mit der Ethanolreihe in aufsteigender Reihenfolge von 80 —100 % fortgesetzt. Fiir den Schritt
der Einbettung wurden die Zellen zuerst in Propylenoxid und anschlieBend in einer Reihe aus
Propylenoxid- und EPON-Mischungen inkubiert. EPON besteht aus Glycidylether, 2-
Dodecenylbernsteinsdureanhydrid ~ und  2.,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol  in  einem
Mischungsverhéltnis von 5,4 : 3,8 : 1,84 : 1. Fiir die Einbettung in der Propylenoxid- und EPON-
Mischung wurden die Zellen zunédchst im Propylenoxid/EPON-Verhéltnis 3:1, anschlieBend 1:1 und
zum Schluss 1:3 eingebettet, worauthin sie {iber Nacht in reinem EPON bei einer Temperatur von 20 °C
permeiert wurden.

Am folgenden, dritten Tag erfolgte die Erneuerung der EPON-Einbettung. Darauthin wurden die
eingebetteten Proben fiir zwei Tage bei einer Temperatur von 60 °C polymerisiert.

Schlielich konnten die Proben unter Verwendung eines Ultracut E Reichert-Jung sowie eines
DiATOME histo Diamantmesser in ultradiinne Scheiben mit einer Dicke von 70 nm geschnitten werden.
Die Betrachtung der Proben erfolgte unter einem Transmissionselektronenmikroskop, welches mit einer

Digitalkamera ausgestattet war.

3.2.5.2. Ausmessung von Lipid Droplets und Mitochondrien
Die in der Elektronenmikroskopie generierten Aufnahmen der verschiedenen Préparate wurden mit
einer speziellen Anfarbung fiir Lipid Droplets generiert (siehe Kapitel 3.2.5.1). Fiir eine Ausmessung
und genauere Analyse der durchschnittlichen Flache von sowohl Lipid Droplets als auch Mitochondrien
wurde die frei verfiigbare Software ImageJ des US-amerikanischen Gesundheitsministeriums
(Engl.: National Institutes of Health, NIH) in der Version ImageJ 1,53k verwendet.
Nach dem Offnen der ImageJ-Software wurde die zu analysierende Elektronenmikroskopie-Aufnahme

importiert. AnschlieBend erfolgte eine Kalibrierung der MaBeinheiten, indem die in der Aufnahme
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angegebene Malllange als Skala in /mageJ importiert wurde. Nun konnten die, je nach Fragestellung
relevanten, Organellen vermessen werden. Hierzu wurde das jeweilige Organell mittels Freehand
Selection sorgfaltig umfahren. Unter Anwahlen von Measure wurde die hierbei gemessene Flache unter
Results erfasst und gespeichert. Dieser Vorgang konnte nun fiir beliebig viele Organellen durchgefiihrt
werden, sodass unter Results eine tabellarische Auflistung aller vermessenen Organellen einsehbar war.
Aus den dort aufgefiihrten Daten konnte zuletzt iiber die Berechnung des Mittelwertes eine

Durchschnittsflache berechnet werden.
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3.2.6. Statistische Datenauswertung
Fir die statistische Analyse der Daten wurden in der vorliegenden Arbeit die Programme
Excel von Microsoft (Version 16.5 und 16.6) sowie R von R-Project (Version R Core Team 2020)

verwendet. Die Auswertung erfolgte in Kooperationsarbeit mit Anna A. Lauer und Daniel Janitschke.

3.2.6.1. Auswertung der lipidanalytischen Daten der Massenspektrometrie
Die mittels massenspektrometrischer Messung gewonnenen Daten wurden mit der Analyst 1.4.2.
Software von AB Sciex ausgewertet, indem diese die fiir jede Lipid-Subspezies detektierten ,,Zdhlungen
pro Sekunde“ (Engl.: counts per second, cps) extrahierte. Diese konnten schlieBlich auf ihren
spezifischen internen Lipidklassenstandard normiert werden, indem ein Quotient aus Lipid-Subspezies
und Standard gebildet wurde: (cps Lipid — Subspezies/cps Lipidklassenstandard).
In der weiterfiihrenden Excel-Auswertung konnten nun fiir jede Lipid-Subspezies aus den fiir dieselbe
Inkubationsbedingung (z.B. Kontrollen) generierten normierten cps der verschiedenen Proben ein
Mittelwert gebildet und gegen den Mittelwert der cps der Proben einer anderen Inkubationsbedingung
(z.B. Aspartam) verrechnet werden. Hierfiir wurden fiir jede Lipid-Spezies die Mittelwerte als
Prozentzahl angegeben und im Sinne einer Veranschaulichung die Kontrollen rechnerisch auf 100 %
gesetzt. Exemplarisch berechnete sich fiir TAG C48:0 fiir die prozentuale Verdnderung der Kontrollen
anhand ((0,604 cps/0,604 cps) x 100), fir Aspartam anhand ((0,977 cps/0,604 cps) x 100) und fiir die
Metabolite anhand ((0,760 cps/0,604 cps) x 100).
Fiir die Fragestellung, ob bei einer einzelnen Lipid-Subspezies, beispielsweise TAG C48:0, ein
signifikanter Unterschied fiir die inkubierten Proben versus Kontroll-Proben bzw. fiir die inkubierten
Proben untereinander vorliegt, wurde als statistischer Hypothesentest ein zweiseitiger, unabhingiger T-
Test (Student’s T-Test) angewandt (dargestellt als einzelne Dots in den Vulcano Plots, sieche Abbildung
23, Abbildung 29, Abbildung 33, Abbildung 37). Dieser kann fiir Daten verwendet werden, bei denen
beide Gruppen sowohl einer normalen Verteilung folgen als auch homogen sind. Zur Berechnung des
p-Wertes bzw. der Effektstirke einer gesamtem Lipidklasse, beispielsweise aller TAG-Subspezies,
wurde ein Ein-Stichproben-T-Test durchgefiihrt, wohingegen bei der Berechnung des Effektes einer
gesamten Lipidklasse zwischen zwei inkubierten Substanzen der zweiseitige, unabhdngiger T-Test
(Student’s T-Test) verwendet wurde (dargestellt in den Sdulendiagrammen in Abbildung 22, Abbildung
28, Abbildung 32, Abbildung 36).
Fiir die statistische Beurteilung der Effektstarke einer Lipid-Subspezies, die nach einer Inkubation mehr
als der durchschnittliche Standardfehler (SEM) im Vergleich zu den Kontrollen verdndert war, erfolgte
die Berechnung des Binomial-Testes. Dieser dient der Feststellung, ob die Variable einer Stichprobe
(beispiclsweise als TAG C54:0), welche zwei mogliche Outcomes annehmen kann (hoch- vs.
herunterreguliert), signifikant von dem hypothetisch erwarteten Outcome abweicht. Jenes Outcome
wurde festgelegt, mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,5 dafiir, dass die jeweilige Lipid-Subspezies erhoht

ist. Um in diesem Rahmen auch die zwei verschiedenen Inkubationsbedingungen untereinander zu
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vergleichen, fand die Anwendung des Fisher’s Exact Testes statt (siche Abbildung 24, Abbildung 30,
Abbildung 34, Abbildung 38)

3.2.6.2. Darstellung der Daten

Die Darstellung der verschiedenen Datensétze erfolgte in der hier vorliegenden Arbeit mittels der im
folgenden beschriebenen Programme.

Balkendiagramme sowie Venn-Diagramme wurden in Excel anhand der erhobenen Datensitze erstellt
und schlieBlich durch den Import in /nkScape (Version 1.2) graphisch aufgearbeitet. Die in den
Balkendiagrammen aufgefiihrten Fehlerbalken stellen den mittleren Standardfehler (Engl.: Standard
Error of Mean, SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und
**%k < 0,001 festgelegt.

Die Vulcano Plots wurden in ihrer Grundversion mittels des Enhanced Volcano von R (Version 1.6.0)
in Kooperation mit Dr. rer. nat. Anna A. Lauer generiert. Die weitere graphische Verfeinerung erfolgte
in InkScape. Jene Diagramme dienen der Darstellung der Veranderung einer einzelnen Lipid-Subspezies
im Vergleich zu den Kontrollen. Hierfiir wird jede Lipid-Subspezies durch einen Punkt (Engl.: Dof)
reprasentiert, welcher in Abhéngigkeit von seiner x-fachen Verdnderung/Effektstérke (siche x-Achse)
und in Abhéngigkeit seines p-Wertes (siche y-Achse) innerhalb des Diagrammes aufgetragen wird.
Innerhalb des Koordinatensystems des Vulcano Plots wird der aus allen Lipid-Subspezies gemittelte
SEM durch die zwei vertikalen Linien gekennzeichnet. Das mit p < 0,05 festgelegte statistische
Signifikanzniveau wird durch die horizontale Linie dargestellt. In der hier vorliegenden Arbeit wurden
die Lipid-Subspezies nach Aspartam-Behandlung durch Dots in Rosatdnen, jene Lipid-Subspezies nach
Metabolite-Behandlung durch Dots in Blautdnen graphisch repréasentiert. Hellblaue und hellrosa Punkte
stellen keine signifikanten Verdnderung dar. Mittelrosa oder mittelblaue Punkte zeigen eine
Veranderung, welche groer als der mittlere Standardfehler ist, jedoch nicht das festgelegte
Signifikanzniveau erreichen. Dunkelrosa oder dunkelblaue Punkte reprisentieren eine Verdnderung,
welche grofier als der mittlere Standardfehler ist und zudem einen p-Wert von weniger als 0,05 aufweist.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisches Signifikanzniveau definiert.
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4. Ergebnisse

Wie in Kapitel 2.4 einleitend beschrieben wurde, konnte in verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien
gezeigt werden, dass Aspartam mit der Entstehung oxidativen Stresses in Zusammenhang gebracht
werden kann (ASHOK et al., 2015; [IYYASWAMY, RATHINASAMY, 2012). Bis zum aktuellen
Zeitpunkt erfolgte jedoch in humanen neuronalen Zelllinien noch keine experimentelle Untersuchung
auf die Auswirkungen von Aspartam auf Parameter des oxidativen Stresses sowie die zelluldre
Lipidhomdostase. In verschiedenen Untersuchungen konnten Hinweise gefunden werden, dass
Aspartam unter physiologischen Bedingungen nach seiner oralen Aufnahme durch unspezifische
Esterasen und Peptidasen des Gastrointestinaltraktes in die drei Metabolite Asparaginsiure,
Phenylalanin und Methanol gespalten wird (MAGNUSON et al., 2016.; HOOPER et al., 1994;
STEGINK et al., 1987) (siche Abbildung 7).

o L o N W N
o~ 7 NH2

\ \ B l NH2 l

OH NH, 0 0

Aspartam Asparaginiure Phenylalanin Methanol

271,7 uM 271,7 uM 271,7 uM 271,7 uM

0,08 g/L) (0,036 g/L) (0,045 g/L) (0,009 g/L)
g g

Metabolite

Abbildung 7: Schematische und vereinfachte graphische Darstellung des Aspartam-Metabolismus.
Das Molekiil Aspartam wird durch unspezifische Peptidasen und Esterasen in seine Metabolite Asparaginséure,
Phenylalanin und Methanol gespalten. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Beziiglich der gewihlten Konzentration wurde sich sowohl an der von verschiedenen Organisationen
empfohlenen maximalen Tagesdosis als auch an vorhandener Literatur orientiert (GEZGINCI-
OKTAYOGLU et al., 2021; PARK et al., 2019; KAMENICKOVA et al., 2013). Die Europdische
Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (Engl.: European Food Safety Authority, EFSA) empfiehlt eine
maximale tigliche Aufnahme von 40 mg pro Kilogramm Korpergewicht. Laut der US-amerikanischen
Food and Drug Administration (FDA) soll der Konsum von Aspartam eine Menge von 50 mg pro
Kilogramm Korpergewicht pro Tag nicht iiberschreiten (siche Kapitel 2.3). Bei einem unter allen
Durchschnittsgewicht von 80 Kilogramm (N. C. D. RISK FACTOR COLLABORATION, 2020) ergibt
sich hieraus die Empfehlung zu einer maximalen téglichen Verzehrmenge von circa vier Gramm. In
einem Blutverteilungsvolumen von circa fiinf Litern (FELDSCHUH, ENSON, 1977) und der Annahme
eines zehnstiindigen Zeitraumes der Nahrungsaufnahme lisst sich folglich eine Konzentration bzw.
Molaritat von 0,08 g/L = 271,7 umol/L = 271,7 uM festlegen. Diese wurde in der hier vorliegenden

Arbeit bei der Inkubation der Zellen angewandt. Im Falle der Aspartam-Metaboliten wurde mit
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271,7 uM dieselbe Gesamtmolaritit, wie bei der Inkubation mit dem Aspartam-Molekiil verwendet, da
pro aufgenommenem Aspartam-Molekiil die Metabolite Asparaginsdure, Phenylalanin und Methanol
im Verhéltnis 1:1:1 entstehen. Entsprechend des jeweiligen Molekulargewichts des Metabolits ergab
sich so fiir Asparaginsdure eine Konzentration von 0,036 g/L, fiir Phenylalanin von 0,045 g/L und fir
Methanol von 0,009 g/L (siehe auch Kapitel 3.2.1.4.1). Als Zellmodell wurden Wildtyp-Zellen der

immortalisierten, humanen Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y verwendet (siche auch Kapitel 3.1.3).

Die Ergebnisse dieser experimentellen Studie wurden im Mérz 2023 im Special Issue ,,The Impact of

Nutrition on Brain Metabolism and Disease* des Fachjournal Nutrients des MDPI-Verlages publiziert.

Griebsch, L.V.*; Theiss, E.L.*; Janitschke, D.; Erhardt, V.K.J.; Erhardt, T.; Haas, E.C.;
Kuppler, K.N.; Radermacher, J.; Walzer, O.; Lauer, A.A.; Matschke, V.; Hartmann, T.; Grimm,
M.O.W.; Grimm, H.S. Aspartame and Its Metabolites Cause Oxidative Stress and
Mitochondrial and Lipid Alterations in SH-SY5Y Cells. Nutrients 2023, 15, 1467.
https://doi.org/10.3390/nul15061467. PMID: 36986196 * diese Autoren haben gleichermal3en
zur Studie beigetragen
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4.1. Einfluss von Aspartam und seinen Metaboliten auf Zellorganellen
Zur Analyse des Einflusses von Aspartam oder seinen Metaboliten auf verschiedene Zellorganellen
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen (siehe Kapitel 3.2.5) in Kooperation mit der Abteilung

fiir Cytologie der Ruhr-Universitit Bochum durchgefiihrt (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Kooperationen im Rahmen der Elektronenmikroskopie-Bilder.

Experiment Kooperationspartner
Inkubation der Zellen Lea V. Griebsch
Aufbereitung der Zellen (Fixierung, Férbung, | Dr. rer. nat. Veronika Matschke
Schneiden) Elena L. Theiss

Lea V. Griebsch
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) Dr. rer. nat. Veronika Matschke
Auswertung der TEM-Bilder Elena L. Theiss

Lea V. Griebsch
Erstellung der Abbildungen Elena L. Theiss
Betreuung und Koordination des Projektes Prof. Dr. rer. nat. Marcus Grimm

Prof. Dr. rer. nat. Heike Grimm

In der elektronenmikroskopischen Betrachtung der Zellpraparate zeigten sich in den Aspartam- oder
Metabolite-inkubierten Proben morphologische Unterschiede zu den Kontroll-Zellen. Es liel3 sich ein
Verlust der mitochondrialen Integritdt sowie vergroBerte intrazelluldre Lipidtropfchen (Engl.: Lipid

Droplets, LDs) erkennen.

4.1.1. Untersuchung der Lipid Droplets

Bei Lipid Droplets handelt es sich um Organellen, welche intrazelluldr im Zytoplasma, aber auch im
Nucleus lokalisiert sind und Neutrallipide speichern (OLZMANN, CARVALHO, 2019; FARESE,
WALTHER, 2016; OHSAKI et al., 2016; LISTENBERGER, BROWN, 2007). Ihr Vorkommen wurde
in zahlreichen pro- und eukaryontischen Zellen nachgewiesen (THIAM, BELLER, 2017; WALTHER,
FARESE, 2012; OHSAKI et al., 2014), so auch im Zentralen Nervensystem in Neuronen, Astrozyten,
Mikroglia- und Ependymzellen (ISLIMYE et al., 2022). Strukturelles Charakteristikum von Lipid
Droplets ist ein hydrophober, mit Neutrallipide gefiillter Kern, welcher vor allem aus Triacylglyceriden
(je nach Quelle ca. 44 % aller LD-Lipide) und Cholesterinestern (je nach Quelle ca. 34 % aller LD-
Lipide) besteht. Dieser Kern wird von einer Monomembran aus Phospholipiden und bis zu hundert LD-
assoziierten Proteinen umgeben (ZHANG, LIU, 2019; COHEN, 2018; WALTHER et al., 2017; BARTZ
et al., 2007, JIANG, SERRERO, 1992). Der polare, hydrophile Kopf des jeweiligen Phospholipids
grenzt an das Zytoplasma der Zelle, wahrend das Fettsdure-Schwinzchen sich zum hydrophoben Kern
der Lipid Droplets ausrichtet (siche Abbildung 8). Die hdufigsten Membran-Phospholipide der Lipid
Droplets sind Phosphatidylcholin (ca. 45 mol% aller LD-Phospholipide) und Phsophatidylethanolamin
(ca. 20 mol% aller LD-Phospholipide) (BARTZ et al., 2007) (siche Abbildung 8).
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Funktionell sind Lipid Droplets auf komplexe Art und Weise in den Metabolismus der Zelle involviert
und dienen dort als Energiespeicher, indem sie Fettsduren in Form der zuvor genannten Triacylglyceride

einlagern (RALHAN et al., 2021; RAMBOLD et al., 2015; FARESE, WALTHER, 2009).

Phospholipid

Triacylglycerid

Cholesterinester o= [

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Lipid Droplets.
Eine Monomembran aus Phospholipiden umgibt den hydrophoben Kern, in welchem sich vor allem Neutrallipide
(Triacylglyceride, Cholesterinester) befinden. Angelehnt an (RALHAN et al., 2021).

Die Darstellbarkeit der Lipid Droplets wurde durch die in Kapitel 3.2.5. methodisch beschriebene
Fixier- und Farbemethode ermdglicht. Fiir die vergleichende Analyse der Aspartam- und Kontroll-
Proben wurde die jeweilige Flache der in den Zellprdparaten angefarbten Lipid Droplets ausgemessen
und so eine durchschnittliche Fldache ermittelt. Hierfiir wurden bei den Aspartam-Proben 36
elektronenmikroskopische Aufnahmen betrachtet, in welchen insgesamt 642 Lipid Droplets
ausgemessen wurden; fiir die Kontrollen waren dies 59 Aufnahmen mit 834 Lipid Droplets.
In den Aspartam-Proben zeigte sich eine intrazelluldre Akkumulation von Lipid Droplets, welche sich
in ihrer durchschnittlichen Flache mit 145,8 % signifikant groer als jene der auf 100 % Kontroll-Proben
darstellten. Dieses Ergebnis war mit einem T-Test von p < 0,001 hochsignifikant (siche Abbildung 9).
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Abbildung 9: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zur Darstellung von Lipid Droplets in
Kontroll- und Aspartam-Proben.

(A) Kontroll-Proben bei 12.000-facher VergroBerung. Lipid Droplets werden exemplarisch durch die griinen Pfeile
markiert. (B) Aspartam-Proben bei 12.000-facher VergroBerung. Lipid Droplets werden exemplarisch durch die
griinen Pfeile markiert. (C) Sdulendiagramm zur vergleichenden Darstellung der durchschnittlichen Fldche der
Lipid Droplets in Kontroll- und Aspartam-Proben. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler

(SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert nach
(GRIEBSCH et al., 2023).
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Bei den Metabolite-Proben zeigte sich bei Betrachtung der Priparate ein dhnliches Bild zu jenen von
Aspartam. Zur Analyse des Effektes der Metabolite auf Lipid Droplets wurden 18 Abbildungen
betrachtet, in welchen insgesamt 605 Lipid Droplets ausgemessen wurden. Von den dazugehdrigen
Kontroll-Proben wurden 20 Abbildungen mit 579 Lipid Droplets analysiert.

Die durchschnittliche Lipid Droplet-Flache bei den Metabolite-Proben betrug 131,7 % im Vergleich
zu der auf 100 % gesetzten Kontroll-Proben. Auch dieses Ergebnis war mit einem T-Test < 0,001

signifikant (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zur Darstellung von Lipid Droplets in
Kontroll- und Metabolite-Proben.

(A) Kontroll-Proben bei 12.000-facher VergroBerung. Lipid Droplets werden exemplarisch durch die griinen Pfeile
markiert. (B) Metabolite-Proben bei 12.000-facher VergroBerung. Lipid Droplets werden exemplarisch durch die
griinen Pfeile markiert. (C) Sdulendiagramm zur vergleichenden Darstellung der durchschnittlichen Fldche der
Lipid Droplets in Kontroll- und Metabolite-Proben. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen
Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert
nach (GRIEBSCH et al., 2023).

4.1.2. Untersuchung der Mitochondrien

Fiir die vergleichende Analyse der Mitochondrien in Aspartam- oder Metabolite-Proben im Vergleich
zu den Kontrollen wurde die Fliche der Mitochondrien — analog zu der Methode der Lipid Droplets
(beschrieben in Kapitel 3.2.5.2) — ausgemessen und hieraus ein durchschnittlicher Wert ermittelt.

