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1 Einleitung 

1.1 Cholesterol 

Cholesterin ist ein polyzyklischer Alkohol und wird als Steroid auch den Lipiden 

zugeordnet. Cholesterin, das sich im menschlichen Organismus befindet kann 

einerseits über die Nahrung aufgenommen oder über den sogenannten 

Mevalonatweg de novo synthetisiert werden (Goldstein & Brown, 1990). Nur etwa 

10% des Cholesterins wird über die Nahrung aufgenommen. Der Grossteil von bis 

zu 90% des Cholesterols wird im Körper synthetisiert. Nahezu jede Zelle ist in der 

Lage Cholesterin zu synthetisieren. Jedoch spielt die Leber für die de novo 

Synthese und den Metabolismus von Cholesterin eine besondere Rolle (van der 

Wulp, Verkade, & Groen, 2013), da in den Hepatozyten das Cholesterin in einem 

hohen Maße synthetisiert wird. Aber auch andere Zelltypen sind in der Lage 

Cholesterin zu bilden. So findet die Cholesterinbiosynthese in geringerem Maße 

auch in der Darmmukosa, den Nebennieren, der Haut, der gestreiften Muskulatur, 

dem Knochenmark und den Gonaden statt. Das Gehirn ist durch die Blut-Hirn-

Schranke von dem peripheren Cholestrin-Kreislauf getrennt und reguliert seinen 

Cholesterinhaushalt autonom (Frank W Pfrieger & Ungerer, 2011). Aus diesem 

Grund ist die Cholesterinbiosynthese im Gehirn von besonders hoher Bedeutung.  

Als essentieller Bestandteil von Plasmamembranen ist Cholesterin ein wichtiger 

Regulator ihrer Struktur und Funktionen (M. Simons et al., 1998; Yeagle, 1989). 

Eine weitere physiologische Funktion des Cholesterins übt es als Bestandteil von 

Lipoproteinkomplexen und daher bei dem Transport von Lipiden und lipidlöslichen 

Substanzen im kardiovaskulären System aus, wobei Hypercholesterinämie einen 

relevanten Risikofaktor für Arteriosklerose und koronare Herzerkrankungen 

darstellt (Kannel, Castelli, Gordon, & McNamara, 1971). Auch für den 

ischämischen Schlaganfall bedeutet ein erhöhter Blutcholesterinspiegel ein leicht 

erhöhtes Risiko, wohingegen verringerte Cholesterinspiegel die Entwicklung eines 

hämorrhagischen Schlaganfalls begünstigen (Iso, Jacobs, Wentworth, Neaton, & 

Cohen, 1989). Cholesterin ist außerdem Vorstufe von Cholecalciferol (Vitamin D3), 

Gallenslazen und Steroidhormonen (Carbone et al., 2008).  

 

In Bezug auf die Gehirnalterung ist erhöhtes Serum-Cholesterol mit einem 

erhöhten altersbedingten kognitiven Rückgang und einer verringerten neuronalen 
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Vernetzung assoziiert (Spielberg et al., 2017). Untersuchungen von Gen-

Interaktionen an Senioren, die 85 Jahre oder älter sind, geben Hinweise darauf, 

dass speziell im Gehirn eine Verbindung zwischen diversen Genen des 

Cholesterol-Metabolismus und der Gehirnalterung besteht. Ähnliche Hinweise 

wurden entdeckt, die Verbindungen zwischen dem Cholesterol-Metabolismus und 

der Alzheimer Demenz aufzeigen (Tindale, Leach, Spinelli, & Brooks-Wilson, 

2017). 

 

 

1.1.1 Cholesterinmetabolismus in der Peripherie des Körpers 

Außerhalb des Gehirns wird die Cholesterinhomeostase über die Zirkulation der 

Lipoproteine zwischen dem Verdauungstrakt, der Leber und anderen Organen und 

Geweben über das Blutgefäßsystem geregelt. Da das Cholesterin durch seine 

steroidale Struktur nur minimal in Wasser löslich ist, wird es über Apolipoproteine 

assoziiert im Blut transportiert. Die Apolipoproteine sind der Proteinanteil der 

Lipoproteine, welcher die wasserunlöslichen Lipide im Blut transportiert. Die 

Apolipoproteine lagern sich um die Lipide an und sind dabei über elektrostatische 

Wechselwirkungen und van der Waals-Kräfte mit den Lipiden verbunden. Bei den 

dadurch gebildeten Komplexen aus Apolipoproteinen, Cholesterin, 

Cholesterylester, Triglyceriden und Phospholipiden befinden sich die Phosholipide, 

die hydrophilen Anteile der Apolipoproteine und die Hydroxylgruppen von 

unverestertem Cholesterol an der Außenseite und umschließen den lipophilen 

Anteil. Diese Komplexe werden auch als Pseudomizellen bezeichnet und bedingen 

durch ihren Aufbau die Löslichkeit im Blut. Es existieren neun Typen von 

Apolipoproteinen (AI, AII, AIII, B, CI, CII, CIII, D und E), diese unterscheiden sich 

in ihrer Aminosäuresequenz. Der hydrophile Teil der Apolipoproteine beinhaltet 

Bindungsdomänen für Lipidproteinrezeptoren worüber die Aufnahme in bestimmte 

Zellen reguliert wird (W. J. Johnson, Phillips, & Rothblat, 1997). Mit Ausnahme der 

Isoformen des Apolipoproteins B sind die Apolipoproteine in der Lage zwischen 

den Lipoproteinkomplexen zu wechseln. Über die Zusammensetzung der 

Apolipoproteine definiert sich die Zusammensetzung der Lipide in einem 

Lipoproteinkomplex. 

Lipoproteine werden über ihre Dichte klassifiziert. Man unterscheidet hierbei die 

Chylomikrone, Chylomikronen-Remnants, very low density lipoproteins (VLDL), 
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low density lipoproteins (LDL), intermediate density lipoproteins (IDL) ,high density 

lipoproteins (HDL) und Lipoprotein a (Berg, Tymoczko, Gatto, & Stryer, 2018). 