Bei den Préparaten der Aspartam-Proben wurde hierfiir 35 Aufnahmen betrachtet, in welchen 275
Mitochondrien vermessen wurden. Bei den Kontroll-Praparaten waren es 41 Aufnahmen mit insgesamt
232 Mitochondrien. Es zeigte sich, dass bei Aspartam eine signifikante VergroBerung der
durchschnittlichen, mitochondrialen Flache auf 123,0 % im Vergleich zu den auf 100 % gesetzten
Kontrollen (p=0,0187) feststellbar war (siche Abbildung 11). Zudem lieB sich eine struktureller

Integrititsverlust der Organellen detektieren.
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Abbildung 11: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zur Darstellung von Mitochondrien in
Kontroll- und Aspartam-Proben.

(A) Kontroll-Proben bei 12.000-facher Vergroerung. Mitochondrien werden exemplarisch durch die roten Pfeile
markiert. (B) Aspartam-Proben bei 12.000-facher Vergroferung. Mitochondrien werden exemplarisch durch die
roten Pfeile markiert. (C) Séulendiagramm zur vergleichenden Darstellung der durchschnittlichen Fliche der
Mitochondrien in Kontroll- und Aspartam-Proben. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler

(SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH
et al., 2023).

Im Falle der Metabolite-Praparate wurden 29 Aufnahmen betrachtet, in welchen 198 Mitochondrien
vermessen wurden. Analog hierzu wurden 28 Aufnahmen der Kontroll-Priparate betrachtet, in welchen
insgesamt 177 Mitochondrien vermessen wurden. Auch hier zeigte sich eine Beeinflussung der
mitochondrialen Durchschnittsfliche. Die Mitochondrien der Metabolite waren im Vergleich zu den auf

100 % gesetzten Kontrollen signifikant auf 118,8 % vergroBert (p = 0,0188) (siche Abbildung 12).

(A) Mltochondrlen Kontrolle (B) Mltochondrlen Metabohte ©

Abbildung 12: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zur Darstellung von Mitochondrien in
Kontroll- und Metabolite-Proben.

(A) Kontroll-Proben bei 12.000-facher Vergroerung. Mitochondrien werden exemplarisch durch die roten Pfeile
markiert. (B) Metabolite-Proben bei 12.000-facher VergroBlerung. Mitochondrien werden exemplarisch durch die
roten Pfeile markiert. (C) Séulendiagramm zur vergleichenden Darstellung der durchschnittlichen Flache der
Mitochondrien in Kontroll- und Metbaolite-Proben. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen
Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 festgelegt. Abbildung modifiziert
nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.2. Einfluss von Aspartam und seinen Metaboliten auf die mitochondriale Integritét
Mitochondrien werden auch als die ,,Kraftwerke der Zelle® bezeichnet, da in ihnen durch den Prozess
der oxidativen Phosphorylierung die Gewinnung von ATP stattfindet (ZONG et al., 2016; SIEKEVITZ,
1957). Mit ihrem Aufbau aus einer zweifachen Lipiddoppelmembran haben die Mitochondrien eine im
Vergleich zu anderen Organellen einzigartige Struktur. Die dullere Mitochondrienmembran (Engl.:
Outer Mitochondrial Membrane, OMM) grenzt das Organell zum Zytoplasma hin ab. Die innere
Mitochondrienmembran (Engl.: Inner Mitochondrial Membrane, IMM) grenzt an die mitochondriale
Matrix im Inneren des Organells. Zwischen den beiden Membranen befindet sich der sogenannte
Intermembranous Space. Die OMM ist reich an Phosphatidylcholin (ca. 54 % aller OMM-Lipide) und
Phosphatidylethanolamin (ca. 29 % aller OMM-Lipide). Die IMM zeigt mit ihrer Existenz
verschiedener Protein(komplex)e, insbesondere jener der Atmungskette, sowie mit dem Vorhandensein
des Glycerophospholipids Cardiolipin einen speziellen Aufbau (POULAKI, GIANNOULI, 2022;
HORVATH, DAUM, 2013).

Cardiolipin — auch Diphosphatidylglycerin genannt — ist ein Glycerophospholipid, dessen ,,Riickgrat®
durch den dreiwertigen Alkohol Glycerin (CsHs(OH)3) gebildet wird, von welchem die Hydroxyl/OH-
Gruppen des C1 und C3-Atoms jeweils iiber eine Phosphatgruppe mit zwei Fettsduren verestert sind.
Eine Phosphatgruppe plus zwei Fettsduren wird auch Phosphatidsdure genannt. Mit seinen insgesamt
vier Fettsdureresten nimmt Cardiolipin eine konische/kegelformige Form ein, die sich damit von der
iiblichen Struktur der Phospholipide mit zwei Fettsdureresten unterscheidet und bei einer
Aneinanderreihung in Membranen zur Ausbildung von negativen Kurvaturen fiihrt (siche Abbildung

13) (FALABELLA et al., 2021; HEINRICH et al., 2022k; HEINRICH et al., 2022¢).
(Glycerophosphat-Riickgrat
‘ - ' | Fettsaurekette

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Aufbaus von Cardiolipin.

Das Riickgrat des Glycerophospholipids wird durch Glycerin gebildet. Dieses ist jeweils an seiner C1 und C3-
Hydroxylgruppe iiber eine Phosphatgruppe mit zwei Fettsduren verestert. Angelehnt an (FALABELLA et al.,
2021).
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Circa 10 — 15 % aller mitochondrialen Phospholipide werden durch Cardiolipin reprasentiert, welches
zu einem iiberwiegenden Anteil in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert ist (BASU BALL
etal., 2018; KREBS et al., 1979; COLBEAU et al., 1971). Hier ist es maB3geblich an der Stabilisierung
der Komplexe der Atmungskette beteiligt (MILEYKOVSKAYA, DOWHAN, 2014; SCHWALL et al.,
2012; PFEIFFER et al., 2003). So konnte fiir den Komplex IV der Atmungskette — der Cytochrom-c-
Oxidase — in bovinen Myokardzellen eine Assoziation zu Cardiolipin nachgewiesen werden. Bei einer
experimentell induzierten Hydrolyse des Cardiolipins durch die Phospholipase A2 kam es sowohl zu
einer Dissoziation der Komplex-IV-Untereinheiten im Sinne eines Verlustes der Quartérstruktur, als
auch zu einer Abnahme der physiologischen Elektronentransportaktivitit, welche fiir die Reduktion des
molekularen Sauerstoffs zu Wasser benétigt wird (SEDLAK, ROBINSON, 1999; ROBINSON, 1993).
In Saccharomyces cerevisiae konnten spezifische Bindestellen fiir Cardiolipin an Atmungsketten-

Komplexen nachgewiesen werden (ARNAREZ et al., 2013).

Im Zusammenhang mit mitochondrialer Integritdt muss auch der Begriff der Mitophagie definiert
werden (VARGAS et al., 2023; KILLACKEY et al., 2020). Mitophagie ist eine Form der sogenannten
selektiven (Makro)autophagie. Die Autophagie (Griech.: auto = selbst, phagie = Verdauung) beschreibt
einen intrazelluldren Prozess, bei dem verschiedene — fiir die Zelle nicht verwertbare oder potentiell
gefahrliche — zytosolische Bestandteile von einer Lipidmembran umschlossen und durch die Fusion mit
Lysosomen enzymatisch durch Hydrolasen abgebaut werden (VARGAS et al., 2023; HE, KLIONSKY,
2009; DE DUVE, WATTIAUX, 1966). Dies wird durch die sogenannte Ubiquitinierung ermdéglicht, bei
welcher es zur Ubertragung des Polypeptids Ubiquitin auf abzubauende Molekiile oder Organelle, wie
beispielsweise Mitochondrien, Ribosomen, Peroxisomen, Glykogen, aggregierten Proteinen oder
Ferritin kommt (VARGAS et al., 2023; HEINRICH et al., 2022f). Bei der Mitophagie im Spezifischen,
werden dysfunktionale Mitochondrien selektiv gekennzeichnet und abgebaut, wodurch ihr
zellschiadigender Effekt reduziert werden kann (ONISHI et al., 2021; HAMACHER-BRADY, BRADY,
2016). Der Prozess der Mitophagie beinhaltet eine konservierte Signalkaskade, welcher im Folgenden
skizziert werden soll: Die Initiierung der Mitophagie begriindet sich darin, dass es bei beschéddigten
Mitochondrien zu einem Verlust des Membranpotentials kommt, was zu einer Stabilisierung der Kinase
PINK1 (Engl.: PTEN-induced Putative Kinase 1) an der &uleren Mitochondrienmembran fiihrt (JIN et
al., 2010). Hier sorgt PINK1 fiir eine Phosphorylierung des Serins 65 (Ser65) von Ubiquitinketten, die
sich an verschiedenen OMM-Proteinen befinden (KAZLAUSKAITE et al., 2014; KOYANO et al.,
2014). Dadurch wird Parkin, eine E3 Ubiquitin Ligase, die an phosphorylierte Ser65-Ubiquitinketten
bindet, aus dem Zytosol zu den Mitochondrien rekrutiert (KONDAPALLI et al., 2012). Parkin, das von
PINK1 auch selbst an seiner Ser65 Doméne phosphoryliert wird, geht in einen aktiven Zustand liber, in
dem es nun verschiedene OMM-Proteine ubiquitiniert (ORDUREAU et al., 2014; SARRAF et al.,
2013). Jene werden wiederum durch PINK1 phosphoryliert, was zur vermehrten Rekrutierung von
Parkin zu den Mitochondrien fiihrt. Dieser sich selbstverstirkende Mechanismus fiihrt zur Rekrutierung
und Stabilisierung verschiedener Rezeptorprotein-Komplexen zu und an den beschéadigten

Mitochondrien, wo sie mittels ihrer fiir Ubiquitin spezifischen Bindestelle an die Ubiquitinketten binden
57



Ergebnisse

konnen. So kann beispielsweise der aktivierte ULK1-Komplex {iber den NDP52-Adaptor seinerseits
Mediatoren rekrutieren, die De novo-Biogenese der Isolationsmembran zu fordern, mit welcher das
Mitochondrium schlieBlich eingeschlossen wird (KIRKIN, ROGOV, 2019; SHI et al., 2020).

In der hier vorliegenden Forschungsarbeit hatte sich in der elektronenmikroskopischen Analyse eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Ultrastruktur im Sinne einer Fragmentierung und damit
einhergehenden Vergroflerung der mitochondrialen Gesamtfliche gezeigt (genauer beschrieben in
4.1.2), weshalb im Folgenden auch der Aspekt der ,,mitochondrialen Spaltung* genauer beschrieben

werden soll.

Der Prozess der sogenannten mitochondrialen Spaltung (Engl.: Mitochondrial Fission) gilt als ein mit
der Mitophagie im Zusammenhang stehender Mechanismus und ist an der dynamischen Regulation der
Morphologie der Mitochondrien mitbeteiligt (ADEBAYO et al., 2021; BORDI et al., 2017; MOREIRA
et al.,, 2017, HAMACHER-BRADY, BRADY, 2016). Um die zellulire Homoostase zu erhalten,
initileren die hoch stoffwechselaktiven Organellen bei Akkumulation von ROS bzw. Schiadigung
verschiedene Prozesse (HAMACHER-BRADY, BRADY, 2016): Einerseits kann es zur Einleitung der
sogenannten Fusion, sprich der Vereinigung zweier dysfunktionaler Mitochondrien kommen, worauf
im Folgenden aber nicht genauer eingegangen werden soll. Zum anderen kommt es zum Prozess der
Mitochondrial Fission, d.h. der Spaltung eines geschiddigten Mitochondriums in zwei separate Teile.
Die Fission wird durch verschiedene Proteine mediiert: an der OMM sitzende Rezeptorproteine, wie
Mff (Engl.: Mitochondrial Fission Factor) oder FIS1 (Engl.: Mitochondrial Fission Protein 1),
rekrutieren die zytosolische GTPase Drpl (Engl.: Dynamin Related Protein 1) an die OMM. Dort
angekommen, bildet sie eine ringartige Struktur um das Mitochondrium, und es erfolgt die GTP-
Hydrolyse des Drpl. Das Protein DNM2 (Engl.: Dynamin 2) wird in den kontrahierten Bereich
rekrutiert, lagert sich dort an und vollendet schlieBlich die Teilung des Mitochondriums. Der Prozess
der mitochondrialen Spaltung gilt als entscheidend, um geschiadigte Mitochondrien mittels Mitophagie

aus der Zelle zu entfernen (ADEBAYO et al., 2021; MISHRA, CHAN, 2016).

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurde die mitochondriale Integritit in verschiedenen
Experimenten untersucht. Die hierbei involvierten Kooperationspartner sind in der folgenden Tabelle

18 aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Kooperationen im Rahmen der Untersuchung der mitochondrialen Integritiit.

Experiment Kooperationspartner
Inkubation der Zellen Lea V. Griebsch

Vincent K. J. Erhardt
Cardiolipin-Assay Lea V. Griebsch

Dr. rer. nat. Anna A. Lauer
APF-Assay Lea V. Griebsch
Analyse der Genexpression Lea V. Griebsch
(RNA-Isolation, cDNA-Synthese, rtPCR, Vincent K. J. Erhardt
Datenauswertung) Elodie C. Haas

Dr. rer. nat. Anna A. Lauer
Juliane Rademacher

Oliver Walzer

Erstellung der Abbildungen Lea V. Griebsch

Betreuung und Koordination des Projektes Prof. Dr. rer. nat. Marcus Grimm
Prof. Dr. rer. nat. Heike Grimm

4.2.1. Untersuchung des Cardiolipin-Levels
Zur quantitativen Bestimmung der Cardiolipin-Konzentration in den Zelllysaten wurde ein auf
Fluoreszenz basierendes Cardiolipin-Assay verwendet (siche Kapitel 3.2.3.1). Hier zeigte das
Cardiolipin-Level in den Proben der mit Aspartam inkubierten Zellen eine signifikante Reduktion auf
56,7 % £ 5,6 % (p=0,011) im Vergleich zu den auf 100 % gesetzten Kontroll-Zellen. Auch die
Inkubation mit den Aspartam-Metaboliten flihrte zu einer Verminderung des Cardiolipin-Levels auf

77,9 % + 11,8 % (p = 0,104) (siche Abbildung 14).
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Cardiolipin Level im Verglecih
zur Kontrolle (%)

i Aspartam Metabolite

Abbildung 14: Fluoreszenzbasierte Bestimmung des zelluliren Cardiolipin-Levels nach Inkubation mit
Aspartam oder Aspartam-Metaboliten.

Die Sdulendiagramme dienen der Darstellung der jeweiligen prozentualen Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle. Die Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler (SEM) dar. Die statistische
Signifikanz wurde mit * p < 0,05 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.2.2. Untersuchung der Genexpression von Mitochondrien-assoziierten Proteinen

Zur weiteren Analyse der Auswirkungen von Aspartam oder seinen Metaboliten auf die mitochondriale
Integritdt wurde die Genexpression des, im obenstehenden Kapitel 4.2, genauer beschriebenen,
Mitophagie-vermittelnden Enzyms PINK1 sowie des die mitochondriale Spaltung vermittelnden
Proteins FIS1 untersucht.

Die Genexpression von PINK1 war in den mit Aspartam inkubierten Proben signifikant auf
117,0 % + 3,2 % (p < 0,001) erhoht. Die Behandlung mit den Aspartam-Metaboliten resultierte in einer
Erhohung der Expression von PINK1 auf 110,9 % + 8,5 % (p = 0,229), jedoch ohne das statistische

Signifikanzniveau zur erreichen (siche Abbildung 15).
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Abbildung 15: Mittels rtPCR gemessene Genexpression von PINK1 nach Inkubation mit Aspartam oder
Aspartam-Metaboliten.

Die Sdulendiagramme dienen der Darstellung der jeweiligen prozentualen Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz
wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

FIS1 zeigt sich in seiner Genexpression sowohl bei den mit Aspartam als auch bei den mit Aspartam-
Metaboliten behandelten Proben signifikant erhoht auf 123,5 % + 4,2 % (p < 0,001) bzw.
118,6% +4,0% (p < 0,001), respektive (siche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Mittels rtPCR gemessene Genexpression von FIS1 nach Inkubation mit Aspartam oder
Aspartam-Metaboliten.

Die Sdulendiagramme dienen der Darstellung der jeweiligen prozentualen Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz
wurde mit *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.3. Einfluss von Aspartam und seinen Metaboliten auf oxidativen Stress
Wie bereits im einleitenden Kapitel 2.2 beschrieben wurde, gelten Mitochondrien aufgrund der
Tatsache, dass in ihnen die oxidative Phosphorylierung stattfindet, als einer der maligeblicher Orte
innerhalb der Zelle, an dem reaktive oxidative Spezies generiert werden (BALABAN et al., 2005). ROS
lassen sich mit verschiedenen Methoden, welche in der hier vorliegenden Forschungsarbeit angewandt

wurden, direkt und indirekt nachweisen.

4.3.1. Untersuchung der APF-Fluoreszenz
Zum quantitativen Nachweis von ROS wurde ein fluoreszenzbasiertes Assay mit
Aminophenylfluorescein (APF) verwendet, welches ein Molekiil ist, das bei Kontakt mit
Sauerstoffradikalen ein Fluoreszenzsignal generiert (genaue Beschreibung siche Kapitel 3.2.1.7).
Die Zellproben, welche mit Aspartam inkubiert wurden, zeigten eine signifikante Erhohung des
Fluoreszenzsignals auf 114,7 % + 4,0 % (p = 0,013); die mit den Aspartam-Metaboliten inkubierten
Zellen auf 118,2 % £ 6,2 % (p = 0,018) (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Fluoreszenzbasierte Bestimmung der zelluliiren APF-Levels nach Inkubation mit Aspartam
oder Aspartam-Metaboliten.

Die Sdulendiagramme dienen der Darstellung der jeweiligen prozentualen Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz
wurde mit * p < 0,05 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.3.2. Untersuchung der Genexpression ROS-assoziierter Enzyme

Um die Ergebnisse des APF-Assays auf einer weiteren molekularen Ebene zu bestétigen, wurde die
Genexpression der antioxidativ wirkenden Enzyme der Gruppe der Superoxiddismutasen (SODI,
SOD2) mittels der Polymerase-Kettenreaktion iberpriift (sieche Kapitel 3.2.4.4). Die
Superoxiddismutase 1 (SOD1) wird intrazelluldr im Zytoplasma, die Superoxiddismutase 2 (SOD2) in
der mitochondrialen Matrix exprimiert (ZELKO et al., 2002). Beide Enzyme katalysieren dieselbe
Reaktion: die Umwandlung zweier Superoxidradikale (O2") zu einem Molekiil Sauerstoff (O,) und
einem Molekiil Wasserstoffperoxid (H20,). Letzteres kann in seiner ebenfalls schidigenden Wirkung
dann durch die Katalase zu Wasser (H,O) und einem halben Molekiil Sauerstoff (O,) abgebaut werden
(siche Abbildung 18) (HEINRICH et al., 2022g).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der durch die Superoxiddismutasen Kkatalysierte Reaktion.
Angelehnt an (HEINRICH et al., 2022g).
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Die Inkubation der SH-SYSY Zellen mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten resultierte in einer
Erhohung der Genexpression beider Superoxiddismutasen, d.h. von SODI1 und SOD2.
Aspartam fiihrte zu einer signifikanten Erhéhung der Expression von SODI1 auf
121,7% £ 9,6 % (p = 0,047) und SOD2 auf 176,9 % + 11,1 % (p < 0,001). Nach Inkubation mit den
Aspartam-Metaboliten war die Expression von SOD1 auf 110,3 % £ 11,2 % (p = 0,048) und SOD2 auf
163,1 % £ 8,5 % (p < 0,001) erhoht (siche Abbildung 19).
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Abbildung 19: Mittels rtPCR gemessene Genexpression der Enzyme Superoxiddismutase 1 (SOD1) und
Superoxiddismuaste 2 (SOD2) nach Inkubation mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten.

Die Sdulendiagramme dienen der Darstellung der jeweiligen prozentualen Verdnderungen im Vergleich zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken stellen den durchschnittlichen Standardfehler (SEM) dar. Die statistische Signifikanz
wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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Fiir die Uberpriifung, ob sich die Generierung der reaktiven oxidativen Spezies in Proportionalitit zu
der eingesetzten Aspartam-Konzentration verhilt, wurde die Genexpression der Superoxiddismutase 1
in Zellpraparaten verglichen, welche mit sich um den Faktor 10 unterscheidenden Konzentrationen
inkubiert wurden. Im Vergleich zu den Kontrollpraparaten (0 uM Aspartam) zeigte sich fiir alle
verwendeten Aspartam-Konzentrationen eine erhohte SOD1-Genexpression. Zur Auswertung wurde
die standardmiBig angewandte Aspartam-Konzentration (271,7 uM) auf 100 % gesetzt und die anderen
beiden Konzentrationen mit ihren Verdnderungen in Abhéngigkeit hiervon berechnet. So zeigte sich fiir
eine Inkubation mit 27,17 uM eine Erniedrigung der Genexpression auf 85,9 % + 4,3 % (p = 0,039),
welche aber dennoch tiber jener der 0 uM Inkubation lag. Bei der Inkubation mit 2.717 uM Aspartam
liel sich eine relative Erhéhung der SOD1-Expression auf 115,3 % £ 6,5 % (p = 0,047) detektieren
(siche Abbildung 20).
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Abbildung 20: Mittels rtPCR gemessene Genexpression des Enzyms Superoxiddismutase 1 (SOD1) nach
Inkubation mit Aspartam in verschiedenen Konzentrationen.
Die Aspartam-Dosierungen wurden jeweils um den Faktor 10 erniedrigt (27,17 uM) bzw. erhoht (2.717 uM) und
in Relation zur Konzentration von 271,7 uM gesetzt, die in dieser Studie durchgehend verwendet wurde. Die
Normalisierung erfolgte auf eine Konzentration von 0 uM. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05
festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.4. Einfluss von Aspartam und seinen Metaboliten auf die Lipidhomdostase

In der elektronenmikroskopischen Untersuchung zeigte sich eine Vermehrung von Lipid Droplets in den
Praparaten der mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten behandelten Zellen. Um jene Ergebnisse
genauer zu spezifizieren und herauszufinden, inwiefern bestimmte Lipidklassen oder -subspezies von
diesen Effekten betroffen sind, wurde eine semi-quantitative massenspektrometrische Lipidanalyse,
welche mehr als 100 verschiedene Parameter untersuchte, durchgefiihrt (genaue Beschreibung siehe
Kapitel 3.2.3).

Hierbei lag der Fokus zum einen auf Phospholipiden, welche als die wichtigste Lipidklasse der
verschiedenen zelluldiren Membranen gelten. Zum anderen erfolgte die Analyse von Neutrallipiden, wie

Triacylglyceriden und Carnitinen, welche insbesondere im Energiehaushalt der Zelle relevant sind.

Die bei den Untersuchungen der Lipidhomdstase involvierten Kooperationspartner sind in der folgenden

Tabelle 19 aufgefiihrt.

Tabelle 19: Kooperationen im Rahmen der Untersuchung der Lipidhomdostase

Experiment Kooperationspartner

Inkubation der Zellen Lea V. Griebsch
Elena L. Theiss

Lipidextraktion Lea V. Griebsch

Dr. rer. nat. Anna A. Lauer
Elena E. Theiss

Durchfiihrung der Massenspektrometrie sowie Lea V. Griebsch
Datenextraktion Daniel Janitschke

Dr. rer. nat. Anna A. Lauer
Statistische Auswertung Lea V. Griebsch

Daniel Janitschke
Dr. rer. nat. Anna A. Lauer

Erstellung der Abbildungen Lea V. Griebsch
Elena L. Theiss
Betreuung und Koordination des Projektes Prof. Dr. rer. nat. Marcus Grimm

Prof. Dr. rer. nat. Heike Grimm

4.4.1. Untersuchung der Triacylglycerid-Spezies

Triacylglyceride (TAGs) spielen eine wichtige Rolle im Energiemetabolismus: Sie gelten als der
mengenmalig grofite Energiespeicher des menschlichen Organismus und kommen in den Zellen
verschiedenster Gewebe vor. In diesen kdnnen die Triacyglyceride, unter anderem in Lipid Droplets
(siehe Kapitel 4.1.1), gespeichert und in Zeiten des Energiemangels mittels Lipolyse zu energiereichen
Subtraten abgebaut werden. Strukturell setzt sich ein Triacylglycerid-Molekiil aus dem dreiwertigen
Alkohol Glycerin (C3Hs(OH);) zusammen, welches iiber jede seiner Hydroxylgruppen mit je einer
Fettsdure verestert ist (siche Abbildung 21) (HEINRICH et al., 2022d; HEINRICH et al., 2022c¢).
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Fettsdure
Fettsdure

Fettsdure

Abbildung 21: Schematischer Aufbau eines Triacylglycerids.
Das Riickgrat des Triacylglycerids wird durch Glycerin gebildet, welches an seinen Cl-, C2- und C3-
Hydroxylgruppen jeweils mit einer Fettsiure verestert ist. Angelehnt an (BERG et al., 2014b).

In der massenspektrometrischen Untersuchung der Zellpraparate wurden insgesamt 18 Triacylglycerid-
Subspezies analysiert. Bei diesen handelte es sich um TAG C48:0, C50:0, C50:1, C50:2, C50:3, C52:0,
C52:1, C52:2, C52:3, C52:4, C52:5, C52:6, C54:2, C54:3, C54:4, C54:5, C54:8 und C58:3.
Der Mittelwert der in diesen Subspezies gemessenen Verdnderungen zeigte in den Zellen, welche mit
Aspartam behandelt wurden, eine signifikante Erhéhung auf 166,8 % + 19,3% (p < 0,001). Die
Behandlung mit den Aspartam-Metaboliten resultierte in einer Erhohung des Mittelwertes auf
112,4% £ 9,9% (p = 0,014). Hierbei zeigten die jeweilige Verdnderung von Aspartam bzw. den
Metaboliten auch einen hoch signifikanten Unterschied untereinander (p < 0,001) (siche Abbildung 22).
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Abbildung 22: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Triacylglycerid-
Subspezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-
Zellen.

Das Balkendiagramm zeigt die relative Verdnderung aller gemessenen Triacylglycerid-Subspezies nach
Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p <0,05 und *** p <0,001 festgelegt. Abbildung
modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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In einem Vulcano Plot lasst sich auf anschauliche Art und Weise die Verteilung der verschiedenen
Triacylglycerid-Subspezies darstellen. Jede Lipid-Subspezies wird im Diagramm durch einen Punkt
reprasentiert, welcher in Abhdngigkeit von seiner Verdanderung (x-Achse) und dem p-Wert (y-Achse)
aufgetragen ist. Die Lipid-Subspezies der Aspartam-Proben wurden in Rosaténen dargestellt; jene der
Aspartam-Metaboliten in Blautonen.

Im Vulcano Plot der TAG-Spezies (siehe Abbildung 23) ldsst sich auf den ersten Blick erkennen, dass
die Lipid-Subspezies nach der Aspartam-Inkubation eine Tendenz nach rechts, respektive eine relative
Erhohung aufzeigen: alle Subspezies waren oberhalb des mittleren Standardfehlers erhoht. Dies 14sst
sich im Vulcano Plot daran erkennen, dass sie rechts der vertikalen, gestrichelten Linie liegen. Einige
Lipid-Subspezies erreichten sogar das Signifikanzniveau — sie liegen oberhalb der waagerechten
gestrichelten Linie (TAG C48:0, C50:1, C50:2, C50:3, C52:0, C52:2, C52:3, C52:4, C52:5, C52:6,
C54:2, C54:3, C54:4, C54:5). Die Subspezies nach Metaboliten-Inkubation zeigten ein etwas
balancierteres Bild: Einige Subspezies waren kaum verdndert und lagen mit ihrer Verdnderung unterhalb
des mittleren Standardfehlers. Im Diagramm sind sie zwischen den beiden vertikalen, gestrichelten Linie
lokalisiert (TAG C50:0, C50:1, C50:2, C50:3, C52:1, C52:2, C52:3, C52:5, C54:3 und C58:3). Weniger
Lipid-Subspezies waren liber den mittleren Standardfehler erniedrigt (TAG C54:4) bzw. erhoht (TAG
(C48:0,C52:0,C52:4, C52:6, C54:2, C54:5 und C54:8). Hiervon erreichten einige das Signifikanzniveau
(siche Abbildung 24).
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Abbildung 23: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Triacylglycerid-Spezies
nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Im Vulcano Plot ist jede Triacylgylcerid-Subspezies durch einen rosa Punkt (nach Aspartam-Behandlung) oder
blauen Punkt (nach Aspartam-Metabolite-Behandlung) représentiert. Dieser ist mit seiner Veranderung (x-Achse)
gegen den entsprechenden p-Wert (y-Achse) aufgetragen. Hellblaue und hellrosa Punkte stellen keine signifikante
Verdnderung dar. Mittelrosa oder mittelblaue Punkte représentieren eine Verdnderung, welche grofer als der
mittlere Standardfehler (SEM) ist, jedoch ohne das festgelegte Signifikanzniveau zu erreichen. Dunkelrosa oder
dunkelblaue Punkte stehen fiir eine Verdnderung, die groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und
auflerdem einen p-Wert von kleiner gleich 0,05 aufweist. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisches
Signifikanzniveau definiert. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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In den Aspartam-Proben zeigten alle der 18 vermessenen TAG-Subspezies eine Erh6hung mit einer
Effektstarke grofier als der mittlere Standardfehler (SEM). Hiervon erreichten acht Subspezies (TAG
(C48:0, C50:1, C50:2, C50:3, C52:0, C52:3, C52:5 und C52:6) das Signifikanzniveau von p < 0,05. In
den Zellen der Aspartam-Metabolite waren sieben Subspezies mit einer Effektstarke groBer der SEM
erhoht, wovon vier Spezies (TAG C48:0, C52:6, C54:2 und C54:5) einen p-Wert < 0,05 erreichten. Eine
einzige Triacylglycerid-Subspezies — TAG C54:4 — zeigte nach Behandlung mit den Aspartam-
Metaboliten eine Erniedrigung oberhalb der SEM zu 82,9 % + 8,1 % (p = 0,059).

Im folgenden Ergebnisteil soll bei den Lipid-Subspezies definitorisch immer dann von einer Erh6hung
bzw. Erniedrigung gesprochen werden, wenn die hierfiir gemessene Effektstiarke im Vergleich zu den
Kontroll-Proben gréfer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist. Liegt die gemessene Verdnderung

innerhalb der SEM, wurde die jeweilige Lipid-Subspezies als ,,unverdndert™ definiert.
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Abbildung 24: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Triacylglycerid-Spezies
nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Verteilungsdiagramm zur Darstellung der Anzahl erhohter (y-Achse > 1) und erniedrigter (y-Achse < 1)
Triacylglycerid-Subspezies. Der Anteil der Séule, welcher in mittelrosa oder mittelblau eingeférbt ist, reprasentiert
jene Subspezies deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist, aber nicht das
Signifikanzniveau erreicht. Jener Teil der Séule, der dunkelrosa oder dunkelblau gefarbt ist, steht fiir die
Subspezies, deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und auflerdem einen p-Wert von
kleiner gleich 0,05 aufweist. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt.
Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Insgesamt lieBen sich bei den in den TAG-Spezies gemessenen Effekten Ahnlichkeiten zwischen
Aspartam und den Aspartam-Metaboliten erkennen: So waren sieben der insgesamt 18 vermessenen
TAG-Subspezies nach beiden Behandlungen erhoht. Hierbei handelte es sich um TAG C48:0, C52:0,
C52:4, C52:6, C54:2, C54:5 und C54:8. Hervorzuheben ist hier TAG 52:4, welches anteilig unter allen
TAG-Subspezies prozentual besonders hdufig vorkommt — in den Proben nach Aspartam-Inkubation
zeigte es unter allen TAG-Subspezies einen Anteil von 24,9 %, in den Metabolite-Zellen von 18,7 %

(siche Abbildung 25).
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Metabolite
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Abbildung 25: Massenspektrometrische Lipidomics Analyse zur Bestimmung von Triacylglycerid-Spezies
nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Venn-Diagramm zur vergleichenden Analyse der einzelnen Triacylgylcerid-Subspezies. Als erhdht (T) oder
erniedrigt (V) wurden jene Subspezies definiert, deren Veréinderung groBer als der mittlere Standardfehler (SEM)
ist. Unverdndert sind jene Subspezies, welche ihre Verdnderung innerhalb des mittleren Standardfehlers (SEM)
liegend haben. Lipid-Subspezies, bei denen sowohl nach Behandlung mit Aspartam als auch mit Aspartam -
Metaboliten fiir die gemessene Verdnderung dieselbe Tendenz existiert, sind im iiberlappenden Teil des Venn-
Diagramms aufgefiihrt. In der nebenstehenden Tabelle sind diese nochmal genauer definiert. Hier ist aufgefiihrt,
wie viel prozentualen Anteil die jeweilige Triacylgylcerid-Subspezies an allen Triacylglycerid-Subspezies
ausmacht. Triacyglycerid-Subspezies mit weniger als ein Prozent am Gesamtanteil sind in weil hinterlegt, jene
mit eins bis fiinf Prozent in hellgriin, jene mit fiinf bis zehn Prozent in mittelgriin und bei mehr als zehn Prozent
am Gesamtanteil in dunkelgriin. In Klammer ist die jeweilige prozentuale Veridnderung im Vergleich zu den auf
100 % gesetzten Kontrollen inklusive ihres dazugehdrigen p-Wertes angegeben. Abbildung modifiziert nach
(GRIEBSCH et al., 2023).

4.4.2. Untersuchung der Phospholipid-Spezies

Phospholipide gelten als wichtige Strukturlipide, da sie die Hauptkomponente der Lipiddoppelschicht
der duBeren Zellmembran darstellen (VAN DER VEEN et al., 2017). Dariiber hinaus sind sie auch bei
vielen weiteren intrazelluldren Organellen, wie beispielsweise der Mitochondrien, der Lipid Droplets
oder des Zellkerns membranbildend (OLZMANN, CARVALHO, 2019; HARAYAMA, RIEZMAN,
2018; VANCE, 2015) (siche Kapitel 4.1.1).

Die Struktur eines Phospholipid-Molekiils setzt sich aus mehreren Bestandteilen zusammen (siehe
Abbildung 26). Exemplarisch soll dies anhand eines Glycerophospholipids, dem anteilig am haufigsten
vorkommenden Phospholipid, veranschaulicht werden. Das strukturelle Riickgrat wird durch den
dreiwertigen Alkohol Glycerin mit seinen drei Hydroxylgruppen (-OH) gebildet. An der C1- und C2-
Hydroxylgruppe, auch sn-1- und sn-2-Position genannt, erfolgt mit je einer Fettsdure eine Veresterung
iiber deren Acylgruppe (Carboxylgruppe, -COOH). An der C3-Hydroxylgruppe des Glycerins erfolgt
eine Veresterung mit Phosphorsdure; das hierbei entstandene Phospholipid heiflit demnach auch
Phosphoglycerid. Haufig ist die Phosphatgruppe ihrerseits noch mit einem weiteren Alkohol, wie
Cholin, Ethanolamin, Serin oder Inositol, verestert. Folglich entstehen hierbei Phosphatidylcholin, -

ethanolamin, -serin oder -inositol.
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Fettsdure

Fettsdure

Abbildung 26: Schematischer Aufbau eines Phospholipids. Exemplarisch dargestellt anhand eines
Phosphoglycerids.

Das Riickgrat des Phospholipids wird durch Glycerin gebildet, welches an seiner C1- und C2-Hydroxylgruppe
jeweils mit einer Fettsdure verestert ist. An der C3-Hydroxylgruppe besteht eine Esterbindung mit Phosphorsiure,
die ihrerseits hdufig mit einem weiteren Alkohol verestert ist. Angelehnt an (BERG et al., 2014b).

Glycerin, Phosphatgruppe und organischer Rest bilden die hydrophile ,,Kopfgruppe* des Phospholipids;
die beiden Fettsiuren den hydrophoben ,Rest“. Das Molekiill ist also amphiphil.
Im wissrigen Milieu lagern sich die Phospholipide spontan in sogenannten Lipiddoppelschichten
zusammen, in welchen sich jeweils zwei Phospholipide mit ihren Fettsdure-Resten senkrecht
gegeniiberstehen. Der eine hydrophile Phosphatkopf zeigt so nach aulen zum Extrazellularraum, der

zweite Phosphatkopf grenzt an den Intrazelluldrraum (siche Abbildung 27) (BERG et al., 2014a).
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Abbildung 27: Schematischer Aufbau einer Lipiddoppelschicht.

Den Grundbaustein der Lipiddoppelschicht bilden die amphiphilen Phospholipide. Diese lagern sich in einer
Doppelschicht an, in der die hydrophoben Fettsdureketten sich gegeniiberstehen und die polaren Kopfgruppen
nach auflen ragen. Es existieren verschiedene membranassoziierte Molekiille wie bspw. Kanalproteine,
Rezeptorproteine oder Glykolipide, welche die Doppelmembran durchspannen oder an diese angelagert sind.
Angelehnt an (HARAYAMA, RIEZMAN, 2018).

Die am héufigsten in kernhaltigen Saugetiertierzellen vorkommenden Phospholipid-Spezies sind
Phosphatidylcholin (45 — 55 %) und Phosphatidylethanolamin (15 — 25 %) (VANCE, 2015).
Lipidomics-Analysen in menschlichen Gehirnen zeigten analog hierzu fiir Phosphatidylcholin einen
Anteil von 32,8 %, fiir Phosphatidylethanolamin von 35,6 %, sowie fiir Phosphatidylserin von 16,6 %
(NAUDI et al., 2015). Auch in den, in der hier vorliegenden Studie untersuchten, SH-SY5Y
Neuroblastom-Zellen wurden Phosphatidylcholin-, ethanolamin- und serin mit 54,7 %, 17,8 % und

4,7 % als die anteilig hdufigsten Phospholipid-Klassen identifiziert (JAKUBEC et al., 2019).
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4.4.2.1. Phosphatidylcholin diacyl (acylacyl)

In der massenspektrometrischen Untersuchung wurden insgesamt 43 Phosphatidylcholin-Subspezies
untersucht. Diese waren PC aa C20:0, C24:0, C26:0, C28:0, C28:1, C30:0, C30:2, C32:0, C32:1, C32:2,
C32:3, C34:1, C34:2, C34:3, C34:4, C36:0, C36:1, C36:2, C36:3, C36:4, C36:5, C36:6, C38:0, C38:1,
C38:3, C38:4, C38:5, C38:6, C40:0, C40:1, C40:2 , C40:3, C40:4, C40:5, C40:6, C42:0, C42:1, C42:2,
C42:4, C42:5, C42:6, C44:0, C48:0.

Der aus der jeweiligen Verdanderung jeder Phosphatidylcholin-Subspezies gebildete Mittelwert ergab
fiir die mit Aspartam inkubierten Zellen eine signifikante Erhéhung auf 118,7 % + 8,1 % (p < 0,001);
der Mittelwert der mit den Aspartam-Metaboliten inkubierten Zellen auf 105,0 % + 6,4% (p < 0,001).
Hier zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Inkubationsbedingungen (p <
0,001) (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Phosphatidylcholin-
Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam -Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Das Balkendiagramm zeigt die relative Verdnderung aller gemessenen Phosphatidylcholin-Subspezies nach
Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p <0,05 und *** p <0,001 festgelegt. Abbildung
modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Bei Betrachtung des Vulcano Plots lieB sich der im Mittelwert beobachtete Effekt noch genauer
spezifizieren (siche Abbildung 29). Bei beiden Inkubationsbedingungen zeigte sich der Trend einer
Erhohung: Bei den Metaboliten waren im Vergleich zu Aspartam jedoch geringere Effektstarken und
Signifikanzwerte erkennbar.

Bei den Subspezies nach Metaboliten-Inkubation zeigten 35 nur eine geringe — also innerhalb des
mittleren Standardfehlers liegende — Erhéhung bzw. Erniedrigung. Acht Subspezies erreichten eine
Erhohung oberhalb des SEM.

Nach Aspartam-Inkubation zeigte sich bei nur vier Subspezies eine geringe Veranderung (PC aa C20:0,

C24:0, C26:0 und C44:0). Alle anderen 39 Subspezies waren oberhalb des SEM liegend erhoht (siehe
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auch Abbildung 30). Hervorzuheben sind die nach Aspartam-Inkubation gemessenen Veranderungen
der Phosphatidylcholin-Subspezies C30:0 und C28:0, die mit einer Erhéhung auf 127,0 % + 7,2 % (p =
0,009) und 137,8 % £ 8,9 % (p = 0,005) eine besonders hohe Effektstarke zeigten.
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Abbildung 29: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Phosphatidylcholin-
Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Im Vulcano Plot ist jede Phosphatidylcholin-Subspezies durch einen rosa Punkt (nach Aspartam-Behandlung) oder
blauen Punkt (nach Aspartam-Metabolite-Behandlung) représentiert. Dieser ist mit seiner Veranderung (x-Achse)
gegen den entsprechenden p-Wert (y-Achse) aufgetragen. Hellblaue und hellrosa Punkte stellen keine signifikante
Verdnderung dar. Mittelrosa oder mittelblaue Punkte représentieren eine Verdnderung, welche grofer als der
mittlere Standardfehler (SEM) ist, jedoch ohne das festgelegte Signifikanzniveau zu erreichen. Dunkelrosa oder
dunkelblaue Punkte stehen fiir eine Verdnderung, die groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und
auflerdem einen p-Wert von kleiner gleich 0,05 aufweist. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisches
Signifikanzniveau definiert. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Die Inkubation mit Aspartam resultierte bei 39 der insgesamt 43 vermessenen Phosphatidylcholin-
Subspezies in einer oberhalb des mittleren Standardfehlers (SEM) liegenden Erh6hung. Hiervon zeigten
22 Subspezies einen p-Wert kleiner gleich 0,05 — sie erreichten also das statistische Signifikanzniveau
(siche Abbildung 30). Bei diesen handelte es sich um PC aa C28:0, C30:0, C30:2, C32:0, C32:1, C32:2,
C34:1, C34:2, C34:3, C34:4, C36:2, C36:3, C38:3, C38:6, C40:0, C40:2, C40:3, C40:4, C40:5, C42:4,
C42:5 und C42:6.