Das über die Nahrung aufgenommene Cholesterol wird nach der Resorption im 

Darm im glatten endoplasmatischen Retikulum der Dünndarmepithelzellen in die 

Chylomikrone aufgenommen. Die Chylomikrone werden anschließend über das 

kardiovaskuläre System bis hin zur Leber und anderen Organen transportiert. 

Durch Lipoproteinlipasen und Triglyceridlipasen werden die Chylomikrone an der 

Oberfläche der Kapillarendothelzellen zu Fettsäuren, Glycerin und Chylomikronen-

Remnants gespalten. 

Die cholesterinreichen Chylomikronen-Remnants gelangen zur Leber und werden 

dort verstoffwechselt. 

Die Lipoproteine VLDL, LDL und IDL transportieren sowohl exogenes als auch 

endogenes Cholesterol von der Leber in andere Organe und Gewebe (J M 

Dietschy, 1997; J M Dietschy & Turley, 2001). Über den reversen 

Cholesterintransport wird überschüssiges Cholesterol von den Körperzellen in den 

Geweben über HDL zur Leber transportiert. In der Leber wird das HDL dann über 

katabole Reaktionen abgebaut. 

In den Hepatozyten der Leber eines erwachsenen Menschen werden täglich über 

enzymatische Reaktionen aus Cholesterin ca. 400 Milligramm Gallensäuren de 

novo synthetisiert. Die Gallensäuren haben ihre physiologische Funktion bei der 

Fettverdauung und Fettresorption und zirkulieren zu ca. 90% über den 

enterohepatischen Kreislauf zwischen der Leber, der Gallenblase und dem Darm. 

Der Gallensäurepool beträgt beim Erwachsenen in etwa 4 Gramm und zirkuliert 

pro Tag vier- bis zwölfmal zwischen der Leber und dem Darm. 

 

 

1.1.2 Cholesterinmetabolismus im zentralen Nervensystem 

Eine intakte Blut-Hirn-Schranke verhindert den Transport von peripherem 

Cholesterol in das Zentrale Nervensystem. Dadurch wird nahezu das gesamte 

Cholestrol im Zentralen Nervensystem lokal synthetisiert (Ingemar Björkhem & 

Meaney, 2004; F W Pfrieger, 2003). So muss auch das Cholesterin im Gehirn fast 

ausschließlich de novo synthetisiert werden und beträgt in etwa 25% des 

Gesamtcholesterins im Körper (John M Dietschy & Turley, 2004a). Das Gehirn ist 
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somit das Cholesterol-reichste Organ. Etwa 70% des Cholesterols im Gehirn ist im 

Myelin angereichert. Ca. 30% des Cholesterins im Gehirn ist in den Membranen 

von Gliazellen und Neuronen angereichert und ist metabolisch aktiv (J M Dietschy 

& Turley, 2001; John M Dietschy & Turley, 2004b). Während der frühen 

Entwicklung synthetisieren Oligodendrozyten eine große Menge Cholesterin für die 

Myelinisierung. Sobald die Myelinisierung abgeschlossen ist, wird im Gehrin von 

Erwachsenen das Cholesterol vor allem von Gliazellen und in einem geringeren 

Maße von Neuronen synthetisiert (Mahley, 2016). Der Umsatz des Cholesterins im 

Gehirn ist beim Menschen sehr langsam und die Halbwertszeit des Cholesterols 

liegt beim Erwachsenen zwischen sechs Monaten und fünf Jahren (Andersson, 

Elmberger, Edlund, Kristensson, & Dallner, 1990).  

Im Gehirn ist das Cholestrin neben dem Myelin vor allem in Plasmamembranen 

angereichert. Plasmamembranen beinhalten Cholesterin-reiche Nano- 

beziehungsweise Mikro-Domänen, die sogenannten Lipid Rafts. Diese Lipid Rafts 

sind hoch dynamische Strukturen und verteilt über die Membranen von Zellen, die 

bedingt durch interne oder externe Signale nachgeschaltete Siganlmoleküle 

rekrutieren (Lingwood & Simons, 2010). In Neuronen befinden sich die Lipid Rafts 

vor allem an den Synapsen, wo sie bei pre- und postsynaptischen Funktionen 

mitwirken (J. A. Allen, Halverson-Tamboli, & Rasenick, 2007; Gil, Cubí, Blasi, & 

Aguilera, 2006; Mailman, Hariharan, & Karten, 2011; Suzuki, 2002; Wasser & 

Kavalali, 2009). 

Für die neuronale Differenzierung und die Synapsenformation ist Cholesterol 

essentiell (Goritz, Mauch, & Pfrieger, 2005; Mauch et al., 2001). Das Cholesterol 

im Gehirn spielt auch eine Schlüsselrolle für die synaptische Plastizität, welche 

sowohl bei der Gehirnalterung als auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie 

der Alzheimer Demenz beeinträchtigt ist (Yanagisawa, 2002). 

Das Cholesterin im Gehirn ist weigehend unabhängig von dem peripheren 

Cholesterol. Jedoch ist das Oxysterol 24(S)-Hydroxycholesterol in der Lage über 

Diffussion die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und so vom Gehirn in die 

Peripherie zu gelangen. Die Konversion von Cholesterol zu 24(S)-

Hydroxycholesterol ist aus diesem Grund sehr wichtig für die Eleminierung von 

Cholesterol aus dem Gehirn. Die Cholesterin 24-Hydroxylase CYP46A1 katalysiert 

die Oxidation von Cholesterin zu 24(S)-Hydroxycholesterol. Aus diesem Grund ist 

CYP46A1 einer der wichtigsten Regulatoren der Cholesterinhomöostase im 

Gehirn. CYP46A1 Polymorphismen sind mit einem kognitiven Verfall assoziiert (B. 

Y. Fu et al., 2009; C.-L. Lai, Liou, Liu, Yang, & Lin, 2014) und mit einem erhöhten 
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Risiko der Alzheimer Demenz verbunden (A. N. M. Garcia, Muniz, Souza e Silva, 

da Silva, & Athayde-Junior, 2009; Min Li et al., 2013). CYP46A1 moduliert die 

Cholesterolsynthese im Gehirn über einen Rückkopplungsmechanismus welcher 

den Mevalonatweg reguliert.  Die Cholesterin 24-Hydroxylase CYP46A1 ist in der 

Lage die Aktivierung von Trk-Rezeptoren zu bewirken und somit die neuronale 

Entwicklung zu fördern. Dies erfolgt über die Aktivierung kleiner GTPasen, wofür 

deren Prenylierung über die Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I) erforderlich 

ist (Moutinho et al., 2016).  

Auch die 7α-Hydroxy-3-oxo-4-Cholesterinsäure kann über Diffussion die Blut-Hirn-

Schranke vom Gehirn in Richtung Peripherie passieren. Die 7α-Hydroxy-3-oxo-4-

Cholesterinsäure entsteht im Gehirn aus dem Oxysterol 27-Hydroxycholesterin 

und die Synthese wird durch CYP7B1 katalysiert. Der basale Spiegel des 27-

Hydroxycholesterins ist im zentralen Nervensystem wegen der hohen 

metabolischen Umsatzrate sehr gering und deshalb spielt α-Hydroxy-3-oxo-4-

Cholesterinsäure für die Eleminierung von Cholesterol aus dem Gehirn nur eine 

untergeordnete Rolle. CYP7B1 und CYP46A1 gehören zur Familie der Cytochrom 

P450 Enzyme und sind beide in Neuronen lokalisiert (Leoni & Caccia, 2011; 

Mutemberezi, Guillemot-Legris, & Muccioli, 2016). 

Lediglich das Oxysterol 27-Hydroxycholesterin ist in der Lage aus dem peripheren 

Cholesterin-Pool über die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirn zu gelangen (I 

Björkhem, 2006; Heverin et al., 2005). 

 

Veränderungen des Cholesterolmetabolismus im Gehirn wurden im 

Zusammenhang mit der Pathophysiologie neurodegenerativer Erkrankungen wie 

der Alzheimer Demenz, der Pakinson-Krankheit, der Huntington-Krankheit, der 

Amyotrophen Lateralsklerose, dem Schlaganfall und auch bei der normalen 

Hirnalterung festgestellt.  

Die Gehirnalterung ist mit dem Rückgang der kognitiven Fähigkeiten, wobei vor 

allem das Erinnerungsvermögen und die Lernfähigkeit beeinträchtigt sind. In 

Abhängigkeit des Alters kann es zu einem veränderten Cholesterolgehalt im 

menschlichen Gehirn kommen (Söderberg, Edlund, Kristensson, & Dallner, 1990a; 

Thelen, Falkai, Bayer, & Lütjohann, 2006). Bei diesem Effekt spielt unter anderem 

die Zusammensetzung der zellulären Membranen im Gehirn eine Rolle. So 

konnten in verschiedenen humanen Hirnregionen detektiert werden, dass sich die 

Lipidzusammensetzung der zellulären Membranen mit dem Alter verändert 
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(Svennerholm, Boström, Helander, & Jungbjer, 1991; Svennerholm, Boström, & 

Jungbjer, 1997; Svennerholm, Boström, Jungbjer, & Olsson, 1994). 

Die genauen Mechanismen, die für die Veränderung des Cholesteringehaltes 

während der Alterung im Gehirn verantwortlich sind, sind jedoch noch unbekannt. 

Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz wurden 

Veränderungen des Cholesterinmetabolismus Im Gehirn festgestellt. Eine 

epidemiologische retrospektive Kohortenstudie an Probanden mit familiärer 

Hypercholesterinämie deutet darauf hin, dass eine frühe Exposition mit erhöhten 

Cholestrinwerten und einer LDL Rezeptor Dysfunktion einen Risikofaktor für 

kognitive Beeinträchtigungen darstellt (Zambón et al., 2010). Weiterhin zeigt eine 

epidemiologische Querschnittsstudie an Alzheimer Patienten den Zusammenhang 

zwischen erhöhten LDL-Cholestrinwerten und erhöhtem zerebralem Aβ auf (Reed 

et al., 2014). Es gibt Hinweise dafür, dass der Zusammenhang zwischen den 

erhöhten Cholestrinwerten im Blut und der Alzheimer Demenz bei vaskulären 

Veränderungen und einer mitochondrialen Dysfunktion liegt (Bell, 2012; Orsucci et 

al., 2013). 

 

Eine Vielzahl von Zellen im Zentralen Nervensystem, zu denen auch Astrozyten 

und Neurone gehören, bilden das Apolipoprotein E. Physiologisch dient das 

Apolipprotein E der Rezeptor-vermittelten Endozytose von Cholesterol und somit 

dem Transport von Cholesterin in die Neuronen um dort den Bedarf an Cholestrol 

zu decken. Das Allel ε4 des Apolipoprotein E erhöht das Risiko der spät 

einsetzenden familiären und sporadischen Alzheimer Demenz und erhöht die 

Ablagerung von Aβ im Gehirn (Saunders et al., 1993; Schmechel et al., 1993). Das 

Apolipoprotein E4 führt zur Pathogenese der Alzheimer Demenz über vielfältige 

Mechanismen im Gehirn, zu welchen der Metabolismus, die Aggregation und die 

Toxizität von Aβ, die Tauopathie, die synnaptische Plastizität, der Lipidtransport, 

der Glukosemetabolismus, die mitochondriale Funktion, die vaskuläre Integrität 

und die Neuroinflammation gehören (Bien-Ly, Gillespie, Walker, Yoon, & Huang, 

2012; Bu, 2009; Castellano et al., 2011; Cramer et al., 2012; Kanekiyo, Xu, & Bu, 

2014; N. Zhao, Liu, Qiao, & Bu, 2017). 

 

Neben dem Cholesterin selbst liegen auch diverse Metabolite des Cholesterins im 

Gehirn bei kognitiven Beeinträchtigungen verändert vor. So zeigen Patienten mit 
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einer milden kognitiven Beeinträchtigung erhöhte Cholesterol-Gehalte in der 

Zerebrospinalflüssigkeit und Patienten mit Alzheimer Demenz weisen erhöhte 

Gehalte der Cholesterin-Metabolite 24-Hydroxycholesterol und 27-

Hydroxycholesterol in ihrer Zerebrospinalflüssigkeit auf (H.-L. Wang et al., 2016). 