In den Proben der Aspartam-Metaboliten zeigte sich eine Erhohung von acht PC-Subspezies (PC aa
C24:0, C26:0, C28:1, C34:4, C36:5, C40:0, C40:6 und C42:1), wovon jedoch keine das definierte

statistische Signifikanzniveau erreichten.
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Abbildung 30: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Phosphatidylcholin-
Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Verteilungsdiagramm zur Darstellung der Anzahl erhohter (y-Achse > 1) und erniedrigter (y-Achse < 1)
Phosphatidylcholin-Subspezies. Der Anteil der Sdule, welcher in mittelrosa oder mittelblau eingeférbt ist,
représentiert jene Subspezies deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist, aber nicht das
Signifikanzniveau erreicht. Jener Teil der Séule, der dunkelrosa oder dunkelblau gefarbt ist, steht fiir die
Subspezies, deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und auflerdem einen p-Wert von
kleiner gleich 0,05 aufweist. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt.
Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Im direkten Vergleich der einzelnen Phosphatidylcholin-Subspezies zeigte sich, dass sechs Subspezies
sowohl nach Aspartam-, als auch nach Behandlung mit Aspartam-Metaboliten erhéht waren (siche
Abbildung 31). Hierbei handelte es sich um PC aa C28:1, C34:4, C36:5, C40:0, C40:6 und C42:1. Bei
beiden Inkubationsbedingungen machten die Subspezies jeweils nur einen Anteil von unter ein Prozent
aller vermessenen Phosphatidylcholin-Subspezies aus. Lediglich PC C40:6 zeigte einen Anteil von
knapp iiber einem Prozent (1,27 % in den Aspartam-Proben bzw. 1,34 % in Aspartam-Metabolite-
Proben). Auch unter den als ,,unverdndert™ definierten Subspezies gab es mit PC aa C20:0 und C44:0

Uberschneidungen zwischen beiden Inkubationsbedingungen.

Aspanam Metabolite P‘(' aa Spezies Aspartam Metabolite
C28:1 0,2 % (111.8 % (p = 0,146)) 0.2 % (110.4 % (p = 0.255))
C34:4 0.3 % (119.9 % (p = 0,027)) 0.3 % (106.5 % (p = 0.323))
133 16 12 erhiht C36:5 0,5 % (118.7 % (p = 0,059)) 0.5 % (107.0 % (p = 0.333))
C40:0 0.1 % (122.8 % (p = 0,040)) 0.2 % (109.6 % (p = 0.177))
2 2 33 C40:6 1,3 % (119.3 % (p = 0,063)) 1,3 % (107.3 % (p = 0,294))
C42:1 0.02 % (115.0 % (p = 0,148)) 0.02 % (115.0 % (p = 0,063))
10 10 10 L C20:0 0,02 % (95,3 % (p = 0,353)) 0,03 % (96,4 % (p = 0,620))
unverandert
C44:0 0,01 % (103,7 % (p = 0,679)) 0,01% (97,7 % (p = 0,807))
erniedrigt
<1 %
> 1 <5%
>5<10%

> 10 %

Abbildung 31: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Phosphatidylcholin-
Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Venn-Diagramm zur vergleichenden Analyse der einzelnen Phosphatidylcholin-Subspezies. Als erhoht (T) oder
erniedrigt (V) wurden jene Subspezies definiert, deren Veréinderung groBer als der mittlere Standardfehler (SEM)
ist. Unverdndert sind jene Subspezies, welche ihre Verdanderung innerhalb des mittleren Standardfehlers (SEM)
liegend haben. Lipidsubspezies, bei denen sowohl nach Behandlung mit Aspartam als auch mit Aspartam -
Metaboliten fiir die gemessene Verdnderung dieselbe Tendenz existiert, sind im iiberlappenden Teil des Venn-
Diagramms aufgefiihrt. In der nebenstehenden Tabelle sind diese nochmal genauer definiert. Hier ist aufgefiihrt,
wie viel prozentualen Anteil die jeweilige Phosphatidylcholin-Subspezies an allen Phosphatidylcholin-Subspezies
ausmacht. Phosphatidylcholin-Subspezies mit weniger als ein Prozent am Gesamtanteil sind in weifl hinterlegt,
jene mit eins bis fiinf Prozent in hellgriin, jene mit fiinf bis zehn Prozent in mittelgriin und bei mehr als zehn
Prozent am Gesamtanteil in dunkelgriin. In Klammer ist die jeweilige prozentuale Verdnderung im Vergleich zu
den auf 100 % gesetzten Kontrollen inklusive ihres dazugehdrigen p-Wertes angegeben. Abbildung modifiziert
nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.4.2.2. Phosphatidylethanolamin diacyl (acylacyl)

Die Untersuchung der Phosphatidylethanolamin-Subspezies ergab eine signifikante Erhohung des aus
allen vermessenen Subspezies gebildeten Mittelwertes. Durch die Inkubation mit Aspartam lag dieser
bei 1385%=+11,8% (p < 0,001), durch die Inkubation mit Aspartam-Metaboliten sogar bei
144,0 % £ 13,9 % (p <0 001). Hierbei zeigte sich im Mittelwert kein statistischer Unterschied zwischen
Aspartam und den Aspartam-Metaboliten (siche Abbildung 32).

Insgesamt wurden 35 Phosphatidylethanolamin-Subspezies vermessen. Diese waren PE aa C32:0,
C32:1, C32:2, C34:0, C34:1, C34:2, C34:3, C34:4, C36:0, C36:1, C36:2, C36:3, C36:4, C36:5, C36:6,
C38:0, C38:1, C38:2, C38:3, C38:4, C38:5, C38:6, C40:0, C40:1, C40:2, C40:3, C40:4, C40:5, C40:6,
C42:0, C42:1, C42:2, C42:4, C42:5 und C42:6.
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Abbildung 32: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von

Phosphatidylethanolamin-Subspezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam -Metaboliten
im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Das Balkendiagramm zeigt die relative Verdnderung aller gemessenen Phosphatidylethanolamin-Subspezies nach
Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dar. Die statistische Signifikanz wurde mit * p <0,05 und *** p <0,001 festgelegt. Abbildung
modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Bei Betrachtung des Vulcano Plots verfestigt sich der, in der Bestimmung des Mittelwertes, gewonnene
Eindruck (sieche Abbildung 33). Keine der vermessenen Subspezies zeigte eine innerhalb des SEM
liegende Verdnderung. Sowohl bei Aspartam als auch bei Aspartam-Metaboliten lie3 sich fiir jede der
vermessenen PE-Subspezies eine oberhalb des SEM liegende Erhdhung erkennen. Hierbei erreichten
bei Aspartam 20 Subspezies das Signifikanzniveau (siche Abbildung 34). Eine besonders hohe
Effektstirke zeigten PE aa C40:0 mit 194,5 % + 13,9 % (p = 0,002), PE aa C40:1 mit 185,2 % + 12,4 %
(p=0,001) und PE aa C42:4 mit 179,9% +12,0% (p=0,001). Bei den Aspartam-Metaboliten
erreichten 14 Subspezies das Signifikanzniveau (siche Abbildung 34). Besonders hervorzuheben sind

hier PE aa C40:2 mit 170,5 + 13,9 % (p = 0,008), sowie PE aa C42:0 mit 163,1 % + 13,1 % (p =0,010).
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Abbildung 33: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von

Phosphatidylethanolamin-Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im
Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Im Vulcano Plot ist jede Phosphatidylethanolamin-Subspezies durch einen rosa Punkt (nach Aspartam-
Behandlung) oder blauen Punkt (nach Aspartam-Metabolite-Behandlung) représentiert. Dieser ist mit seiner
Verdnderung (x-Achse) gegen den entsprechenden p-Wert (y-Achse) aufgetragen. Hellblaue und hellrosa Punkte
stellen keine signifikante Verdnderung dar. Mittelrosa oder mittelblaue Punkte représentieren eine Verénderung,
welche groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist, jedoch ohne das festgelegte Signifikanzniveau zu
erreichen. Dunkelrosa oder dunkelblaue Punkte stehen fiir eine Verdnderung, die groBer als der mittlere
Standardfehler (SEM) ist und auBlerdem einen p-Wert von kleiner gleich 0,05 aufweist. Ein p-Wert < 0,05 wurde
als statistisches Signifikanzniveau definiert. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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Abbildung 34: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von
Phosphatidylethanolamin-Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im
Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Verteilungsdiagramm zur Darstellung der Anzahl erhohter (y-Achse > 1) und erniedrigter (y-Achse < 1)
Phosphatidylethanolamin-Subspezies. Der Anteil der Sdule, welcher in mittelrosa oder mittelblau eingefarbt ist,
représentiert jene Subspezies deren Verdnderung groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist, aber nicht das
Signifikanzniveau erreicht. Jener Teil der Séule, der dunkelrosa oder dunkelblau gefarbt ist, steht fiir die
Subspezies, deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und auflerdem einen p-Wert von
kleiner gleich 0,05 aufweist. Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt.
Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Im direkten Vergleich zwischen Aspartam und Aspartam-Metaboliten lieBen sich diese Ergebnisse fiir
die jeweiligen Phosphatidylethanolamin-Subspezies weiter spezifizieren (sieche Abbildung 35). Wie im
Vulcano Plot bereits ersichtlich wurde (siche Abbildung 33), zeigten alle der insgesamt 35 vermessenen
Subspezies sowohl nach Aspartam-Behandlung als auch nach der mit den Metaboliten eine iiber des

mittleren Standardfehlers liegende Erhohung.
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Bei der anteiligen Betrachtung der PE-Subspezies an allen vermessenen PE-Subspezies lieen sich
solche erkennen, die besonders hdufig vorkamen. Diese waren die Subspezies PE C34:1 (Aspartam:
10,9 %, Metabolite: 10,6 %) und PE C36:1 (Aspartam: 14,5 %, Metabolite: 15,8 %) (dunkelgriin
markiert in Abbildung 35). Die grofite Effektstirke zeigte sich bei Aspartam-Inkubation fiir PE C40:0
mit einer hoch signifikanten Erhdhung auf 194,5 % (p = 0,002); jedoch einem anteiligen Vorkommen
von nur 0,4 % an allen vermessenen PE-Subspezies. Bei den Aspartam-Metaboliten zeigte PE C42:0
mit einer Erh6hung auf 163,1 % (p = 0,009) die hochste Effektstarke. Auch bei dieser Subspezies war

das anteilige Vorkommen mit 0,2 % jedoch relativ gering.

- — “~ PE aa Spezies Aspartam Metabolite

Aspartam < Metabolite < [rhoht C32:0 1.6 % (142.9 % (p = 0,024)) 1.3 % (131,1 % (p = 0,060))
/ C32:1 2.0 % (127.7 % (p = 0,084)) 1.8 % (136.6 % (p =0.053))
10 /135 10 3222 0.6 % (129.0 % (p = 0.020)) 0.6 % (133.9 % (p = 0,057))
[ C34:0 2.8 % (114.4 % (p = 0,301 3.1 % (143.3 % (p = 0,040

0 -0 | <0 C34:1 0,9 % % (p = 0,149 0,6 % (136.8 % 0,0
/ C34:22 9.4 % (143.7 % (p = 0,024)) 8.0 % (141.7 % (p = 0,050))
10 10 10 C34:3 1.4 % (149.9 % (p = 0,001)) 1.1 % (1320 % (p = 0,059))
C34:4 0.4 % (153.5 % (p = 0.001)) 0.3 % (128.6 % (p = 0.045))
C36:0 2.0 % (120.4 % (p = 0,184 2.0 % (137.9 % (p = 0,090
~~ C36:1 4.5 % 6% (p=0 8 % 0 % 0,058
C36:2 7.1 % (119.7 % (p = 0.198)) 7.2 % (140.4% (p = 0.076))
C36:3 2.0 % (136.5 % (p = 0.022)) 1.7 % (135.1 % (p = 0.082))
C36:4 3,5 % (143,3 % (p = 0,019)) 3.0 % (142,5 % (p = 0,044))
C36:5 1.1 % (153.6 % (p = 0.008)) 0.9 % (136.5 % (p = 0,050))
C36:6 0.4 % (153.4 % (p = 0,010)) 0.3 % (124.0 % (p = 0,105))
C38:0 0.6 % (125.8 % (p = 0.110)) 0.7 % (157.5 % (p = 0.064))
C38:1 0.7 % (142.0 % (p = 0,022)) 0.6 % (156.0 % (p = 0.027))
C38:2 1.8 % (132.9 % (p = 0,051)) 1.7 % (140.0 % (p = 0,086))
C38:3 4.6 % (118.6 % (p = 0.261)) 4.9 % (147.0 % (p = 0,067))
C38:4 8.0 % (111,2 % (p = 0,511)) 9.2 % (147,9 % (p = 0,083))
C38:5 2.3 % (122.2 % (p = 0,198)) 2.4 % (143.8 % (p = 0.101))
C38:6 1.2 % (123.8 % (p = 0.158)) 1.2 % (143.7 % (p = 0.112))
C40:0 0.4 % (194.5 % (p = 0,002)) 0.3 % (136.4 % (p = 0,024))
C40:1 0,4 % (185.2 % (p = 0,001)) 0.2 % (146,0 % (p = 0,014))
C40:2 0.4% (136.2 % (p = 0,028)) 0.4 % (170.5 % (p = 0,008))
C40:3 2.4 % (1353 % (p = 0,043)) 2.5 % (158.0 % (p = 0.038))
C40:4 3.4 % (123.6 % (p = 0.170)) 3.6 % (149.4 % (p = 0,080))
C40:5 4.1 % (114.8 % (p = 0.385)) 4.6 % (149.9 % (p = 0.085))
C40:6 7.2 % (116.7 % (p = 0,331)) 8.0 % (149.4 % (p = 0,099))
C42:0 0,3 % (167.8 % (p = 0,004)) 0.2 % (163,1 % (p = 0,009))
C42:1 0.2 % (150,9 % (p = 0.031)) 0.2 % (135.9 % (p = 0,021))
C42:2 0.3 % (160.6 % (p = 0.006)) 0.3 % (159.8 % (p = 0,002))
C42:4 0.7 % (179.9 % (p = 0.001)) 0.5 % (144.9 % (p = 0.010))
C42:5 0.7 % (152.1 % (p = 0.004)) 0.6 % (154.8 % (p = 0.006))
C42:6 0.6 % (128.8 % (p = 0.039)) 0.6 % (142.8 % (p = 0,072))

unverandert
erniedrigt
<1%
>1<5%

>5<10%

>10 %

Abbildung 35: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von

Phosphatidylethanolamin-Spezies nach einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im
Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Venn-Diagramm zur vergleichenden Analyse der einzelnen Phosphatidylethanolamin-Subspezies. Als erhoht (T)
oder erniedrigt (¥) wurden jene Subspezies definiert, deren Verinderung groBer als der mittlere Standardfehler
(SEM) ist. Unverdndert sind jene Subspezies, welche ihre Verdnderung innerhalb des mittleren Standardfehlers
(SEM) liegend haben. Lipid-Subspezies, bei denen sowohl nach Behandlung mit Aspartam als auch mit Aspartam-
Metaboliten fiir die gemessene Verdnderung dieselbe Tendenz existiert, sind im iiberlappenden Teil des Venn-
Diagramms aufgefiihrt. In der nebenstehenden Tabelle sind diese nochmal genauer definiert. Hier ist aufgefiihrt,
wie viel prozentualen Anteil die jeweilige Phosphatidylethanolamin-Spezies an allen Phosphatidylethanolamin-
Subspezies ausmacht. Phosphatidylethanolamin-Subspezies mit weniger als ein Prozent am Gesamtanteil sind in
weil} hinterlegt, jene mit eins bis fiinf Prozent in hellgriin, jene mit fiinf bis zehn Prozent in mittelgriin und bei
mehr als zehn Prozent am Gesamtanteil in dunkelgriin. In Klammer ist die jeweilige prozentuale Verdnderung im
Vergleich zu den auf 100 % gesetzten Kontrollen inklusive ihres dazugehorigen p-Wertes angegeben. Abbildung
modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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4.4.3. Untersuchung der Carnitin-Spezies

Carnitine spielen eine elementare Rolle im mitochondrialen Fettsdure-Stoffwechsel. Sie sind in die
B-Oxidation involviert, welche in der mitochondrialen Matrix stattfindet und in deren Rahmen
Fettsduren mit dem Ziel der Energiegewinnung abgebaut werden. Carnitin fungiert hierbei als
Transportmolekiil (sogenannter Carnitin-Shuttle), an das die Fettsduren konjugiert werden kdonnen, um
dann mittels einer Translokase von der &uBeren Mitochondrienmembran {iber die innere
Mitochondrienmembran in die Matrix {iberfiihrt zu werden. Dort wird die Fettsduregruppe von Carnitin
auf Coenzym-A iibertragen und in einem mehrschrittigen Prozess abgebaut. Hierbei entsteht bei jedem
Schritt ein Molekiil Acetyl-CoA, welches seinerseits fiir die weitere Energiegewinnung in den
Citratzyklus eingespeist wird (HEINRICH et al., 2022b). Es existieren verschiedene Formen des
Carnitins. Zu diesen zéhlen der ,,Grundbaustein® L-Carnitin (LC), welches aus den Aminoséduren Lysin
und Methionin besteht und das physiologisch aktive Enantiomer des Carnitins ist (FLANAGAN et al.,
2010; BREMER, 1983). Als Acylcarnitin wird das mit einer Fettsdure variabler Kettenldnge konjugierte
Carnitin bezeichnet. Dementsprechend lassen sich in Abhingigkeit der Fettsduren-Lange kurz-, mittel-
und langkettige Carnitine unterscheiden. Carnitin ldsst sich im menschlichen Korper in den
verschiedensten Geweben nachweisen, wovon sich mengenmifig am meisten im Muskelgewebe
befindet. Auch in Leber, Nieren, Herz und Gehirn kommt Carnitin seiner Funktion nach. Eine
mitochondriale Dysfunktion ist mit einer Verdnderung der anteiligen Zusammensetzung des Carnitin-
Pools assoziiert (MCCANN et al., 2021; REUTER, EVANS, 2012; NEAL et al., 2012; JONES et al.,
2010).

Bei der Untersuchung der Carnitin-Spezies zeigte sich im Mittelwert bei Aspartam eine diskrete
Verringerung zu 97,3 % + 5,4% (p = 0,064). Die Inkubation mit den Aspartam-Metaboliten fithrte zu
einer signifikanten Reduktion des Mittelwertes zu 93,7 % + 6.3 % (p < 0,001) (siehe Abbildung 36).
Insgesamt wurden in der massenspektrometrischen Analyse je Bedingung 41 Carnitin-Subspezies
gemessen. Bei diesen handelte es sich um Carnitin C00, C02, C03, C03 OH, C03:1, C04, C04 OH bzw.
C3-DC, C04:1, C05, CO5 M DC, C05 OH bzw. C3-DC-M, C05:1, C05:1 DC, C06 bzw. C4:1-DC, C06
OH bzw. C5-DC, C06:1, C7X (C07 DC), C08, C08:1, C9X (C09), C10, C10:1, C10:2, C12, C12 DC,
Cl12:1, C14, C14:1, C14:1 OH, C14:2, C14:2 OH, C16, C16 OH, C16:1, C16:1 OH, C16:2, C16:2 OH,
C18:0, C18:1, C18:1 OH sowie C18:2.
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Abbildung 36: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Carnitin-Spezies nach
einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam -Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Das Balkendiagramm zeigt die relative Verdnderung aller gemessenen Carnitin-Subspezies nach Behandlung mit
Aspartam oder Aspartam -Metaboliten. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dar.
Die statistische Signifikanz wurde mit * p < 0,05 und *** p < 0,001 festgelegt. Abbildung modifiziert nach
(GRIEBSCH et al., 2023).

Im Vulcano Plot lasst sich bei erster Betrachtung bei sowohl erhdhten als auch erniedrigten Carnitin-
Subspezies eine eher ausgeglichene Verteilung feststellen, wobei die Subspezies nach der Inkubation
mit Aspartam-Metaboliten (blau) einen ausgeprigteren Links-Shift, respektive eine Erniedrigung im
Vergleich zu den Kontrollen, zeigen (siehe Abbildung 37). Insgesamt wiesen 35 Subspezies eine
oberhalb des SEM liegende Verdnderung auf — hiervon sieben mit einer Erhdhung und 28 mit einer
Erniedrigung. Nur sechs Carnitin-Subspezies lagen mit ihrer Veridnderung innerhalb des mittleren
Standardfehlers. Nach der Inkubation mit Aspartam zeigten 20 Carnitin-Subspezies eine nur leichte
Erhohung oder Erniedrigung und lagen damit innerhalb des SEM. Oberhalb des SEM lagen 21

Subspezies, wovon acht eine Erhhung und dreizehn eine Erniedrigung aufwiesen (siehe Abbildung
38).
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Abbildung 37: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Carnitin-Spezies nach
einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.