Diese Befunde der Zerebrospinalflüssigkeit weisen auf eine erhebliche 

Veränderung des Cholesterin-Metabolismus von Alzheimer Patienten hin. Darüber 

hinaus wurde festgestellt, dass eine erhöhte CYP46 Aktivität im Gehrin bei 

Alzheimer Patienten zu einer erhöhten Oxidation und Exkretion von Cholestrol 

führt (Bogdanovic et al., 2001; Lütjohann et al., 2000). 

 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein veränderter Cholesterol-

Metabolismus über vielfältige Mechanismen zu multiplen Dysfunktionen und 

kognitiven Beeinträchtigungen im Gehirn führen kann. Diese können sowohl bei 

der normalen Gehirnalterung als auch bei der Pathophysiologie der Alzheimer 

Demenz auftreten. 

 

 

1.1.3 Mevalonatweg 

Der initiale Schritt des Cholesterinbiosyntheseweges (Mevalonatweg) ist die 

Bildung von Acetacetyl-CoA aus zwei Molekülen Acetyl-CoA. Acetyl-CoA entsteht 

hauptsächlich als Abbauprodukt des Glukose-, Fettsäure- und 

Aminosäurestoffwechsels in den Mitochondrien und wird durch einen Acetyl-CoA-

Carnitin-Carrier über die Mitochondrienmembran in das Zytoplasma transportiert. 

Im Zytoplasma findet der erste Schritt der Cholesterinbiosynthese statt. Alle 

weiteren Schritte der Cholesterinbiosynthese sind vorwiegend in der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert, von dort aus wird das Cholesterol 

intrazellulär über vesikuläre und nicht-vesikuläre Transportmechanismen zu 

zellulären Membrankompartimenten verteilt (Lev, 2010). 

Nach der Bildung von Acetacetyl-CoA katalysiert das Enzym 3-Hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA Synthase (HMG-CoA Synthase) die Kondensation eines dritten 

Moleküls Acetyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Die HMG-

CoA Reduktase katalysiert die Reduktion von HMG-CoA zu Mevalonat, dies ist der 

am höchsten regulierte Schritt des gesamten Biosyntheseweges (Goldstein & 

Brown, 1990). Die HMG-CoA Reduktase spielt hierbei eine Schlüsselrolle, da 
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dieses Enzym den geschwindigkeitsbestimmenden und irreversiblen Schritt des 

Mevalonatweges katalysiert. Dieser Schritt wird durch eine Feedback Inhibition 

reguliert. Bei dieser Feedback Inhibition reguliert das Nahrungscholesterin die 

Cholesterinbiosynthese und hierbei wird die HMG-CoA Reduktase durch 

Cholesterin, seine Derivate wie beispielsweise den Gallensäuren und 

Mevalonsäure allosterisch gehemmt (K. Simons & Ikonen, 2000). Weiterhin wird 

die HMG-CoA Reduktase durch Hormone kontrolliert. Insulin bewirkt eine 

Dephosphorylierung der HMG-CoA Reduktase, wodurch sie aktiviert wird. 

Glukagon phosphoryliert die HMG-CoA Reduktase und bewirkt dadurch ihre 

Inaktivierung. 

Nach der Reduktion von HMG-CoA zu Mevalonat wird im Folgenden über eine 

Reihe von Phosphorylierungsschritten und eine Decarboxylierung aus Mevalonat 

Isopentenylpyrophosphat (IPP) gebildet. IPP ist ein C5-Körper, der den 

Grundbaustein der Substanzklasse der Isoprenoide darstellt. IPP polimerisiert zu 

dem C10-Körper Geranylpyrophosphat (GPP). Und GPP polimerisiert weiter zu 

Farnesylpyrophosphat (FPP), welches ein C15-Körper ist. Ab dem Isoprenoid FPP 

verzweigt sich der Biosyntheseweg in Richtung mehrerer steroidaler und 

nichtsteroidaler Produkte. Über eine Reihe von Kondensationen entstehen aus 

FPP entweder trans- oder cis- Polyprenylpyrophosphate, aus welchen wiederum 

Ubichinone oder Dolichole entstehen können. Unter anderem katalysiert das 

Enzym Geranylgeranyl Synthetase die Bildung von Gernanylgeranylpyrophosphat 

(GGPP) aus FPP. Der eigentliche Cholesterinbiosyntheseweg geht aber über die 

Kondensation zweier Moleküle FPP zur Bildung des C30-Körpers Squalen über. 

Mehrere komplexe Zyklisierungsreaktionen und intramolekulare Neuanordnungen, 

gefolgt von Demethylierungen, führen letztendlich über die Intermediate Lanosterol 

und Desmosterol zu dem C27-Körper Cholesterol (Rudney & Sexton, 1986; 

Russell, 1992). Die vielen enzymatischen Reaktionen der Cholesterinbiosynthese 

finden sowohl im Cytosol als auch in Membrankompartimenten der Zelle statt, 

jedoch erfolgt der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im ER, da hier die HMG-

CoA Reduktase lokalisiert ist (Brown & Goldstein, 1997).  
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Cholesterinbiosynthese. Die Abbildung zeigt die 
wichtigsten Intermediate und Enzyme des Mevalonatweges. Die einfachen Pfeile stellen eine 
einfache Umsetzung dar und zwei Pfeile hintereinander stehen für eine mehrstufige Umsetzung. 

 

Um den intrazellulären Cholesteringehalt dem Bedarf der Zelle anzupassen 

unterliegt die Cholesterinbiosynthese, genau wie der Cholesterininflux und –Efflux 

einer komplexen Regulation (Rudney & Sexton, 1986). Diese Regulation kann sich 

wiederum je nach Zelltyp unterscheiden (J. Chen, Zhang, Kusumo, Costa, & 

Guizzetti, 2013). Generell wird die Cholesterolhomöostase durch drei miteinander 

verbundene Rückkopplungsmechanismen reguliert und aufrechterhalten. Diese 

Mechanismen sind die Regulation der LDL Rezeptorproduktion, die Regulation der 

Cholesterol-7α-Hydroxylase in der Gallensäuresynthese und die Aktivität und 

Regulation der HMG-CoA Reduktase und andrerer Enzyme des Mevalonatweges. 

Dabei erkennen die Zellen ihren Cholesterolgehalt durch Membran-gebundene 

Transkriptionsfaktoren, den sogenannten Sterol regulatory element-binding 

proteins (SREBPs), welche die Gen-Transkription der Cholesterin- Biosynthese, 

der Fettsäure-Biosynthese und der Lipoproteinrezeptoren kodieren (Brown & 

Goldstein, 1999). 
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1.1.4 Regulation des Mevalonatweges im Zusammenhang mit der 
Gehirnalterung und der Alzheimer Demenz 

Cholesterol und einige seiner Metabolite, wie beispilesweise das 24(S)-

Hydroxycholesterol, das 25-Hydroxycholesterol und das Cholestan-3β,5α,6β-triol, 

sind essentiell für die neuronalen Funktionen (Czuba, Steliga, Lietzau, & 

Kowiański, 2017). 24(S)-Hydroxycholesterol fungiert als endogener Modulator des 

N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors, einem Subtyp der Glutamatrezeptoren, und 

beeinflusst durch diese Wirkung die neuronale Signalübertragung und das 

Überleben der Neurone (Sun et al., 2016; Sun, Taylor, Zorumski, & Mennerick, 

2017). 25-Hydroxycholesterol übt Spezies-abhängig eine neuroprotektive Wirkung 

aus, die sowohl über N-Methyl-D-Aspartat-Repetoren als auch über N-Methyl-D-

Aspartat-unabhängige Mechanismen verläuft (Sun et al., 2017). Cholestan-

3β,5α,6β-triol fungiert ebenfalls als endogener Modulator des N-Methyl-D-

Aspartat-Rezeptors und verfügt in vitro und in vivo über eine neuroprotektive 

Wirkung (H. Hu et al., 2014). 

 

Nicht nur Cholesterin und einige seiner Metabolite, sondern auch diverse 

intermediäre Moleküle der Cholesterin-Biosynthese beeinflussen die neuronalen 

Funktionen. Das Ubichinon beispielsweise, welches auch als Coenzym Q10 

bezeichnet wird, ist ein Chinon-Derivat und ist als Coenzym der mitochondrialen 

Atmungsketten-Komplexe I, -II und -III an der oxidativen Phosphorylierung bei der 

Bildung von ATP beteiligt (Acosta et al., 2016; Alcázar-Fabra, Navas, & Brea-

Calvo, 2016; Ernster & Dallner, 1995). Dolichole spielen eine Rolle bei der 

cotranslationalen Modifikation von Proteinen, speziell in deren N-Glykosylierung im 

endoplasmatischen Retikulum (Carroll, Guthrie, & Ravi, 1992). Dolichol wurde als 

Biomarker für die Alterung vorgeschlagen, da es in allen Geweben während der 

Alterung akkumuliert. Die Dolichol-Akkumulierung korreliert quantitativ mit dem 

Alter, sie tritt aber nicht als sekundärer Effekt alterbedingter metabolischer 

Veränderungen auf (Parentini, Cavallini, Donati, Gori, & Bergamini, 2005).  

Sowohl bei der normalen Gehirnalterung als auch bei der Alzheimer Demenz 

kommt es zu Veränderungen der Gehalte der Ubichinone und Dolichole. Während 

die Ubichinon-Gehalte im menschlichen Gehirn bei steigendem Alter abnehmen, 

steigen die Dolichol-Gehalte im Gehirn mit dem Alter an. Im Zusammenhang mit 

der Alzheimer Demenz wurde beobachtet, dass hier die Ubichinon-Gehalte in den 

meisten Hirnregionen ansteigen. Bei Alzheimer Patienten liegen die Dolichol-
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Gehalte im Gehirn in allen Hirnregionen verringert vor (Edlund, Söderberg, 

Kristensson, & Dallner, 1992). Eine Tierstudie an Ratten zeigt ebenfalls 

altersbedingte Veränderungen der Dolichol- und Ubichinon-Gehalte in den Hirnen 

der Tiere. Die Lipidperoxidation im Hirngewebe der Versuchstiere bleibt während 

der Alterung unverändert. Aber während sowohl Cholesterol als auch Dolichol eine 

geringe Umsatzrate in den gealterten Tieren aufweisen, wird Ubichinon in einem 

erhöhten Maß synthetisiert und besitzt einen hohen Umsatz während der 

gesamten Lebenszeit der Versuchstiere (Andersson, Aberg, Teclebrhan, Edlund, & 

Appelkvist, 1995). In einer weiteren Tierstudie an Ratten wurde nachgewiesen, 

dass sich die Expression der HMG-CoA Reduktase mit dem Alter der 

Versuchstiere in deren Leber und Hirngewebe nicht verändert. Jedoch ergaben die 

Untersuchungen, dass die Enzymaktivität der HMG-CoA Reduktase mit dem Alter 

der Tiere ansteigt und dadurch zu einer Akkumulation von Dolichol in der Leber 

und dem Gehirn führt (Pallottini, Marino, Cavallini, Bergamini, & Trentalance, 

2003). 

 

Auch die Intermediate des Mevalonatweges Farnesylpyrophosphat und 

Gernanylgeranylpyrophosphat haben eine entscheidende Rolle bei der Regulation 

der neuronalen Funktionen. Sie üben ihre Funktion als posttranslationale 

Modifikation kleiner GTPasen (Guanosintriphosphatasen) aus (Maltese, 1990) und 

ermöglichen über die Prenylierung der kleinen GTPasen ihre Verankerung in der 

Zellmembran. Diese Verankerung in der Zellmembran ist für die nachgeschalteten 

Protein-Protein Interaktionen erforderlich. Hierdurch sind die beiden Isoprenoide 

Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranylpyrophosphat an der intrazellulären 

Signaltransduktion in Neuronen beteilgt (Moutinho, Nunes, & Rodrigues, 2017). 