Im Vulcano Plot ist jede Carnitin-Subspezies durch einen rosa Punkt (nach Aspartam-Behandlung) oder blauen
Punkt (nach Aspartam-Metabolite-Behandlung) représentiert. Dieser ist mit seiner Verdnderung (x-Achse) gegen
den entsprechenden p-Wert (y-Achse) aufgetragen. Hellblaue und hellrosa Punkte stellen keine signifikante
Verdnderung dar. Mittelrosa oder mittelblaue Punkte représentieren eine Verdnderung, welche grofer als der
mittlere Standardfehler (SEM) ist, jedoch ohne das festgelegte Signifikanzniveau zu erreichen. Dunkelrosa oder
dunkelblaue Punkte stehen fiir eine Verdnderung, die groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und
auflerdem einen p-Wert von kleiner gleich 0,05 aufweist. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisches
Signifikanzniveau definiert. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Bei genauerer Analyse, lieBe sich bei der Inkubation mit Aspartam-Metaboliten unter den 28
erniedrigten Carnitin-Subspezies bei 15 die Erreichung des Signifikanzniveaus erkennen. Bei diesen
handelte es sich um Carnitin C03:1, C04:1, C05:1, C08:1, C10, C10:1, C10:2, C12:1, C14:1, C14:1 OH,
C16, C16 OH, C16:1, C16:1 OH sowie C18:1. Eine Erhéhung liel3 sich bei sieben Subspezies messen,
wovon eine Subspezies signifikant erhoht war. Hierbei handelte es sich um Carnitin C05 M DC. Die
Inkubation mit Aspartam resultierte in einer Erniedrigung von 13 Carnitin-Subspezies, inklusive sieben
Subspezies, welche das Signifikanzniveau erreichten. Diese waren Carnitin C05:1, C7X (C07 DC),
C10:1, C12 DC, C12:1, C16:1 OH sowie C16:2. Erhoht zeigten sich acht Subspezies, wovon Carnitin
CO04 eine signifikante Erhohung zeigte.

n.s.

1

ok k%

Verteilung Carnitin Spezies
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Abbildung 38: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Carnitin-Spezies nach
einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Verteilungsdiagramm zur Darstellung der Anzahl erhShter (y-Achse > 1) und erniedrigter (y-Achse < 1) Carnitin-
Subspezies. Der Anteil der Sdule, welcher in mittelrosa oder mittelblau eingeférbt ist, reprasentiert jene Subspezies
deren Verdnderung grofer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist, aber nicht das Signifikanzniveau erreicht.
Jener Teil der Sdule, der dunkelrosa oder dunkelblau geférbt ist, steht fiir die Subspezies, deren Verdnderung
groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist und auBerdem einen p-Wert von kleiner gleich 0,05 aufweist. Die
statistische Signifikanz wurde mit * p <0,05 und ** p < 0,01 festgelegt. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH
et al., 2023).
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Im direkten Vergleich der Carnitin-Subspezies nach Inkubation mit Aspartam bzw. mit den Aspartam-
Metaboliten lieBen sich fiir insgesamt 15 Subspezies Gemeinsamkeiten zwischen den beiden
Inkubationsbedingungen erkennen (siehe Abbildung 39). Eine Erhohung oberhalb des mittleren
Standardfehlers war fiir eine einzige Subspezies — Carnitin C02 — messbar. Dieses zeigte unter allen
gemessenen Carnitin-Subspezies mit einem relativen Vorkommen von 15,7 % bei den Aspartam-Proben
bzw. 17,3 % bei den Metabolite-Proben auch ein recht hdufiges Vorkommen. Eine bei beiden
Inkubationsbedingungen auftretende, innerhalb des SEM liegende, Verdnderung zeigte sich fiir drei
Carnitin-Subspezies: Carnitin C08, C14:2 sowie C16:2 OH. Eine oberhalb des SEM liegende
Erniedrigung zeigte sich fiir elf Subspezies. Mit einem anteilig hdufigen Vorkommen von 8,7 % bei
Aspartam bzw. 9,4 % bei den Metaboliten ist Carnitin C10:1 hervorzuheben. Auch Carnitin C  12:1

zeigt ein relativ haufiges Vorkommen mit 7,5 % bei Aspartam und 8,0 % bei den Metaboliten.

Carnitin Spezies Aspartam Metabolite

Aspartam Metabolite erhoht C02 0 % (p=0,189 % 0,06
C08 1.8 % (101,5 % (p = 0,894)) 1.8 % (1004 % (p = 0,980))
. ' 76 unverandert [C14:2 0.7 % (95.6 % (p = 0.425)) 0.7 % (101.4 % (p = 0,808))

A C16:2 OH 0.8 % (100,0 % (p = 0.994)) 0,7 % (97.1 % (p = 0,594))

o1 o3 | o3 C05:1 0.6 % (86.4 % (p = 0,016)) 0.6 % (82.9 % (p = 0,010))

| C06 OH/ C5-DC 0.5 % (89.5 % (p = 0,085)) 0,5 % (91,2 % (p = 0,156))

12 L 117 C06:1 0.9 % (93.2 % (p = 0.133)) 0.9 % (92.3 % (p = 0.254))

/ C7X(C07 DC) 1.1 % (79.6 % (p = 0.006)) 1.2 % (85.4 % (p = 0.057))

C10:1 8.7 % (72.7 % (p = 0,003)) 9.4 % (78.3 % (p=10.,014))

emiedrigt  [C10:2 0.6 % (95.0 % (p = 0,365)) 0.5 % (83.5 % (p = 0,026))

Cl12 DC 0.7 % (85.6 % (p = 0.015)) 0,7 % (85,9 % (p = 0,095))

Cl2:1 7.5 % (78.7 % (p = 0.006)) 8.0 % (83.5 % (p = 0,020))

" : " — Cl4:1 0.9 % (91.7 % (p = 0.158)) 0.9 % (85.2 % (p = 0.005))

=3 ‘~~H]'?’0 Cl6:1 OH 0.9 % (86,2 % (p = 0,021)) 0.8 % (77,2 % (p < 0.001))

~10% C16:2 0.6 % (88.8 % (p = 0,035)) 0.7 % (92.5 % (p = 0,066))

Abbildung 39: Massenspektrometrische Lipidomics-Analyse zur Bestimmung von Carnitin-Spezies nach
einer Behandlung mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten im Vergleich zu Kontroll-Zellen.
Venn-Diagramm zur vergleichenden Analyse der einzelnen Carnitin-Subspezies. Als erhéht (1) oder erniedrigt
(¥) wurden jene Subspezies definiert, deren Verinderung groBer als der mittlere Standardfehler (SEM) ist.
Unverdndert sind jene Subspezies, welche ihre Verdnderung innerhalb des mittleren Standardfehlers (SEM)
liegend haben. Lipid-Subspezies, bei denen sowohl nach Behandlung mit Aspartam als auch mit Aspartam-
Metaboliten fiir die gemessene Verdnderung dieselbe Tendenz existiert, sind im iiberlappenden Teil des Venn-
Diagramms aufgefiihrt. In der nebenstehenden Tabelle sind diese nochmal genauer definiert. Hier ist aufgefiihrt,
wie viel prozentualen Anteil die jeweilige Carnitin-Subspezies an allen Carnitin-Subspezies ausmacht. Carnitin-
Subspezies mit weniger als ein Prozent am Gesamtanteil sind in weil} hinterlegt, jene mit eins bis fiinf Prozent in
hellgriin, jene mit finf bis zehn Prozent in mittelgriin und bei mehr als zehn Prozent am Gesamtanteil in
dunkelgriin. In Klammer ist die jeweilige prozentuale Verdnderung im Vergleich zu den auf 100 % gesetzten
Kontrollen inklusive ihres dazugehdrigen p-Wertes angegeben. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al.,
2023).
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4.4.4. Vergleich der Lipid-Subspezies

In einer zusammenfassenden Analyse wurden die iiber alle Lipidklassen vermessenen 137 Subspezies
zwischen Aspartam-Metaboliten und Aspartam verglichen. Hierbei lie3 sich erkennen, dass bei beiden
Inkubationsbedingungen &hnliche Trends beziiglich der Effektstirke herrschen.

Bei der genaueren Betrachtung der insgesamt 114 Lipid-Subspezies zeigten sowohl bei Aspartam als
auch bei den Aspartam-Metaboliten 93 Spezies eine Effektstirke grofer als 100 %, waren also im
Vergleich zu den auf 100 % gesetzten Kontroll-Proben, hochreguliert (siche Abbildung 40).

21 Lipidsubspezies zeigten nach beiden Inkubationsbedingungen eine Effektstarke kleiner als 100 %,

waren also herunterreguliert im Vergleich zu den Kontrollen.

Metabolite Aspartam

>100: 20 >100: 93 >100: 3

<100: 17 <100: 21 <100: 6

Abbildung 40: Vergleichende Darstellung der Veriinderungen der Lipid-Subspezies nach Inkubation mit
Aspartam-Metaboliten bzw. mit Aspartam.

Venn-Diagramm zur vergleichenden Analyse der Verdnderung der einzelnen Lipid-Subspezies. Im iiberlappenden
Teil sind jene Lipid-Subspezies aufgefiihrt, welche unter beiden Inkubationsbedingungen dieselbe Tendenz
aufwiesen. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).

Nur bei 16 der insgesamt 137 vermessenen Subspezies zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
Effektstirke zwischen den Aspartam-Metaboliten und Aspartam. Mit einer besonders starken
Signifikanz sind hier TAG C52:0 (p = 0,006), Carnitin C05 OH (p = 0,002) sowie PC aa C28:0
(p = 0,005) zu nennen (siche Abbildung 41).

Lipid-Subspezies Metabolite (vs. Kontrolle in %) |Aspartam (vs. Kontrolle in %) Signifikanz Aspartam vs. Metabolite
TAG C52:0 114,7 180,2 0,006
Carnitin C05 OH / C3-DC-M 113,8 89,8 0,002
TAG C50:2 106,7 140,7 0,013
PC aa C28:0 104,9 137,8 0,005
PC aa C30:0 104,1 127,0 0,031
PC aa C36:3 101,9 1254 0,040
PC aa 32:1 100,6 124,0 0,029
TAG C50:3 98,7 127,2 0,014
TAG C50:1 98,5 132,5 0,011
Carnitin C18:2 93,0 1114 0,011
Carnitin C14 90,6 108,8 0,007
Carnitin C06 / C4:1-DC 90,3 107,1 0,040
Carnitie C16:1 87,1 106,7 0,013
Carnitin C10 83,2 97,4 0,039
Carnitin C18:1 83,1 105,7 0,011
TAG C54:4 82,9 192,2 0,017

Abbildung 41: Vergleichende Darstellung der Verinderungen der Lipid-Subspezies nach Inkubation mit
Aspartam-Metaboliten bzw. mit Aspartam.

Die Tabelle fiihrt jene Lipid-Subspezies auf, welche sich in ihrer Effektstarke signifikant zwischen Aspartam und
Aspartam-Metaboliten unterschieden. Abbildung modifiziert nach (GRIEBSCH et al., 2023).
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5. Diskussion

5.1. Aspartam im aktuellen Kontext
Aspartam (Methyl L-a-aspartyl-L-phenylalaninat) ist ein Sii3stoff, welcher seit mehreren Jahrzehnten
aufgrund seiner potentiell gesundheitsschiadlichen Wirkung sowohl in Wissenschaft als auch Politik
kontrovers diskutiert wird. Im Juli 2023 stuften die Weltgesundheitsorganisation (Engl.: World Health
Organisation, WHO) und die Internationale Agentur fiir Krebsforschung (Engl.: International Agency
for Research on Cancer, IARC) Aspartam unter anderem durch Berufung auf neuste epidemiologische
Studienergebnisse aus Frankreich, die untenstehend genauer beschriecben werden sollen, als
»~moglicherweise krebserregend“ ein und forderten aufgrund des Fehlens eindeutiger Daten
weiterfithrende Untersuchungen (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2023; RIBOLI et al.,
2023). Wie bereits in der Einleitung der hier vorliegenden Arbeit beschrieben wurde (siche Kapitel 2.3),
existieren zahlreiche Studien, die teilweise uneindeutige oder sich widersprechende Daten zeigen

(CZARNECKA et al., 2021; CHOUDHARY, PRETORIUS, 2017).

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit deuten — unter anderem durch das Entstehen oxidativen
Stresses — auf eine zellschddigende Wirkung des Aspartams hin, was in den folgenden Kapiteln

ausfiihrlicher eingeordnet und diskutiert werden soll.

Dem soll vorangestellt sein, dass bei der Recherche nach Studien mit spezifischen Aspartam-induzierten
Effekten auffdllig war, dass teilweise verallgemeinernde Aussagen iiber die Effekte von Sii3stoffen
getroffen werden und so Ergebnisse von Erhebungen anderer Substanzen wie beispielsweise Acesulfam-
K oder Sucralose als allgemeingiiltige Aussage auf alle Siiistoffe (Engl.: Non-nutritive Sweeteners,
NNS) iibertragen werden. Auch, wenn Sii3stoffe mitunter neuroendokrin und metabolisch vergleichbare
Effekte induzieren, ist dennoch zu beachten, dass es sich bei verschiedenen NNS um (bio)chemisch
unterschiedliche Substanzen handelt. Um eine Beurteilung und Einordung der verschiedenen
Studiendaten und Ergebnisse zu ermdglichen, ist es also von elementarer Bedeutung, Studientyp und -
Qualitidt (d.h. beobachtend in einer Kohortenstudie vs. interventionell in einer randomisiert
kontrollierten Studie), das Studienobjekt (d.h. Zellkultur vs. Tiermodell vs. humane Probanden), die
eingesetzten Aspartam-Konzentrationen sowie die Dauer und Art der Applikation (d.h. oral vs.
parenteral) zu beriicksichtigen. Exemplarisch zeigen sich beispielsweise bei Kohortenstudien, in
welchen Probanden nach ihrem Konsum von Aspartam befragt werden, verschiedene Schwierigkeiten,
die sich aber nicht nur bei Siistoffen, sondern auch bei der Erhebung anderer ,,Nahrungsgewohnheiten
ergeben: Die retrograde Befragung von Probanden geschieht mitunter mit vielen Jahren Latenz, sodass
ein sogenannter Recall Bias auftreten kann. Auch scheint es fiir Probanden schwierig zu sein, in der
Retrospektive exakt zwischen dem Konsum von Siifistoffen im Allgemeinen und jenem von Aspartam
im Spezifischen zu differenzieren. Dariiber hinaus konnen sich Ungenauigkeiten ergeben, wenn
beispielsweise nur der Konsum von Softdrinks erfragt wird, da im Laufe der Jahrzehnte Aspartam und

andere NNS auch zunehmend in anderen Lebensmitteln verwendet wurden.
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Um genau solche qualitativen Merkmale und Schwichen von Studien, insbesondere aber das Risiko fiir
eine ,,Beeinflussung® (Engl.: Risk of Bias, ROB) zu beurteilen, existieren verschiedene ,,Frameworks®,
wie das ROBINS-I Tool (STERNE et al., 2016), das insbesondere bei der Erstellung von systematischen
Reviews genutzt werden (GOODMAN et al., 2023).

5.2.Kanzerogenitit und Zytotoxizitit von Aspartam
Beziiglich eines moglichen zytotoxischen oder kanzerogenen Effektes von Aspartam wurden in der
Vergangenheit verschiedene Erhebungen und Studien durchgefiihrt. /n vitro konnte an menschlichen
Blut-Lymphozyten gezeigt werden, dass eine 24-stiindige Aspartam-Administration auch schon bei
geringen Konzentrationen zu Chromosomen-Aberrationen fithrt (RENCUZOGULLARI et al., 2004).
Bei der 48-stiindigen Kultivierung der Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa in verschiedenen
Konzentrationen von 0,01 — 0,05 g/L zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Zellviabilitét,
jedoch ergaben sich eine dosisabhéngige verminderte Expression des Tumorsuppressorgens p53 und

erhohte Expression des Proliferationsmarkers Ki67 (PANDURANGAN et al., 2016b).

Um in der hier vorliegenden Forschungsarbeit einen durch Aspartam induzierten zytotoxischen Effekt
als Ursache fiir die im Verlauf gewonnenen Daten zu beurteilen, wurde zu Beginn der in dieser
Forschungsarbeit durchgefiihrten Studie die Zellviabilitit mittels LDH-Assays gemessen (siehe Kapitel
3.2.1.5). In diesem wurden Zellproben der verschiedenen Inkubationsbedingungen ,,Kontrollen* vs.
LAspartam® vs. ,,Aspartam-Metaboliten” verglichen. Unter der fir Aspartam bzw. die Aspartam-
Metaboliten gewéhlten Konzentration von 0,08 g/L (= 271,7 uM) zeigte sich im Vergleich zu den
Kontroll-Zellen keine erhéhte LDH-Aktivitat.

Neben Zellkultur-Untersuchungen existieren viele in vivo-Studien, welche die potentielle Toxizitdt von
Aspartam evaluierten. Im Knochenmark von Méusen konnten nach einer 18-stiindigen oralen Aspartam-
Gabe mittels Magensonde in einer Untersuchung der Knochenmarkzellen DNA-Schidden im Sinne von
DNA-Strangbriichen festgesellt werden (BANDYOPADHYAY et al., 2008). Des Weiteren zeigte eine
epidemiologische Studie einen Zusammenhang zwischen Aspartam-Konsum und einem erhéhten
Risiko fiir Ménner an Leukdmie oder Multiplem Myelom zu erkranken (SCHERNHAMMER et al.,
2012). Neueste Daten einer in 2022 publizierten Kohortenstudie mit {iber 100.000 franzdsischen
Erwachsenen zeigten bei einem hohen Konsum von Aspartam ein allgemein gesteigertes Krebsrisiko;
insbesondere aber fiir Brustkrebs und Adipositas-assoziierte Karzinome, ohne diese in der Publikation
genauer zu definieren. Die Autoren der Studie kommunizieren potentielle Schwichen beziehungsweise
Einschrankungen der Studie in Form einer méglichen Selektionsverzerrung (Engl.: Selection Bias) oder
umgekehrten Kausalitdt, versuchten diese Effekte aber durch Anwendung einer Sensitivititsanalyse
auszugleichen (DEBRAS et al., 2022). Im Gegensatz hierzu konnte die Untersuchung einer italienischen
Kohorte keinen Zusammenhang zwischen Aspartam-Konsum und einem Risiko fiir Magen- oder

Pankreaskarzinome nachweisen (BOSETTI et al., 2009).
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Immer wieder wird als eine potentielle Erklarung einer moglichen Kanzerogenitdt des Aspartams der
Aspartam-Metabolit Methanol aufgefiihrt. Eine frithe Studie von Davoli et al. aus 1985 zeigte, dass ein
einmaliger oraler Konsum von 500 mg Aspartam, was je nach Probanden zwischen 6 — 8,7 mg/kg
Korpergewicht entsprach, zu interindividuell unterschiedlichen Anstiegen der Serum-Methanol-
Konzentration fiihrte, die im Durchschnitt Spitzenwerte von 3,1 mg/L (inklusive Ausreisern mit bis zu
8,4 mg/L) erreichten und stundenweise wieder abfielen (DAVOLI et al., 1986). Damit lagen die Werte
deutlich iiber den heutzutage definierten Normwerten fiir Serum-Methanol von < 1,5 mg/L
(BIOSCIENTIA MVZ LABOR KARLSRUHE, 2020). Bis zum heutigen Tage ist die Frage, ob
Aspartam mit einem erhohten Karzinomrisiko einhergeht, nicht eindeutig gekldrt und bedarf —
vermutlich mehr als jeder andere durch Aspartam vermutete Effekt — nicht nur neuer Studien, sondern

auch der Re-Evaluierung der Qualitit existierender Erhebungen.

5.3. Metabolische und (neuro)endokrine Effekte von Aspartam

Nicht nur eine potentielle Kanzerogenitit dient als Anlass zur Untersuchung von Aspartam. Auch
metabolische Effekte von Aspartam und anderen SiiBungsmitteln wurden in den vergangenen Jahren in
verschiedenen Studien adressiert. Dies geschah insbesondere vor dem Hintergrund, dass Aspartam
eingesetzt wird, um den Zuckerkonsum bei libergewichtigen oder an mit Diabetes mellitus Typ 2
erkrankten Menschen zu reduzieren, die Regulation des Blutzuckerspiegels zu unterstiitzen und eine
Gewichtsreduktion zu erleichtern. Interessanterweise fanden sich bereits 2013 im Tiermodell Hinweise
auf einen gegenteiligen Effekt: Bei mannlichen Ratten, welche einen mengenmafig definierten und mit
Aspartam-gesiifiten Jogurt zusétzlich zu ihrem Standardfutter erhielten, fiihrte zu einer
Gewichtszunahme im Vergleich zu der mit Saccharose-gesiifiten Kontrollgruppe. In der Analyse zeigte
sich, dass die Aspartam-Gruppe zwar iiber den Jogurt weniger Kalorien als die Saccharose-Gruppe
konsumierte, jedoch beziiglich des Kaloriengehalts mehr Standardfutter fra3 (FEIJO et al., 2013). Auch
in Metaanalysen von prospektiven Kohortenstudien zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem
Konsum von Aspartam und einem erhohten Korpergewicht sowie dem Risiko an einem metabolischen
Syndrom zu erkranken. Die Ergebnisse schrinkten die Autoren aber unter anderem mit der Begriindung
ein, dass hier vielmehr eine Korrelation als Kausalitit vermutet werden muss, da iibergewichtige
Menschen eher dazu tendieren Siiflstoffe zu konsumieren (AZAD et al., 2017, WALBOLT, KOH,
2020). Randomisiert kontrollierte Studien, bei welchen Aspartam mit einer Saccharose-Kontrollgruppe
verglichen wurde, erzielten auch widerspriichliche Ergebnisse (WILK et al., 2022). In einer
Metaanalyse, welche sieben randomisiert-kontrollierte Studien inkludierte, in denen Aspartam mit einer
Placebo- oder Wasser-Kontrollgruppe verglichen wurde, konnte bei den RCTs kein signifikanter Effekt
auf den BMI vermerkt werden (AZAD et al., 2017). Eine Metaanalyse von Studien, die Siifistoffkonsum
iiber einen ldngeren Zeitraum (> 30 Tage) untersuchten, zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit Zucker eine leichte Gewichtsreduktion (ROGERS et al., 2016).