 

Eine Subfamilie der kleinen GTPasen sind die Rho-GTPasen, welche im 

neuronalen Zellwachstum (Qiu, Abo, McCormick, & Symons, 1997; Qiu, Chen, 

Kirn, McCormick, & Symons, 1995; Qiu, Chen, McCormick, & Symons, 1995), der 

Leitung und Ausläuferbildung von Axonen, dem Dendritenwachstum und der 

Synapsenformation involviert sind (L. Luo, 2000). Die Familie der Rho-GTPasen 

gehört zu den Hauptregulatoren der synaptischen Plastizität und sie sind an der 

dendritischen Morphogenese und Stabilisierung beteiligt (Govek, Newey, & Van 

Aelst, 2005; D. A. Hottman & Li, 2014; Schubert & Dotti, 2007; Sekino, Kojima, & 

Shirao, 2007). In vitro Untersuchungen an N1E-115 Glioblastomazellen der Maus 
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haben gezeigt, dass während der neuronalen Differenzierung die HMG-CoA 

Reduktase und der Low Density Lipoprotein Rezeptor (LDLr) verringert vorliegen, 

wobei die Gehalte des LDLr-related Protein-1 (LRP1) und die Dimerisierung des 

Scavanger Rezeptors B1 (SRB-1) ansteigen. Außerdem beschleunigt die 

pharmakologische Inhibition der HMG-CoA Reduktase durch Simvastatin die 

neuronale Differenzierung durch die Modulation prenylierter Proteine (Cartocci et 

al., 2016). In murinen und humanen Neuronen sorgt die Inhibition der Protein-

Prenylierung mittels Statinen, die als HMG-CoA Reduktase-Inhibitoren fungieren, 

für das axonale Wachstum (H. Li et al., 2016). Die Inhibition der 

Geranylgeranylierung durch Lovastatin erhöht das Wachstum und die 

Verzweigung von Neuriten in Neuroblastomazellen der Ratte, dieser Effekt konnte 

aber durch Supplementierung des Prenylierungs-Vorläufers Geranylgeraniol 

aufgehoben werden (Samuel et al., 2014). Mithilfe einer Alterungsstudie mit 

Mäusen konnte gezeigt werden, dass die beiden Isoprenoide 

Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranylpyrophosphat im Hirngewebe der alten 

Tiere im Vergleich zu den jungen Kotroll-Tieren erhöht vorliegen (Hooff et al., 

2012). 
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1.2 Isoprenoide 

Isoprenoide sind in Pflanzen und Tieren weit verbreitete Naturstoffe, die aus 

Isopren-Untereinheiten bestehen. Das Isopren (C5H8; 2-Methyl-1,3-butadien) ist 

eine ungesättigte Kohlenwasserstoffverbindung, die aus 5 C-Atomen und einer 

Methylverzweigung besteht. Je nach Anzahl der C5-Einheiten spricht man bei den 

Isoprenoiden von Mono-, Di-, Tri- oder Prenyl-Verbindungen. Im allgemeinen 

bestehen die Isoprenoide aus einer Anzahl von C-Atomen, die durch 5 teilbar ist 

und entsprechen somit der sogenannten Isoprenregel. Es existieren jedoch auch 

Isoprenoide, bei welchen die Anzahl der C-Atome nicht durch 5 teilbar ist. Sie 

können sekundär durch Einführen oder Verlust von C-Atomen entstehen. Auch 

andere Folgereaktionen, wie beispielsweise Umlagerungen, Zyklisierungen, 

Einführung funktioneller Gruppen oder der Einbau von Heteroatomen sorgen für 

eine strukturelle Vielfalt der Isoprenoide (Holstein & Hohl, 2004; Rodriguez-

Concepcion & Boronat, 2002). Wegen ihrer Fettlöslichkeit zählen die Isoprenoide 

zu den Lipiden. 

Die C10-Verbindungen der Isoprenoide werden als Terpene bezeichnet. Terpene 

sind flüchtige Verbindungen, die meist einen charakteristischen Geruch aufweisen 

und vor allem von Pflanzen gebildet werden. 

Als Sesquiterpene werden die C15-Verbindungen der Isoprenoide bezeichnet. 

Auch sie treten wie die Terpene hauptsächlich im Pflanzenreich als Bestandteile 

von etherischen Ölen auf. 

Die C20-Verbindungen der Isoprenoide bezeichnet man als Diterpene. Es handelt 

sich bei den Diterpenen um kaum flüchtige hochviskose Öle oder feste 

Substanzen. Sie kommen vor allem in Harzen, Balsamen und als 

Diterpenalkaloide vor. Zu den Diterpenen zählen beispielsweise Vitamin A 

(Retinal) und Geranylgeraniol. 

Die C30-Verbindungen der Isoprenoide werden Triterpene genannt. Die Triterpene 

sind schwer flüchtige, feste Verbindungen. Verestert oder verethert kommen die 

Triterpene als Bausteine von Saponinen, in Pflanzenextrakten, Harzen und 

Balsamen vor. Methylsterine und Steroide werden außerdem auch von Tieren und 

Mikroorganismen gebildet. Ein offenkettiger Vertreter der Triterpene ist das 

Squalen. Die meisten Triterpene bestehen jedoch aus tetra- und pentazyklischen 

Verbindungen. Zu den tetrazyklischen Triterpenen gehören die Steroide und 

Cucurbitacine. Die pentazyklischen Triterpene werden in den Oleanan-, Ursan- 

und den Lupan-Typ unterteilt. Zu ihnen gehören die Saponine und Resinosäuren. 
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Neben den Isoprenoiden existieren auch Naturstoffe mit isoprenoiden 

Seitenketten, sie werden als gemischte Isoprenoide bezeichnet. Zu den 

gemischten Isoprenoiden gehören beispielsweise Tocopherol, Vitamin K 

(Phyllochinon), Plastochinon, Ubichinon sowie Chlorophyll. 