Um potentielle neuroendokrine Mechanismen und in dessen Zuge die Auswirkungen des Aspartam-

Konsums auf das Gehirn (siche Kapitel 5.4) beurteilen zu konnen, bedarf es einem grundlegenden
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Verstdndnis der Physiologie der Nahrungsaufnahme (LEE, OWYANG, 2017). Siif3e, bittere und umami
schmeckende Geschmacksstoffe aktivieren Geschmacksrezeptor-Zellen vom Typ II, die einen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor (Engl.: G-Protein Coupled Receptor, GPCR) exprimieren. Es lassen sich
zwei Klassen dieser Geschmacksrezeptoren unterscheiden: Taste Receptor Family 1 (T1R) und Taste
Receptor Family 2 (T2R). Der T1R besteht aus mehreren Untereinheiten (T1R2 und T1R3), die jeweils
sieben Transmembran-Domédnen umfassen und ist fiir das SiiBempfinden verantwortlich. Aspartam
bindet hierbei bevorzugt an die T1R2-Untereinheit (LIU et al., 2011; NIE et al., 2005). Die Rezeptoren
werden sowohl in der Mundhdhle innerhalb der Zungen-Geschmacksknospen als auch in
enteroendokrinen Zellen des Gastrointestinaltraktes exprimiert. Nach Stimulation des Rezeptors werden
Signalkaskaden aktiviert, welche iiber afferente Nervenfasern — im Mundraum iiber Geschmacksnerven,
im GI-Trakt {iber den N. vagus — die Informationen zunéchst iiber den Ncl. tractus solitarii der Medulla
oblongata weiter in verschiedene Gehirnregionen leitet. Zu diesen Regionen zdhlen Amygdala,
Hypothalamus und Thalamus (Ncl. ventralis posterior thalami), welche unter anderem auch in die
Regulierung der Energichomoostase und Nahrungsaufnahme involviert sind (LEE, OWYANG, 2017).
Im Zusammenhang mit den neuroendokrinen Mechanismen der Nahrungsaufnahme im Allgemeinen
und mit Aspartam im Spezifischen, ist zudem die Sekretion verschiedener gastrointestinaler Hormone
zu diskutieren. Zu diesen zdhlen unter anderem die sogenannten Inkretin-Hormone GLP-1 (Engl.:
Glucagon-like Peptide 1) und GIP (Engl.: Gastric Inhibitory Polypeptide), welche zahlreiche
hormonelle und metabolische Effekte aufzeigen. Die Ausschiittung der Inkretin-Hormone aus
enteroendokrinen L-Zellen bzw. K-Zellen des Diinndarmes wird typischerweise durch oral
aufgenommene Nahrungsbestandteile, insbesondere kurzkettige Kohlenhydrate als auch Fettsduren
getriggert. Zudem exprimieren die enteroendokrinen Zellen ebenfalls Geschmacksrezeptoren, die als
Glucose-Sensoren fungieren und bei Aktivierung die Sekretion des GLP-1 modulieren (JANG et al.,
2007). Eine ihrer hauptsichlichen Wirkungen vermitteln die Inkretin-Hormone iiber Bindung an G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren der B-Zellen des Pankreas: sie stimulieren die Insulin-Sekretion und sind
somit an der Regulation des Blutglucose-Spiegels beteiligt. Dariiber hinaus vermittelt GLP-1 iiber
Bindung an zerebrale Rezeptoren, die unter anderem im Kortex, Hypothalamus und Thalamus
nachgewiesen wurden (ALVAREZ et al., 2005), auch eine zentrale Modulation des Hunger- und
Sattigungsempfindens (WILK et al., 2022; MULLER et al., 2019; ROZENGURT, STERNINI, 2007;
THEODORAKIS et al., 2006). Inwiefern synthetische Siilstoffe diese metabolischen Effekte vermitteln
konnen, ist noch nicht abschlieBend geklart. Eine Cross-over-Studie von Maersk et al. randomisierte 24
iibergewichtige Probanden in vier Gruppen. Die Probanden der ersten Gruppe nahmen ein mit
Saccharose gesiiites kalorischen Getrénk zu sich; die Probanden der zweiten Gruppe ein mit Aspartam
gesiifites Getrank; die Probanden der dritten Gruppe halbfette Milch und die Probanden der vierten
Gruppe Wasser. Die Hormon-Levels von GLP-1 wurden sowohl vor Konsum des Getranks als auch
danach tiber einen vierstiindigen Zeitraum mit kontinuierlichen Messungen bestimmt. Hierbei zeigte
sich bei den Probanden des Saccharose-Getrénks ein signifikant héherer Anstieg in den GLP-1-Levels,

als bei dem Aspartam- oder Wasser-Getriank. In der Analyse des subjektiven Appetitempfindens der
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Probanden lieB sich kein signifikanter Unterschied detektieren (MAERSK et al., 2012). Eine
epidemiologische Studie an 14.000 US-amerikanischen Erwachsenen berichtete iiber eine Assoziation
zwischen dem Konsum synthetischer Siilstoffe und dem kurzfristig innerhalb eines 24-stiindigen
Zeitraums gesteigerten Konsum kohlenhydratreicher Nahrungsmittel (MALEK et al., 2018). Ahnliches
zeigte sich auch in einer kleineren randomisiert kontrollierten Studie mit 30 méannlichen Probanden
(TEY etal., 2017). Damit einhergehend zeigte Steinert et al., dass durch parenterale Gabe von Aspartam
keine Verdnderungen des GLP-1-Spiegels im Blutplasma detektierbar war und die Probanden
gleichzeitig iiber ein kiirzeres Séttigungsgefithl und somit schnelleres Wiederauftreten eines
Hungergefiihls berichteten als jene Probanden, die Glucose oder Fructose erhielten (STEINERT et al.,
2011). Eine Studie von Higgins et al., die eine wiederholte orale Aufnahme von Aspartam {liber zwolf
Wochen in einer randomisiert-kontrollierten doppelblinden Studie untersuchte, zeigte ebenso keine
Auswirkungen auf die langzeitigen Blutlevels von GLP-1, GIP, Insulin, Appetit oder das Korpergewicht
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, die Dextrose erhielt. Allerdings sind diese Daten aufgrund

potentieller Interessenkonflikte kritisch zu evaluieren (HIGGINS et al., 2018).

5.4. Effekte von Aspartam auf das Gehirn

SitiBstoffe im Allgemeinen und Aspartam im Speziellen werden also auch im Kontext neuroendokriner
und neuronaler Prozesse diskutiert.

Um bewerten zu konnen, inwiefern Aspartam einen Einfluss auf neuronales Gewebe hat, soll nochmal
kurz auf den Aspartam-Metabolismus eingegangen werden: In Studien an verschiedenen Sdugetieren,
wie Affen, Schweinen und Menschen wurden Hinweise dafiir gefunden, dass Aspartam durch
unspezifische Esterasen und Peptidasen in seine Metabolite Asparaginsiure, Phenylalanin und Methanol
gespalten wird (MAGNUSON et al.,, 2016; HOOPER et al, 1994; STEGINK et al., 1987,
OPPERMANN et al., 1973). Nach der oralen Aufnahme und potentiellen Metabolisierung wird der
StiBstoff iiber das intestinale Epithel absorbiert und kann in den Blutkreislauf gelangen. Nach dem oralen
Konsum von Aspartam konnten im Serum erhohte Levels seiner Metabolite Asparaginsiure,
Phenylalanin und Methanol detektiert werden, jedoch — sofern die taglich empfohlene Maximaldosis fiir
Aspartam eingehalten wurde — ohne mit toxischen Werten assoziiert zu sein. In einer Studie, in der
Methanol-Blutlevels gemessenen wurden, konnten bei missbrduchlichem Konsum von Aspartam mit
> 100 mg pro Kilogramm Korpergewicht mit einer durchschnittliche Serum-Methanol-Konzentration
von > 1,2 mg/dl deutlich tiber der Norm (< 1,5 mg/l = 0,15 mg/dl) (siche Kapitel 5.2) liegende Werte
gemessen werden (STEGINK et al., 1987; STEGINK et al., 1981a; STEGINK et al., 1981b; STEGINK
et al., 1981c). Auch die in Kapitel 5.2 zitierte Studie, welche die Auswirkungen der oralen Aufnahme
von 500 mg Aspartam auf das Serum-Methanol evaluierte, zeigte iiber der Norm liegende Werte
(DAVOLI et al., 1986). Die Metabolisierung von Aspartam ist ein hdufiger Kritikpunkt an Studien, die
sich mit den Effekten von Aspartam auf extra-gastrointestinale Organe, Gewebe oder Zellen

beschéftigen: So gilt eine in vitro Exposition mit dem gesamten Aspartam-Molekiil als nur teilweise
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aussagekraftig fiir die potentiell in vivo stattfindende orale Aufnahme sowie enterale Metabolisierung

und Absorption (MAGNUSON et al., 2007).

Um in der hier vorliegenden Forschungsarbeit eine experimentelle in vitro-Untersuchung
durchzufiihren, welche die orale Aspartam-Aufnahme beim Menschen und eine darauffolgende
potentielle Exposition neuronaler Strukturen moglichst vergleichbar zu den in vivo-Bedingungen
abbildet, wurde die in Kapitel 3 und Kapitel 4 beschriebene Behandlung der Zellen mit zwei separaten
Zellpopulationen aber zeitgleich durchgefiihrten Inkubationsbedingungen vollzogen: Fiir die
Bedingung, dass Aspartam nicht metabolisiert, also in Form eines kompletten Molekiils absorbiert
wirde, erfolgte die Inkubation der Zellen mit Aspartam. Um eine enterale Metabolisierung des
Aspartam-Molekiils zu simulieren, erfolgte als zweite Bedingung eine Inkubation mit einer
Kombination seiner drei Metaboliten, die in Summe dquimolar zur Konzentration des Aspartam-
Molekiils ist. Die gewéhlte Konzentration von 0,08 g/L basierte auf der von der FDA empfohlenen
maximalen Tagesdosis von 50 mg pro Kilogramm Koérpergewicht und dem sich daraus ergebenden
Verteilungsvolumen eines durchschnittlich gewichtigen Erwachsenen (N. C. D. RISK FACTOR
COLLABORATION, 2020) (siche Kapitel 3.2.1.4.1).

In der Auswertung der durchgefiihrten Experimente zeigten sich im Trend vergleichbare Auswirkungen,
unabhingig davon, ob die Inkubation mit dem vollstindigen Aspartam-Molekiil oder den drei
Metaboliten durchgefiihrt wurde. Bei den meisten Experimenten waren die Effekte fiir die mit Aspartam

behandelten Zellen jedoch stérker.

Es existieren verschiedene Studien, welche die Auswirkungen von Aspartam auf das Gehirn
beziehungsweise neuronales Gewebe untersucht haben und im Kontext derer die in dieser
Forschungsarbeit gewonnenen Ergebnisse diskutiert werden sollen. Eine Vielzahl an Untersuchungen
fand im Tiermodell statt, von welchen beispielhaft zwei genannt werden sollen: Ashok et al. wies nach,
dass eine 90-tdgige orale Gabe von Aspartam in einer Dosis von 75 mg pro Kilogramm Kd&rpergewicht
bei miannlichen Ratten zu einem immobilisierenden und durch Angst geprigtes Verhalten fiihrte
(ASHOK et al., 2014). Andere Untersuchungen zeigten, dass eine zweiwochige subkutane Gabe von
Aspartam in der hochsten Dosis von 5,625 mg pro Kilogramm Koérpergewicht zu einer signifikant

schlechteren Gedéchtnisleistung im Water Maze Experiment fiilhrte (ABDEL-SALAM et al., 2012).

5.4.1. Erzeugung oxidativen Stresses
Im selben Experiment konnte auch nachgewiesen werden, dass der Konsum hoher Mengen Aspartams,
d.h. von tdglich mehr als 40 mg pro Kilogramm Koérpergewicht im Gehirn von Méausen (ABDEL-
SALAM et al., 2012) oder Ratten sowohl bei akutem als auch bei chronischem Konsum (ASHOK et al.,
2015; FINAMOR et al., 2014b; IYYASWAMY, RATHINASAMY, 2012) oxidativen Stress verursacht.
Dies lieB3 sich unter anderem an intrazerebral erhohten Markern fiir Lipidperoxide sowie einer

gestiegenen Aktivitdt der Enzyme Superoxiddismutase und Katalase, sowie einer Erniedrigung von
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GSH - der reduzierten Form des Tripeptids Glutathions - und des Proteins Thiol nachweisen, was
oxidativen Stress begiinstigt (IMD BERLIN MVZ, 0.D.). Dieser Effekt konnte auch in anderen
Geweben, wie beispielsweise murinem Nieren- (FINAMOR et al., 2014a), Leber- (LEBDA et al., 2017,
ASHOK, SHEELADEVI, 2015) oder Herzmuskelgewebe (ANBARA et al., 2022) gezeigt werden. In
vitro-Untersuchungen lielen sich vergleichsweise weniger als jene im Tiermodell finden. Insbesondere
fehlt es zum aktuellen Zeitpunkt an Studien, die den Effekt von Aspartam auf neuronale Zelllinien
analysieren. Eine in vitro-Studie an kultivierten Lymphozyten gesunder mannlicher Probanden, bei der
eine 48-stiindige Inkubation mit Aspartam in Konzentrationen von bis zu 0,1 g/L durchgefiihrt wurde,
zeigten sich zwar zytotoxische Effekte, jedoch kein detektierbarer oxidativer Stress (CADIRCI et al.,
2020). Kultivierte Zervixkarzinom-Zellen (HeLa) zeigten bei Aspartam-Molaritdten von 10 mM bis 20
mM eine durch Aspartam induzierte, dosisabhingige Entstehung von ROS (PANDURANGAN et al.,
2016a), die Konzentrationen lagen aber mit circa 2,9 g/L bis 5,9 g/L deutlich iiber der in dieser
Forschungsarbeit angewandten Konzentration von 0,08 g/L (271,7 uM). In den gesamten hier zitierten
Untersuchungen im Zellkultur-Modell wurde Aspartam als Molekiil, in seiner nicht-metabolisierter

Form, untersucht.

In der hier vorliegenden Forschungsarbeit zeigten sowohl Aspartam als auch die Kombination seiner
drei Metabolite, Effekte, welche zum Teil bereits in der Literatur vorbeschrieben sind. Zum einen lieflen
sich mittels des fluoreszenzbasierten APF-Assays ein erhohtes ROS-Level nachweisen (sieche Kapitel
4.3.1). Zum anderen zeigten sich auch Effekte auf Genebene: So war die Genexpression der antioxidativ
agierenden Enzyme Superoxiddismutase 1 und 2 hochreguliert. Dieser Effekt wies auch eine
Dosisabhéangigkeit auf, wie exemplarisch fir die Superoxiddismutase 1 gezeigt wurde. Eine 10-fach
niedrigere Konzentration zur angewandten Standardkonzentration von 271,7 uM resultierte in einer
signifikant niedrigeren Genexpression der SODI, wihrend eine 10-fach hoéhere Aspartam-

Konzentration zu einer signifikanten Erh6hung der Genexpression fiihrte (siche Kapitel 4.3.2).

Eine solche Hochregulation antioxidativ agierender Enzyme gilt als kompensatorischer Mechanismus
bei Akkumulation von ROS und wird iiber das Antioxidant Responsive Element (ARE) reguliert,
welches in der Promotorregion fiir antioxidative Enzyme wie der SOD présent ist (SCANDALIOS,
2005). Im Falle von Aspartam konnte dies insbesondere durch seinen Metaboliten Methanol und
hierdurch generierten oxidativen Stress vermittelt werden (IYYASWAMY, RATHINASAMY, 2012).
Oxidativer Stress ist mit zahlreichen Krankheiten assoziiert: So ist er in die Pathogenese von
Krebserkrankungen (JELIC et al., 2021), Diabetes mellitus (LUC et al., 2019) und Neurodegeneration
(ANGELOVA, ABRAMOV, 2018), aber auch dem Altern (KUDRYAVTSEVA etal., 2016) involviert.
Im Zusammenhang mit der Alzheimer Demenz wird angenommen, dass neben der Bildung von -
Amyloid-Plaques und Neurofibrillary Tangles auch oxidativer Stress ein pathophysiologisches
Merkmal ist (ZHAO, ZHAO, 2013). Im Vergleich zu gesunden Probanden konnten in Gehirnen von
Alzheimer-Patienten post mortem verschiedene mit ROS im Zusammenhang stehende Verdnderungen

festgestellt werden. Zu diesen zdhlen unter anderem eine vermehrte Oxidation von nukledrer DNA und
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RNA (NUNOMURA et al., 1999; GABBITA et al.,, 1998) Proteinen (SULTANA et al., 2009;
AKSENOV et al., 2001) und Lipiden (WILLIAMS et al., 2006; MARKESBERY, LOVELL, 1998).

5.4.2. Mitochondrialer Integritdtsverlust
Dariiber hinaus konnte im entorhinalen und frontalen Kortex von AD-Patienten eine reduzierte
mitochondriale Aktivitit im Sinne einer verminderten Expression von Genen der mitochondrialen
Atmungsketten-Komplexe, als auch eine abnormale Morphologie der Organellen im Sinne einer
Verldngerung aufgrund fehlender Mitochondrial Fission nachgewiesen werden (ARMAND-UGON et
al., 2017; WANG et al., 2008). Mit der sogenannten mitochondrialen Kaskadenhypothese wird in
diesem Rahmen der Zusammenhang zwischen einem Verlust der Mitochondrienfunktion und einer
begiinstigten Af-Akkumulation beschrieben (TONNIES, TRUSHINA, 2017, SWERDLOW et al.,
2014). Gleichzeitig zeigten in vivo- und in vitro-Daten an Neuronen von Alzheimer-Patienten, wie die
Akkumulation von Af zu mitochondrialer Dysfunktion, ROS-Produktion und synaptischer
Degeneration fiihrt (MANCZAK et al., 2016; CALKINS et al., 2011; CALKINS, REDDY, 2011). Auch
Aspartam wird mit mitochondrialer Schiddigung im Sinne eines Integritéts- und Funktionsverlustes in
Zusammenhang gebracht. So konnte in HEPG2-Leberkarzinomzellen eine durch Aspartam induzierte,
dosisabhéngige und ab Dosen von 0,2 g/L einsetzende Verringerung des mitochondrialen
Membranpotentials gemessen werden (QU et al., 2019). In einer Studie von Chen et al. konnte in einer
Kohorte von iiber 800 schwangeren Frauen in Zellen des Ovars eine mit dem Aspartam-Konsum
korrelierende Schidigung der Mitochondrien gezeigt werden: So waren die Aktivitdt der

Atmungsketten-Komplexe und die Kopienzahl mitochondrialer DNA verringert (CHEN et al., 2022).

Vergleichbare Effekte zeigten sich auch in der vorliegenden Forschungsarbeit: In der
elektronenmikroskopischen Analyse lieBen sich morphologisch beeintrachtigte Mitochondrien im Sinne
eines strukturellen Integritdtsverlustes und einer Fragmentierung sowie damit einhergehender
VergroBerung der Gesamtflache detektieren (siche Kapitel 4.1.2). Zudem zeigten sich das Cardiolipin-
Level in den mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten inkubierten Proben als signifikant erniedrigt

(siche Kapitel 4.2.1).

Wie in Kapitel 4.2 beschrieben, gilt Cardiolipin aufgrund seiner in den Fettsdureresten befindlichen
Doppelbindungen sowie der rdumlichen Néhe zur mitochondrialen Atmungskette als besonders anfallig
fiir eine durch ROS induzierte Lipidperoxidation (SHI, 2010; CHICCO, SPARAGNA, 2007). Es
existieren Hinweise darauf, dass oxidiertes Cardiolipin seine Atmungskette-stabilisierende Effekte
verliert. Dies konnte im Tiermodell insbesondere fiir die Komplexe I und III nachgewiesen werden
(PARADIES et al., 2004; PARADIES et al., 2002; PARADIES et al., 2001). Weiter konnte gezeigt
werden, dass ROS — beispielsweise in ischdmischem Herzmuskelgewebe — zu einer Reduktion des
zelluldren Cardiolipin-Levels fithren (LESNEFSKY et al., 2001). Umgekehrt fithrte im Rahmen einer
Ischdamie eine durch Blockade der Elektronentransportkette generierte Verringerung von oxidativem

Stress zu einer Aufrechterhaltung des Cardiolipin-Gehaltes sowie Verringerung der mitochondrialen
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Schiadigung (LESNEFSKY et al., 2004). Studien in primiren neuronalen Zellen aber auch SH-SY5Y-
Zellen, wie sie auch in der hier vorliegenden Forschungsarbeit verwendet wurden, konnten zeigen, dass
es bei mitochondrialem Stress zu einer Externalisierung des Cardiolipins von der IMM zur OMM
kommt, wo es als Signal zur Initiierung der Mitophagie dient (CHU et al., 2013). Des Weiteren ist ein
Verlust des membranstabilisierenden Cardiolipins, wie es beispielsweise bei Patienten mit Barth-
Syndrom aufgrund der Mutation des Tafazzin-Gens der Fall ist, mit vergroBerten Mitochondrien sowie
einer desorganisierten Cristae-Struktur assoziiert (DUDEK, 2017; ACEHAN et al., 2007; XU et al.,
20006).

In der vorliegenden Forschungsarbeit lieB sich nach der Inkubation mit Aspartam, aber auch nach der
Inkubation mit den Aspartam-Metaboliten sowohl eine Erniedrigung des zelluldren Cardiolipin-Levels,
als auch eine durch den Integrititsverlust entstehende Vergroflerung der mitochondrialen Gesamtflache

sehen.

5.4.3. Mitophagie und Mitochondrial Fission

Um die zu der Fragmentierung und FlachenvergroBerung der Mitochondrien fiihrenden Mechanismen
genauer zu verstehen, wurde in der hier vorliegenden Forschungsarbeit die Genexpression von Proteinen
analysiert, welche in den dynamischen Umbau der Mitochondrien involviert sind. Wie im Ergebnisteil
beschrieben (sieche Kapitel 4.2), werden im Rahmen der sogenannten Mitophagie dysfunktionale
Mitochondrien zur Reduzierung ihres zytotoxischen Effektes selektiv gekennzeichnet und abgebaut
(ONISHI et al., 2021; HAMACHER-BRADY, BRADY, 2016).

Eine Beeintrachtigung der Mitophagie konnte insbesondere im Zusammenhang mit der Parkinson-
Krankheit gezeigt werden (PICKRELL, YOULE, 2015; GEISLER et al., 2010): So zeigen sich bei
hereditdren Formen dieser Erkrankung das Signalprotein Parkin (ABBAS et al., 1999; HATTORI et al.,
1998) und die Kinase PINK1 (VALENTE et al.,, 2004) mutiert, was in Konsequenz zu einer
Akkumulation dysfunktionaler Mitochondrien und damit einhergehender Zellschddigung fiihrt
(LIZAMA, CHU, 2021; GE et al., 2020). Im Rahmen der hier vorliegenden Forschungsarbeit zeigten
sich in der Analyse der Genexpression von PINK1 nach der Aspartam-Behandlung eine signifikante
Erhohung; nach der Behandlung mit den Metaboliten war ein weniger ausgepragter Effekt messbar.

Im Kontext der mitochondrialen Dynamik ist auch der Prozess der Mitochondrial Fission zu erwéhnen,
welcher in Kapitel 4.2 genauer beschrieben wird und eine Fragmentierung und anschlieende Exozytose
geschadigter Mitochondrien beschreibt. In einer Studie von Wang et al. konnte in kultivierten Zellen
der Hippocampi von Alzheimer-Patienten sowohl auf Protein- als auch auf Genebene eine signifikant
erhohte Expression von FIS1 gezeigt werden. Bei der Induktion von Apf-Toxizitdt in murinen
hippocampalen Neuronen war keine Verdnderung der Expression von Mfnl, Mfn2 oder FIS1, jedoch
einer Erhohung des Expressionslevels des fiir die mitochondriale Fragmentierung bendtigte Drpl
detektierbar PRADEEPKIRAN, REDDY, 2020; WANG et al., 2009). Manczak et al. zeigten analog zu
Wang et al. in hippocampalen AD-Neuronen eine erhohte Expression der Fission vermittelnden Gene

Drpl und FIS1 bei erniedrigter Expression der Fusion vermittelnden Gene Mfnl, Mfn2, Opal und
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Tomm40 (MANCZAK et al.,, 2011). Aspartam ist im Zusammenhang mit der Mitophagie und
Mitochondrial Fission bislang nur unzureichend untersucht worden. In der hier vorliegenden
Forschungsarbeit ergab die Messung der Genexpression von FIS1 sowohl nach der Inkubation mit
Aspartam als auch nach jener mit Aspartam-Metaboliten eine signifikante Erhdhung im Vergleich zu

den Kontrollen (sieche Kapitel 4.2.2).

Resiimierend lassen sich anhand der Kapitel 5.4.1, 5.4.2 und 5.4.3 erste Schlussfolgerungen aus den in
dieser Forschungsarbeit gewonnen Daten und den in der Literatur beschriebenen, pathomechanistischen
Vorgingen neurodegenerativer Erkrankungen, wie der Alzheimer- oder Parkinson-Krankheit ziehen: Es
zeigen sich Uberschneidungen zwischen den in vitro durch Aspartam generierten Effekten mit
pathophysiologischen Mechanismen der Alzheimer Demenz in Form einer mitochondrialen
Dysfunktion sowie erhdhten Levels reaktiver oxidativer Sauerstoffspezies.

Hierbei ist nochmals zu betonen, dass die hier fiir Aspartam gewonnen Daten in einer Zellkultur-Studie
generiert wurden und in jedem Fall in vivo weiter iiberpriift werden miissen. Als erste Konsequenz lie3e
sich dennoch kritisch schlussfolgern, dass die Exposition neuronaler Zellen mit Aspartam solche Effekte
induziert, die auch im Rahmen der AD als pathophysiologisch gelten. Insbesondere bei einer bereits
existierenden Erkrankung oder auch im Falle einer reinen Pradisposition fiir AD wire der Konsum von

Aspartam, vorausgesetzt, dass dieses in dieser Form im Gehirn ankommt, risikobehaftet.

5.4.4. Lipidhomoostase

5.4.4.1. Lipid Droplets, Triacylglyceride und Phospholipide
Im Zuge des nach Aspartam-Inkubation detektierten oxidativen Stresses ist auch die zelluldre
Lipidhomdostase inklusive der Lipid Droplet-Bildung zu diskutieren, da diese untereinander in engem
Zusammenhang stehen. So zeigt sich, dass Lipid Droplets im Rahmen ihrer Integrierung in die
Regulation des zelluldren Metabolismus auch einen kompensatorischen Mechanismus bei oxidativem
Stress darstellen konnen (RALHAN et al., 2021; JARC, PETAN, 2019). Verschiedene in vitro-Studien
konnten eine hochregulierte Triacylglyerid-Synthese sowie begiinstigte Akkumulation von Lipid
Droplets bei zelluldarem Stress und Néhrstoffmangel zeigen (JARC, PETAN, 2019; RAMBOLD et al.,
2015; GUBERN et al., 2009). Lee et al. wies bei Méusen in verschiedenen Geweben, wie dem
Lungenepithel und Herzmuskelzellen, eine durch Stress — in Form von Hyperoxie, Hypoxie,
Néhrstoffmangel — bedingte mitochondriale Dysfunktion inklusive Mitochondrial Swellings mit
begiinstigter Bildung von Lipid Droplets nach (LEE et al., 2013). Cabodevilla et al. konnte in vitro in
verschiedenen, unter anderem auch neuronalen Zelllinien nachweisen, dass unter Nahrstoffmangel eine
Biogenese von Lipid Droplets begiinstigt wird und, dass das Zelliiberleben in Abhdngigkeit von einer
B-Oxidation der aus LDs mobilisierten Fettsduren aufrechterhalten wird (CABODEVILLA et al., 2013).
In Gliazellen von Drosophila, welche oxidativem Stress ausgesetzt wurden, konnte gezeigt werden, dass
Zellmembran-Phospholipide vor einer Peroxidation geschiitzt werden, indem sie in die Lipid Droplets

transferiert wurden (BAILEY et al., 2015). Einhergehend mit diesen Erkenntnissen wurde mittlerweile
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vielfach nachgewiesen, dass Lipid Droplets mit verschiedenen Organellen, darunter auch
Mitochondrien, interagieren (COHEN et al, 2018; SCHULDINER, BOHNERT, 2017). Ihre
einzigartige Phospholipid-Monomembran ermdglicht eine Ausbildung von proteinhaltigen
Kontaktbriicken (u.a. durch Perilipin5) (WANG et al., 2011), iiber welche Lipide ausgetauscht werden
konnen und es so zu einer Expansion der Mitochondrien-assoziierten Lipid Droplets kommt (GATTA,
LEVINE, 2017; BENADOR et al., 2018; RAMBOLD et al., 2015). Nguyen et al. konstatierten, dass
Lipid Droplets als Puffer-System interagieren, indem Fettsduren nach der Degradation membranhaltiger
Organellen, wie beispielsweise Mitochondrien, in neu synthetisierte Lipid Droplets geleitet werden
(NGUYEN et al., 2017).

Die Membran der Lipid Droplets besteht zu einem {iberwiegenden Teil aus Phosphatidylcholin- und
ethanolamin-Spezies, wahrend ihr Kern vor allem durch Triacylglyceride und Cholesterinester gebildet
wird (beschrieben in Kapitel 4.1.1). Auch die Lipiddoppelschicht, welche die Zelle als Gesamtes nach
aulen hin begrenzt, wird in mamilliren Zellen groftenteils durch Phosphatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin gebildet (siche Kapitel 4.4.2). Eine Untersuchung der Effekte von Aspartam
auf intrazelluldre Lipidverdnderungen hatte bisher nur unzureichend stattgefunden. Es ist aber
beschrieben, dass Aspartam und auch andere Sii3stoffe auf ,,makroskopischer Ebene einen Effekt auf
Serum-Lipidlevels eines Organismus haben. So konnte bei méannlichen Ratten, welche liber einen
Zeitraum von neun Wochen in eine Aspartam-Gruppe und eine Wasser-Gruppe randomisiert wurden,
bei der Aspartam-Gruppe, welche orale Dosierungen von 15 — 35 mg pro Kilogramm Kérpergewicht
erhielt, eine signifikante Erhdhung der Serumlevels von Cholesterin, Triacylglyceriden und des Low

Density Lipoprotein (LDL), nachgewiesen werden (ADARAMOYE, AKANNI, 2016).

In der hier vorliegenden Forschungsarbeit lieBen sich nach der Behandlung mit Aspartam oder
Aspartam-Metaboliten einerseits eine elektronenmikroskopisch detektierte VergroBerung von Lipid
Droplets sehen (siche Kapitel 4.1.1). Damit einhergehend zeigte sich in der massenspektrometrischen
Messung ein signifikanter Anstieg des TAG-Levels (siehe Kapitel 4.4.1). Ein potentiell
zugrundeliegender reduzierter TAG-Verbrauch konnte sich aus der durch Aspartam induzierten
mitochondrialen Dysfunktion begriinden. Dariiber hinaus zeigte sich in der massenspektrometrischen
Analyse ein signifikanter Anstieg der Phospholipid-Spezies (siche Kapitel 4.4). Die gemessenen Effekte
lieBen sich sowohl in den mit Aspartam als auch in den mit den Aspartam-Metaboliten behandelten

Proben sehen.

Die Relevanz der Lipidhomdostase fiir zerebrale Mechanismen ergibt sich schon allein aus der Tatsache,
dass das menschliche Gehirn zu mehr als 50 % seines Trockengewichts aus Lipiden besteht, womit es
nach dem Fettgewebe das lipidreichste Organ darstellt (SASTRY, 1985). Lipide sind nicht nur in die
Pathomechanismen von Erkrankungen involviert, sondern kdnnen sich auch im alternden Gehirn als
dysfunktionales Merkmal darstellen. Marschallinger et al. konnte im Hippocampus gealterter Méuse in
Mikroglia eine Akkumulation von Lipid Droplets, inklusive der vermehrten Ausschiittung

verschiedener Zytokine, wie beispielsweise des Interleukins-6 nachweisen (MARSCHALLINGER et
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al., 2020). Auch im Zusammenhang mit dem Risiko fiir die Alzheimer-Erkrankung lieBen sich LD-
Auffilligkeiten sehen: Farmer et al. konnten in einer in vifro-Studie an Astrozyten, welche das
Alzheimerrisiko erhohende ApoE4-Allel exprimierten, im Vergleich zu ApoE3-exprimierenden
Astrozyten eine erhohte Anzahl von Lipid Droplets mit pro Zelle insgesamt erhéhtem LD-Volumen
sehen. Die Fliache eines einzelnen Lipid Droplets zeigte sich jedoch als verkleinert (FARMER et al.,
2019).

5.4.4.2. Carnitin-Spezies

Wie in Kapitel 4.4.3 beschrieben wurde, spielen Carnitine eine ma3gebliche Relevanz fiir den in den
Mitochondrien stattfindenden Abbau von Fettsduren durch die S-Oxidation. Nur durch die von der
Carnitin-Palmitoyl-Transferase [ Xkatalysierte Konjugation mit Carnitin kénnen Fettsduren als
Acylcarnitine tiber die mitochondrialen Membranen transportiert (Carnitin-Shuttle) und zu Acetyl-CoA
abgebaut werden, welches dann unter anderem in den Citratzyklus zur Generierung von ATP

eingeschleust werden kann.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der massenspektrometrischen Messung nach Aspartam-
Inkubation im Mittelwert aller Carnitin-Subspezies eine Reduktion im Vergleich zu den Kontrollen.

Acetyl-Carnitin zeigte sich nach Aspartam-Inkubation hingegen leicht erhoht. (siche Kapitel 4.4.3).

Acetyl-L-Carnitin (ALC) kann iiber seinen Acetyl- und Carnitin-Bestandteil verschiedene biologische
Wirkungen vermitteln: Der Acetyl-Bestandteil kann einen mitochondrialen Acetyl-CoA-Spiegel
generieren, was die durch den Citratzyklus vermittelte Energiegewinnung ermdglicht; Carnitin
ermoglicht die f-Oxidation der Fettsduren (PETTEGREW et al., 2000). Acetyl-L-Carnitin kann von
exogen iiber die Nahrung zugefiihrt werden oder auch endogen in der mitochondrialen Matrix durch das
Enzym Carnitin-Acetyltransferase gebildet werden: Acetyl-CoA, wird durch die f-Oxidation generiert;
Carnitin wird aus dem Carnitin-Shuttle (Carnitin-Palmitoyl-Transferase II) frei. Die Carnitin-
Acetyltransferase ist mit der Cholin-Acetyltransferase verkniipft, welche die intrazellulare Bildung von
Acetylcholin katalysiert (FURLONG, 1996).

Bei an der Alzheimer Demenz erkrankten Patienten zeigt sich die cholinerge Neurotransmission mittels
des Neurotransmitters Acetylcholin als beeintrachtigt. Dieser ist physiologisch in verschiedene zerebrale
Prozesse wie Gedichtnis, Aufmerksamkeit oder Regulierung des Schlafes involviert (FERREIRA-
VIEIRA et al., 2016). Der bei der AD beobachtete fortschreitende Verlust von cholinergen Neuronen
im basalen Vorderhirn geht mir erniedrigten Levels des Neurotransmitters und entsprechenden
klinischen Symptomen einher (DAVIES, MALONEY, 1976). In Studien der frithen 2000er-Jahre
konnte nachgewiesen werden, dass Medikamente, welche den Abbau des Acetylcholins iiber das Enzym
Acetylcholinesterase inhibieren, die kognitiven Symptome der AD-Patienten signifikant verbessern
konnten. Heutzutage werden Acetylcholinesterase-Inhibitoren wie Donepezil oder Rivastigmin in der
klinischen Praxis zur symptomatischen Therapie der AD-Patienten eingesetzt (HAMPEL et al., 2018).
Carnitine scheinen in diesem Zusammenhang die cholinerge Neurotransmission und mitochondriale

Funktion positiv zu beeinflussen (ALHASANIAH, 2023; PENNISI et al., 2020). In Studien konnte
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gezeigt werden, dass die Supplementation von Acetyl-L-Carnitin den progressiven Verlust kognitiver
Fahigkeiten von Alzheimer Patienten verlangsamen konnte (PETTEGREW et al., 1995; SPAGNOLI et
al., 1991). Eine Metaanalyse, die 21 RCTs inkludierte, zeigte insgesamt uneindeutige Effekte, was sich
unter anderem auch durch die Heterogenitit der Studiendesigns inklusive sich unterscheidender
Dosierungen und Applikationen erkldren ldsst. In Summe liel sich fiir die Carnitin-Substitution im
Vergleich zum Placebo dennoch ein positiver Effekt auf die klinischen Symptome verzeichnen
(MONTGOMERY et al.,, 2003). Eine aktuellere Studie von Cristofano et al. bestimmte bei
verschiedenen Gruppen mit kognitiver Beeintrachtigung — hierunter auch Alzheimer Patienten — die
Serumlevels von Acylcarnitin-Spezies analog zu jenen in der hier vorliegenden Arbeit vermessenen
Carnitin-Spezies. Die AD-Patienten zeigten hierbei im Vergleich zu den gesunden Probanden im Mittel
signifikant niedrigere Carnitin-Serumlevels (CRISTOFANO et al., 2016). Damit einhergehend wiesen
Gonzalez-Dominguez et al. im Gehirn eines Alzheimer-Mausmodells (APP/PS1) im Kortex und
Hippocampus die Verringerung verschiedener Acylcarnitin-Spezies nach (GONZALEZ-DOMINGUEZ
etal., 2014).

Vor dem Hintergrund des bei Alzheimer Demenz beeintriachtigten Carnitin-Stoffwechsels konnen — wie
auch schon bei den in Kapitel 5.4.4.1 besprochenen Lipid-Spezies — die in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Carnitin-Daten kritisch eingeordnet werden, und den Konsum von Aspartam bei

Alzheimer-Patienten — wie auch in Kapitel 5.4.3 angemerkt — kritisch evaluieren.

5.5. Einordnung

5.5.1.  Aspartam-Konsum in vivo: Relevanz der Gut- und Blood-Brain-Barrier
Als Grundlage fiir die Einordnung der hier gewonnen und diskutierten Daten ist zu betonen, dass die im
Rahmen dieser Forschungsarbeit durch die Inkubation mit Aspartam oder Aspartam-Metaboliten
gewonnen Daten anhand eines in vitro-Modells generiert wurden, womit eine enterale Metabolisierung
des Siiflstoffes, wie sie in vivo stattfindet, nur in Grundziigen simuliert werden kann. Umso mehr ist es
von Relevanz, die gewonnenen Erkenntnisse in vivo zu re-evaluieren, wo insbesondere die Tatsache,
dass Aspartam bzw. seine Metabolite nach der oralen Aufnahme verschiedene ,,Barrieren (Gut-Barrier
und Blood-Brain-Barrier) iiberwinden miissen, bevor sie die potentiellen Effekte im Gehirn an
neuronalen und auch nicht-neuronalen Zellen vermitteln, beriicksichtigt werden muss.
Nach seiner oralen Aufnahme wird Aspartam im Gastrointestinaltrakt potentiell zunédchst durch
Esterasen und Peptidasen in seine Metaboliten hydrolysiert, (MAGNUSON et al., 2016; HOOPER et
al.,, 1994; STEGINK et al.,, 1987, OPPERMANN et al., 1973) um dann anschlieBend iiber das
gastrointestinale Epithel (Engl.: Gut Barrier) absorbiert zu werden.
Shil et al. konnten zeigen, dass Aspartam in vitro bei niedrigen Konzentrationen von 100 uM die
Permeabilitit intestinaler Epithelzellen erhoht, indem es zu einer verminderten Expression von Claudin-
3 und Claudin-15 fiihrt (SHIL et al., 2020). Bei diesen handelt es sich um Transmembranproteine, die
als Teil von sogenannten Tight Junctions einen engen Kontakt zwischen Zellen herstellen, somit die

Separierung des Darmlumen vom Blutstrom unterstiitzen und damit unter anderem die Absorption von
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Mikro- und Makronéhrstoffen regulieren (CAMILLERI, 2019). Des Weiteren wird Claudin-3 auch in
den Tight Junctions der sogenannten Blood Brain Barrier (BBB) exprimiert (REINHOLD, RITTNER,
2017). In ihrer Studie konnten Shil et al. auch eine Korrelation zwischen der verringerten Expression
von Claudin-3 und einer durch Aspartam generierten ROS-Produktion darstellen.

Diese Daten sind insbesondere vor dem Hintergrund interessant, dass eine Vielzahl von Erkrankungen
mit einer beeintrichtigten Gut Barrier einhergehen, was wiederum den Influx von Bakterien oder
anderen Toxinen in den Korperkreislauf ermdglicht und so selbstverstarkend zur Pathogenese der
Erkrankungen beitragen kann (DI TOMMASO et al., 2021). So gibt es in verschiedenen in vivo-
Modellen Hinweise darauf, dass bei Erkrankungen, wie beispielweise der Zoliakie (FASANO, 2012;
FASANO et al., 2000), chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (MICHIELAN, D'INCA, 2015;
SALIM, SODERHOLM, 2011), Diabetes mellitus Typ 2 (THAISS et al., 2018; COX et al., 2017;
PATTERSON et al., 2016), oder auch der Multiplen Sklerose (CAMARA-LEMARROY et al., 2018;
BUSCARINU et al.,, 2017; YACYSHYN et al.,, 1996) und Parkinson (DODIYA et al., 2020;
SCHWIERTZ et al., 2018) die Gut Barrier beeintrachtigt ist. Neben der Gut Barrier zeigt sich auch die
sogenannte Blut-Hirn-Schranke (Engl.: Blood Brain Barrier, BBB) bei zahlreichen, insbesondere
neurodegenerativen, Erkrankungen als beeintrachtigt (SWEENEY et al., 2018).