Die klassische Isopren-Synthese findet in tierischen und pflanzlichen Zellen über 

den Mevalonatweg statt (Rodriguez-Concepcion & Boronat, 2002). Ausgangsstoff 

des Cholesterin-Biosyntheseweges ist Acetyl-CoA. Die Isopren-Synthese über den 

sogenannten Nicht-Mevalonat-Weg findet in Bakterien, den Plastiden der grünen 

Algen und Pflanzen, sowie bei einigen Sporozoen statt. Höhere Pflanzen und 

verschiedene Algen sind in der Lage über beide Biosynthese-Wege Isoprenoide zu 

synthetisieren, die beiden Isoprenoid-Biosynthese-Wege sind allerdings in 

unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert. Der Ausgangsstoff des Nicht-

Mevalonat-Weges, der auch als Mevalonat-unabhängiger oder Isopentenyl-

diphosphat (IPP)-Biosyntheseweg bezeichnet wird, ist das biochemisch aktivierte 

Isopentenyl-diphosphat (IPP) und dessen Isomer 3,3-Dimethylallyl-diphosphat 

(DMAPP) (Karlson Peter; Doenecke Detlef; Koolman Jan; Fuchs Georg; Gerock 

Wolfgang, 2005). 

Die Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat 

(GGPP) sind Intermediate des Mevalonatweges. Sie üben ihre Funktion als 

posttranslationale Modifikation kleiner GTPasen aus (Maltese, 1990). Die 

Isoprenoide FPP und GGPP üben eine entscheidende Rolle bei der Regulation der 

neuronalen Funktionen aus, wobei es Veränderungen in der Alterung des Gehirns 

und bei diversen neurodegenerativen Erkrankungen gibt (Moutinho et al., 2017). 
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1.3 Kleine GTPasen 

Kleine GTPasen (Guanosintriphosphatasen) werden auch als kleine G-Proteine, 

Guaninnucleotid-bindendes Protein oder GTP-bindendes Protein bezeichnet. 

Diese Proteinfamilie übt auf zellulärer Ebene unterschiedliche Schalterfunktionen 

in verschiedenen Signaltransduktionskaskaden aus. Um die aktive Form der 

kleinen GTPasen zu erlangen und so ihre spezifischen Funktionen ausüben zu 

können, erfordern die kleinen GTPasen die Prenylierung mittels der Isoprenoide 

Geranylgeranylpyrophosphat oder Farnesylpyrophosphat um hierüber in der 

Zellmembran verankert zu werden (F. L. Zhang & Casey, 1996). 

Im menschlichen Organismus beinhaltet die Ras-Superfamilie der kleinen 

GTPasen mehr als 170 Mitglieder, die ihrerseits in hauptsächlich 5 Subfamilien 

unterteilt sind. Auf der Basis der strukturellen Homologie und der funktionellen 

Ähnlichkeit erfolgt die Einteilung der GTPasen in die Subfamilien Ras, Rho, Rab, 

Ran und Arf (D. S. Johnson & Chen, 2012). 

Jedoch gibt es einige weniger gut untersuchte kleine GTPasen, deren Zuordnung 

in eine Subfamilie eher willkürlich getroffen wurde und es daher weder strukturelle 

noch funktionelle Übereinstimmung mit den andren Mitgliedern der Subfamilie gibt 

(Wennerberg, Rossman, & Der, 2005). 

 

 

1.3.1 Subfamilie der Ras-GTPasen 

Die Ras (rat sarcoma) Subfamilie der GTPasen wird in die Subgruppen p21 Ras, 

Rap, R-Ras, Ral und Rheb unterteilt (Kennedy, Beale, Carlisle, & Washburn, 

2005). Ras-GTPasen spielen eine wichtige Rolle in der Onkogenese, da sie durch 

Hyperaktivierung an onkogenen Prozessen verschiedener Formen humaner 

Krebserkrankungen beteiligt sind (Repasky, Chenette, & Der, 2004). Die zur 

Subgruppe der p21 Ras-Proteine zugehörigen drei humanen Ras-Gene kodieren 

die vier onkogenen Ras-Proteine H-Ras, N-Ras, K-Ras4A und K-Ras4B (Khosravi-

Far & Der, 1994; Eric K Rowinsky & Patnaik, 2000). Durch extrazelluläre 

Stimulation über Wachstumsfaktoren werden diese Ras-GTPasen aktiviert und 

sind ihrerseits intrazelluläre Bestandteile von Signaltransduktionsprozessen bei 

der Kontrolle der Genexpression und der Regulation von Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose (Gómez, Martínez-A, González, & Rebollo, 1998; A 

Hall, 1993). 
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Die Proteine der Untergruppen Rap, R-Ras, Ral und Rheb sind in verschiedenen 

intrazellulären Signalweiterleitungsprozessen involviert, einige Vertreter wie 

beispielsweise Rerg, Noey2 und D-Ras fungieren sogar als Tumorsuppressoren 

(Colicelli, 2004; Wennerberg et al., 2005). 

 

 

1.3.2 Subfamilie der Rho-GTPasen 

Die Rho (Ras homolog) Subfamilie umfasst im menschlichen Organismus 23 

Gene. Die hierüber kodierten Proteine werden über Strukturanaloga in die 6 

Subgruppen Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoBTB and RhoT/Miro unterteilt (Bustelo, 

Sauzeau, & Berenjeno, 2007). 

Die meisten der mindestens 26 Rho-GTPasen sind maßgeblich in zahlreiche 

zelluläre Prozesse wie der Organisation des Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskeletts, 

der Dynamik der Zellpolarität und Transkription, sowie der Kontrolle des Zellzyklus 

involviert (Bustelo et al., 2007; Jaffe & Hall, 2005; Wennerberg et al., 2005). 