Die BBB ist eine hoch-selektive, aus mehreren Zelltypen und Schichten bestehende ,,Schranke
zwischen dem Blutkreislauf und dem Zentralen Nervensystem. Sie ermdoglicht einen selektiven Ubertritt
von Nihrstoffen aus den das Gehirn versorgenden Gefdflen in dieses selbst und schiitzt es vor
Pathogenen oder potentiell toxischen Bestandteilen aus dem Blut (SWEENEY et al., 2019; ABBOTT
et al., 2006). Auf mikroskopischer Ebene wird diese Schutzbarriere insbesondere durch das Endothel
der Blutkapillaren mitsamt seiner Tight Junctions, Adhidsionsmolekiile und speziellen
Transportmechanismen ermdglicht (ALAHMARI, 2021; MOKGOKONG et al., 2014; LUISSINT et al.,
2012). An die Blutendothel-Zellen lagern sich zum einen die neuronalen Perizyten an (KADRY et al.,
2020; SWEENEY et al., 2016, BALABANOV, DORE-DUFFY, 1998), welche durch ihre
phagozytierende Aktivitdt potentiell schidigende Partikel oder Proteine abbauen kénnen und zudem
auch die kapilliren Endothelzellen in ihrer Permeabilitdt fiir unter anderem Wasser modulieren
(SAGARE et al., 2013; ARMULIK et al., 2010). Auch Astrozyten bilden einen Teil der Blut-Hirn-
Schranke (ABBOTT et al., 2006), indem sie sich mit ihren ,,Endfiilen* an den Blutendothelien anlagern
und dort mafigeblich den zerebralen Metabolismus beeinflussen, indem sie beispielsweise die Enge der
endothelialen Tight Junctions (RUBIN et al.,, 1991), die Expression von Transportern wie P-
Glykoprotein (PGP) (SCHINKEL, 1999) oder die lonen- und Wasserkandlen regulieren (AMIRY-
MOGHADDAM, OTTERSEN, 2003).

Eine Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke erméglicht einen erleichterten Influx potentiell schiadlicher
Blutkomponenten, wihrend gleichzeitig im Gehirn anfallende Stoffwechselendprodukte anders, als
physiologisch vorgesehen, nicht ausgeschleust werden konnen (SWEENEY et al., 2019; ZHAO et al.,
2015).
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Auch bei der Alzheimer Demenz zeigt sich die Blut-Hirn-Schranke als beeintrachtigt: Als
zugrundeliegende Mechanismen werden durch die im Rahmen der AD auftretenden Af-Plaques und
Tau-Fibrillen entstehende, durch oxidativen Stress vermittelte, inflammatorische und zytotoxische
Effekte diskutiert, welche zu einem Integritétsverlust der Blut-Hirn-Schranke fithren (CARRANO et al.,
2011). Hierbei werden die in der Umgebung der zerebralen Blutgefile akkumulierende AfS-Plaques
auch als sogenannte Cerebral Amyloid Angiopathy (CAA) beschriecben (VISWANATHAN,
GREENBERG, 2011). Diese Angiopathie kann in vielfiltiger Weise die Komponenten der Blut-Hirn-
Schranke beeinflussen: In in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation von
Endothelzellen aus dem Kortex von Ratten mit AfS42 zu einer erniedrigten Expression des Tight
Junction-Proteins Occludin fiihrte (MARCO, SKAPER, 2006).

Vor diesem Hintergrund ist die bereits zitierte Studie von Shil et al., die nach einer in vitro stattfindenden
Aspartam-Inkubation eine reduzierte Expression von Claudin-3 nachwies, besonders interessant, um
den Zusammenhang zwischen Aspartam-Exposition und neurodegenerativen Erkrankungen, wie der
AD herzustellen. In diesem Zuge ist deshalb auch noch eine Erkrankung zu diskutieren, in deren
Rahmen Aspartam immer noch besonders haufig verwendet wird: Diabetes mellitus Typ 2. Auch diese

Erkrankung ist mit einer Erhhung des Risikos an einer Alzheimer Demenz zu erkranken, korreliert.

5.5.2. Einordnung der Studie anhand des Zusammenhangs zwischen der Alzheimer-Krankheit
und Diabetes mellitus

Wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben wurde, ldsst sich eine Assoziation zwischen der Erkrankung an
Diabetes mellitus Typ 2 und Demenz im Allgemeinen — aber auch der der Alzheimer-Krankheit im
Speziellen — erkennen. Verschiedene Studien zeigen, dass eine diabetogene Stoffwechsellage ein
signifikant erhohtes Risiko an einer Alzheimer Demenz zu erkranken, darstellt (XUE et al., 2019;
BUTTERFIELD et al., 2014; BIESSELS et al., 2006; ARVANITAKIS et al., 2004). Gleichzeitig konnte
bei AD-Patienten eine im Vergleich zu Kontrollen eine hohere Pravalenz von Diabetes mellitus Typ 2
sowie pathologische Niichternglucosewerte gefunden werden (JANSON et al., 2004).
Bei Diabetes mellitus kann ein pathomechanistisch Kontinuum beschrieben werden, in dessen Zentrum
die Unfahigkeit des Korpers zur Aufrechterhaltung physiologischer Blutglucose-Levels liegt. Dies zeigt
sich an pathologischen Niichternglucosewerten im Blutplasma von > 7,0 mmol/L (= 126 mg/dL) (REED
et al, 2021). Die Beibehaltung einer physiologischen Blutglucose-Konzentration nach
Nahrungsaufnahme wird beim Menschen mallgeblich durch das in den f-Zellen des Pankreas
synthetisierte Peptidhormon Insulin generiert. Das Hormon bindet in peripheren Geweben — wie
beispielsweise dem Fettgewebe, der Muskulatur und selektiv auch im Gehirn — an den
membranstdndigen Insulin-Rezeptor (IR) (POMYTKIN et al., 2018; SOTO et al., 2019). Dieser besteht
aus vier Untereinheiten, zwei a- und zwei S-Untereinheiten. Insulin bewirkt durch seine Bindung an
den extrazelluldren Teil des Rezeptors dessen Konformationsidnderung, wodurch eine an seiner
transmembrandsen [-Untereinheit befindliche Tyrosinkinase aktiviert wird. Jene Tyrosinkinase

phosphoryliert zundchst im Rahmen einer ,,Autophosphorylierung® den Insulin-Rezeptor selbst und
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dann anschliefend zum IR gehérende Adapterproteine, die sogenannten Insulinrezeptorsubstrate (IRS).
Dies fithrt nun zur Initiation verschiedener Signalwege, von welchen hier in erster Linie der ,,PI3-
Kinase-Weg™ beleuchtet werden soll. Dieser miindet liber Aktivierung der Proteinkinase B (PKB) in
eine intrazelluldre Erniedrigung des cAMP-Spiegels, welche die iiber das Insulinhormon begriindeten
metabolischen Effekte vermittelt. So fiihrt der in der jeweiligen Zelle erniedrigte cAMP-Spiegel unter
anderem zum Einbau von Glucosetransportern (GLUT) in die Zellmembran, was fiir eine passive
Aufnahme von Glucose aus dem Blutstrom nach intrazellulér sorgt (BOUCHER et al., 2014). Wie auch
in peripheren Geweben vermitteln sowohl Insulin und auch der Insulin-like Growth Factor (IGF) im
Gehirn ihre Wirkung iiber die Bindung an den Insulin-Rezeptor oder Insulin-like Growth Factor-
Rezeptor. Eine besonders hohe Expression des IR konnte im Hypothalamus sowie im limbischen System
inklusive des Hippocampus, der Amygdala und des piriformen Kortexes festgestellt werden
(KLEINRIDDERS et al., 2014). Da vor allem letztere als Zentren hdherer kognitiver Funktionen und
insbesondere des Lernens gelten, wurde schon friih eine Rolle des Insulins in Lernprozessen diskutiert
(WICKELGREN, 1998). Exemplarisch konnte in einer Studie an murinen Neuronen des Hippocampus
gezeigt werden, dass Insulin die fiir Lernprozesse relevante Langzeitdepression (Engl.: Long Time
Depression, LTD) unterstiitzt, indem es {iber Aktivierung der PI3K Signalkaskade die Expression von
NMDA-Rezeptoren induziert (VAN DER HEIDE et al., 2005). Heute ist bekannt, dass Insulin in
zahlreiche zentrale Prozesse involviert ist und neben der klinisch messbaren Verbesserung kognitiver
Leistungen (KERN et al., 2001) auch an der zentralen Regulation des Korpergewichts beteiligt ist
(DODD, TIGANIS, 2017). Bei der Erkrankung an Diabetes mellitus Typ 2 zeigen sich als
atiopathogenetisch zugrundeliegende Faktoren unter anderem eine hochkalorische Erndhrung,
Bewegungsmangel und damit einhergehendes Ubergewicht (GALICIA-GARCIA et al., 2020; DALE et
al., 2017). Letzteres gilt als maB3geblicher Faktor fiir die Induktion einer peripheren Insulinresistenz,
welche sich durch auf den Zielzellen herunterregulierte Expression der Insulin-Rezeptoren und Insulin-
Rezeptor-Substrate zeigt. Die Insulinresistenz kann im Sinne der Erhaltung einer Normoglykdmie
zundchst durch die pankreatischen §-Zellen kompensiert werden, indem diese zum einen ihre Anzahl
und zum anderen die Insulinsekretions-Rate erhohen (LINNEMANN et al., 2014). Nach einer gewissen
Zeit konnen die §-Zellen dies jedoch nicht mehr aufrechterhalten. In der Konsequenz zeigen sie eine
dysfunktionale Insulinprozessierung- und sekretion oder gehen zum Teil in Apoptose, was durch
verschiedene Stressoren wie oxidativen oder inflammatorischen Stress zusitzlich begiinstigt wird
(BOLAND etal., 2017; VANGIPURAPU et al., 2015). Dies fiihrt zu verschiedenen — durch die fehlende
Insulin-Wirkung vermittelte — Konsequenzen, wie erhohte Blutglucose-Levels, aber beispielsweise auch
zu vermehrter hepatischer Glucose-Aufnahme (BUTTERFIELD et al., 2014).

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben wurde, zeigte sich in den letzten Jahrzehnten ein starker Inzidenz- und
Privalenz-Anstieg an Adipositas und T2D-Erkrankungen (REED et al., 2021). Eine in 146 Landern und
an iiber vier Millionen Erwachsenen durchgefiihrte Erhebung ergab zwischen 1980 und 2014 einen
Pravalenz-Anstieg an Diabetes-Erkrankungen von 5,0 % auf 7,9 % bei Frauen und von 4,3 % auf 9,0 %

bei Ménnern. Im Jahr 2014 existierten weltweit in absoluten Zahlen 422 Millionen Diabeteskranke; fiir

96



Diskussion

2025 werden iiber 700 Millionen Erkrankte erwartet. Hieraus ergeben sich, wie auch bei der Alzheimer
Demenz (siche Kapitel 2.1), enorme 6konomische Belastungen in Form von direkten und indirekten
Kosten. Fiir das Jahr 2014 wurden die weltweit auf Diabetes zuriickfithrbaren Kosten auf 825 Milliarden
Dollar geschitzt (N. C. D. RISK FACTOR COLLABORATION, 2016).

Eine Uberschneidung zwischen der Alzheimer-Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ 2 zeigt sich bei
verschiedenen pathophysiologischen Aspekten (MICHAILIDIS et al., 2022), so auch bei der
chronischen Inflammation (MOYSE et al., 2019). T2D geht mit einer systemischen Inflammation einher
— die Erhohung des C-reaktiven Proteins (CRP) und von Interleukin 6 (IL-6) konnten in Studien als
préadiktive Faktoren fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 ausgemacht werden (FREEMAN
et al., 2002). Fishel et al. konnten in einer kleinen RCT an gesunden Senioren zeigen, dass eine mittels
intravendser Applikation erzeugte periphere Hyperinsulinimie mit einem Anstieg von Zytokinen (IL-
la, IL-18, IL-6 und TNF-a) und auch von Af42 sowohl im Liquor als auch im Serum einhergeht
(FISHEL et al., 2005). So wird diskutiert, dass eine Insulinresistenz die Alzheimer Demenz unter
anderem aufgrund inflammatorischer Prozesse exazerbiert (WEI et al., 2021). Wichtige Faktoren sind
hierbei die Aktivierung von Mikrogliazellen, eine Storung der Blood-Brain-Barrier (MCCAULLEY,
GRUSH, 2017), sowie sogenannte Advanced Glycation Endproducts (AGE). Bei diesen AGE handelt
es sich um nicht-enzymatisch glykierte Proteine oder Lipide, deren Entstehung durch das Vorhandensein
der Hyperglykdmien gefordert wird. Sie begiinstigen eine Produktion von ROS, was wiederum die APP-
Prozessierung beeinflussst (KANDIMALLA et al., 2017; LIAO et al., 2004).

Als einen weiteren moglichen zugrundeliegenden Mechanismus fiir den Zusammenhang zwischen T2D
und AD wird unter anderem ein dysfunktionales ,,Insulindegradierendes Enzym® (Engl.: Insulin
Degrading Enzyme, IDE) diskutiert (SOUSA et al., 2021). Dieses bewirkt in peripheren Geweben, wie
der Leber, dem Fettgewebe oder der Skelettmuskulatur einen Abbau des Peptidhormons Insulins. Ein
Funktionsverlust des IDE fiihrt in murinen Modellen zu einem diabetischen Phéanotyp (FARRIS et al.,
2004). Auch Beobachtungen an humanen Probanden unterstiitzen diese Hypothese: In der Kohorte der
Framingham Heart Study mit tiber 1.500 Teilnehmern konnte ein Zusammenhang zwischen IDE-
Polymorphismen und T2D bzw. einem erhohten HbAl.-Wert nachgewiesen werden
(KARAMOHAMED et al., 2003). Zusétzlich wird IDE auch im Gehirn exprimiert und ist dort neben
dem Abbau der Peptidhormone Insulin oder Glukagon auch flir die Degradation des AS-Peptids
verantwortlich (HULSE et al., 2009). Es konnte gezeigt werden, dass IDE sowohl die intrazelluldre
APP-Prozessierung als auch die extrazellulare Akkumulation von Af beeinflusst (VENUGOPAL et al.,
2007). Die Rolle des IDE bei der Alzheimer Demenz wurde lange kontrovers diskutiert. Eine im Jahre
2018 veroffentlichte Metaanalyse, die die Untersuchung verschiedener Autopsieproben inkludierte,
ergab, dass das IDE-Proteinlevel in Hippocampus und Kortex bei AD im Vergleich zu Kontrollen
signifikant erniedrigt waren, wihrend fir die Aktivitdit und die mRNA-Levels kein signifikanter
Unterschied gemessen werden konnte (ZHANG et al., 2018). In einem Alzheimer-Mausmodell zeigte
sich, dass eine erste Akkumulation von A mit einer Erhéhung der Levels der IDE-mRNA und des IDE-
Proteinlevels einherging (VEPSALAINEN et al, 2008). Eine hiermit im Einklang stehende
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Diskussion

Uberexpression des Enzyms in AB-Ablagerungen selbst (LEAL et al., 2006) lidsst im murinen Modell
(Tg2576) einen hinter dem IDE stehenden Kompensationsmechanismus zur Verhinderung der Af-
Akkumulation vermuten. Gleichzeitig scheint oxidativer Stress, wie er durch weitere Zunahme von Af-
Plaques ausgeldst wird, die proteolytische Aktivitit des IDE zu verringen (SHINALL et al., 2005). Einen
mdglichen direkten Zusammenhang beziiglich des IDE, T2D und AD konnte Farris et al. 2003 in einer
Studie am murinen Modell zeigen, bei der durch eine homozygote Deletion des IDE-Gens auf
Chromosom 10 neben einer peripheren Glucose-Intoleranz und Hyperinsulindmie auch eine signifikant
erhohte Akkumulation von Af im Gehirn einherging (FARRIS et al., 2003). Hierbei wird eine
Kompetition des Insulins und des A um das IDE diskutiert. Unterstiitzend dafiir ist die Beobachtung,
dass bei Ratten eine gleichzeitige intrazerebrale Verabreichung von Insulin und A den Abbau letzteres
beeintrachtigt (SHIIKI et al., 2004).

Vor diesem Hintergrund wird eine, neben der peripher existierenden, hiervon aber gegebenenfalls
unabhingig vorkommende, zerebrale Insulinresistenz im Zusammenhang mit der AD diskutiert
(NGUYEN et al., 2020). Die Rolle des Insulins und einer moglichen zerebralen Insulinresistenz im
Zusammenhang zur Alzheimer Demenz wurde durch Steen et. al als Diabetes mellitus Typ 3 im Sinne
einer neuroendokrinen Storung bezeichnet, nachdem sie post mortem in Gehirnen von AD-Patienten
eine verminderte Expression von fiir den Insulin- und Insulin-Like-Growth-Factor-Rezeptor (IGF1-R)
kodierenden Genen nachweisen konnten (STEEN et al., 2005). In zahlreichen weiteren post mortem-
Studien konnte ein Zusammenhang zwischen defekten Signalkaskaden des Insulins- oder IGF1-
Rezeptors mit ihren Substraten (Insulin-Rezeptor-Substrat, IRS) und den mikroskopischen AD-
typischen Pathologien hergestellt werden (YANG, 2022; MOLONEY et al., 2010). /n vitro konnten
hierbei verschiedene zugrundeliegende Mechanismen fiir den Zusammenhang zwischen einer
zerebralen Insulinresistenz und den Alzheimer-typischen B-Amyloid-Plaques aufgezeigt werden.
Gasparani et al. beschrieben, dass Insulin den Transport des Aff vom Golgi-Netzwerk zur Zellmembran
beschleunigen und so die intrazelluldire Akkumulation von Af reduzieren kann. Auch die Aktivitét des
IDE konnte durch die Anwesenheit von Insulin erhht werden (GASPARINI et al., 2001). In einem AD-
Mausmodell (Tg2576) konnte gezeigt werden, dass eine durch Nahrung induzierte Insulinresistenz zu
einer zerebralen Amyloidose inklusive einer erhohten y-Sekretase-Aktivitit und reduzierter Aktivitét
des IDE fiihrt (HO et al., 2004). Zellen mit Insulinresistenz und dysfunktionalem Insulin-Signaling
zeigten stark beeintrichtigte Funktionen. Eine zentrale Bedeutung kommt hierbei den Mitochondrien
und der Generierung oxidativen Stresses zu (BUTTERFIELD et al.,, 2014). In einem murinen
Alzheimer-Modell mit Streptozotocin-induzierter diabetogener Stoffwechsellage und zerebraler
Insulinresistenz wurden nicht nur eine signifikante Af-Akkumulation sowie erhohte Levels von
hyperphosphoryliertem Tau im Hippocampus gemessen, sondern auch eine mitochondriale Dysfunktion
mit vermindertem Transmembran-Potential, reduzierter Aktivitdt der Cytochrom-C-Oxidase sowie einer
Erhohung der Levels an Wasserstoffperoxid und Lipidperoxidationen festgestellt (CORREIA et al.,
2013). Carvalho et al. verglichen die zerebralen Mitochondrien von Wildtyp-M&usen mit transgenen

Alzheimer-Mausen mit (3xTg-AD) und mit Wildtyp-Mausen, welche fiir sieben Monate Saccharose-
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Wasser erhielten. Bei den Alzheimer- und Saccharose-Mé&usen zeigten sich bei den Mitochondrien
vergleichbare strukturelle Anomalien, Beeintrachtigungen der Atmungskette sowie oxidativer Stress.
Interessanterweise lielen sich bei den Saccharose-Médusen signifikant erhdhte AS-Levels detektieren

(CARVALHO et al., 2012).

5.5.3. Fazit

Zusammenfassend lassen sich zwischen der Erkrankung an Alzheimer Demenz und Diabetes mellitus
pathomechanistische ,,Gemeinsamkeiten” im Sinne einer potentiellen zerebralen Insulinresistenz mit
systemischer Inflammation, endothelialer und mitochondrialer Dysfunktion sowie oxidativem Stress
erkennen (siche Abbildung 42) (MARRANO et al., 2023; NGUYEN et al., 2020; CORREIA et al.,
2012).

Auch, wenn viele Aspekte hinsichtlich eines Zusammenhanges den beiden Erkrankungen noch nicht
endgiiltig gekldrt sind, zeigt sich jedoch, dass es sich hierbei um gegenseitig bedingende Risikogruppen
handelt.

Auf Grundlage der in dieser Forschungsarbeit gewonnen Daten und der in Kapitel 5.5.2 diskutierten
Zusammenhinge zwischen der Alzheimer Demenz und Diabetes mellitus Typ 2 ldsst sich ein Caveat
fir genau jene Patienten-Kohorten aussprechen. Bei beiden Erkrankungen zeigen sich
pathophysiologische Mechanismen, die durch den Konsum von Aspartam mdglicherweise weiter
aggraviert werden konnten. Um eines Tages potentiell konkrete Empfehlungen aussprechen zu kénnen,
sind fiir die in dieser Forschungsarbeit generierten in vitro-Daten weiterfithrende in vivo-Studien

erforderlich.

Alzheimer Demenz -« ~ Diabetes mellitus

Typ 2

(Zerebrale) Insulinresistenz

Inflammation
Endotheliale Dysfunktion \\
. . . . Aspartam
Mitochondriale Dysfunktion “ l

Oxidativer Stress

\myloidaggregatio

Abbildung 42: Zusammenfassende Darstellung pathophysiologischer Gemeinsamkeiten bei Alzheimer
Demenz und Diabetes mellitus.

Die beiden Erkrankungen zeigen Uberschneidungen in der Pathophysiologie. Insbesondere das Auftreten einer
systemischen Inflammation, endothelialer sowie mitochondrialer Dysfunktion und von oxidativem Stress.
Angelehnt an (NGUYEN et al., 2020; CORREIA et al., 2012).
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