Obwohl der Großteil der Rho-GTPasen in allen Arten von Säugetierzellen 

vorkommt, sind sie, bedingt durch ihre Funktionen auf zellulärer Ebene, im Gehirn 

von besonderer Bedeutung. Zu den am besten erforschten Rho-GTPasen gehören 

die Proteine Rac1, RhoA und Cdc42. Rac1 wird im menschlichen Organismus 

ubiquitär exprimiert (Didsbury, Weber, Bokoch, Evans, & Snyderman, 1989). Es 

existieren Splice-Varianten für Rac1 und Cdc42 (Boureux, Vignal, Faure, & Fort, 

2007). Die am häufigsten untersuchte Splice-Variante Cdc42a (placental Cdc42p, 

Cdc42Hs) wird ubiquitär exprimiert, wohingegen Cdc42b (brain Cdc42p, G25K) 

nur im Gehirn exprimiert wird (Wennerberg & Der, 2004). Für RhoA sind bisher 

keine Splice-Varianten entdeckt worden und es gibt bisher auch keinerlei Hinweise 

auf eine Gewebe- oder Zell-spezifische Expression des Proteins. Außer den 

bereits erwähnten zellulären Prozessen sind Rac1, RhoA und Cdc42 in das 

Zellwachstum (Qiu et al., 1997; Qiu, Chen, Kirn, et al., 1995; Qiu, Chen, 

McCormick, et al., 1995), Leitung und Ausläuferbildung von Axonen, dem 

Dendritenwachstum und der Synapsenformation involviert (L. Luo, 2000). 
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1.3.3 Subfamilie der Rab-GTPasen 

Die Subfamilie der Rab (Ras-like proteins in brain) -GTPasen wird aus rund 60 

Genen des humanen Genoms kodiert (Bock, Matern, Peden, & Scheller, 2001) 

und besteht aus mindestens 66 Proteinen,  deren Funktionen im Zusammenhang 

mit vesikulären Transportprozessen steht (S. R. Pfeffer, 2013). Aufgrund ihrer 

strukturellen Homologie werden die meisten Rab-GTPasen den 10 Subgruppen 

Rab1, Rab3, Rab4, Rab5, Rab6, Rab8, Rab11, Rab22, Rab27 und Rab40 

zugeordnet, es gibt jedoch Proteine, die in keine dieser Subgruppen eingeteilt sind 

(Moore, Schell, & Palme, 1995; Pereira-Leal & Seabra, 2000).  

Im Gegensatz zu den Proteinen der Ras- und Rho-GTPasen, werden einige Rab-

GTPasen ubiquitär und andere Zell- und Zellorganell-spezifisch exprimiert 

(Pereira-Leal & Seabra, 2001).  

Neben den Phosphatidylinositolen (Di Paolo & De Camilli, 2006) und den Arf-

GTPasen sind die Rab-GTPasen Regulatoren des intrazellulären Membran- und 

Vesikel-Verkehrs (Behnia & Munro, 2005). Die Subgruppe der Rab3-GTPasen 

stellt einen kritischen Faktor für die Synapsenfunktion dar und die Gruppe der 

Rab11-GTPasen spielt eine wichtige Rolle für das Wachstum und den Umbau von 

Neuriten (Hutagalung & Novick, 2011).  

Rab3A wird Gewebe-spezifisch im Gehirn in Neuronen, neuroendokrinen und 

exokrinen Zellen  exprimiert (Stenmark & Olkkonen, 2001; Takai, Sasaki, & 

Matozaki, 2001), ist dort an synaptische Vesikel assoziiert und übt seine Funktion 

zum Zeitpunkt des Andockens und der Fusion von synaptischen Vesikeln an der 

Synapsenmembran direkt vor der Neurotransmitterausschüttung aus (Geppert, 

Goda, Stevens, & Südhof, 1997; Ghijsen & Leenders, 2005).  

Rab11B kommt sowohl im Herzen, in Testes und im Gehirn vor (Kelly, Horgan, & 

McCaffrey, 2012; F. Lai, Stubbs, & Artzt, 1994). Rab11-GTPasen sind im Gehirn 

an somatodendritischen Domänen von Neuronen lokalisiert (Sheehan, Ray, 

Calhoun, & Goldenring, 1996). Rab11B ist an synaptische Endosomen assoziiert 

und reguliert dort die Ca2+-induzierte Exozytose und die Sekretion von humanem 

Wachstumshormon hGh (human growth hormon) (Ng & Tang, 2008). 

 

 



Einleitung 

24 

1.3.4 Subfamilie der Ran-GTPasen 

Die Subfamilie der Ran (Ran-related oder Ras-like nuclear) -GTPasen stellt aus 

Sicht der Proteinsequenzanalyse einen Seitenarm der Subfamilie der Rab-

GTPasen dar, wurde aber bedingt durch ihre abweichenden zellulären Funktionen 

als eigenständige Subfamilie definiert (Colicelli, 2004). Ran-GTPasen regulieren 

den nukleären Import und Export (Weis, 2003) und spielen auch eine Rolle bei 

dem Aufbau des Spindelapparats während der Mitose (Carazo-Salas, Gruss, 

Mattaj, & Karsenti, 2001). 

 

 

1.3.5 Subfamilie der Arf-GTPasen 

Zur Subfamilie der Arf (ADP ribosylation factors) –GTPasen werden auch die Arl 

(Arf -ike proteins)  und SARA (Smad anchor for receptor activation ) –GTPasen 

gezählt. Im menschlichen Organismus wurden bisher 30 Mitglieder dieser 

Proteinfamilie identifiziert (Colicelli, 2004), darunter die 6 Isoformen Arf1, Arf2, 

Arf3, Arf4, Arf5 und Arf6 (Stalder & Antonny, 2013). 

Wie die Rab-GTPasen regulieren auch sie neben den Phosphatidylinositolen (Di 

Paolo & De Camilli, 2006) den intrazellulären Verkehr zwischen Membranen und 

Vesikeln (Behnia & Munro, 2005). 

 

Abbildung 2: Einteilung ausgewählter kleiner GTPasen in ihre Subfamilie und Untergruppe.  
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1.4 Regulation kleiner GTPasen 

GTPasen können reversibel von einer aktiven GTP (guanine nucleotide 

triphosphate) –gebundenen Form in eine inaktiven GDP (guanine nucleotide 

diphosphate) –gebundene Form überführt werden. Die an der Plasmamembran 

lokalisierten guanine nucleotide exchange factors (GEFs) katalysieren den 

Austausch von GDP zu GTP und sorgen so für die Aktivierung der 

entsprechenden GTPase (A. Schmidt & Hall, 2002).  

GTPase activating proteins (GAPs) stimulieren die GTP-Hydrolyse, die zur 

Inaktivierung der GTPase führt. Zusätzlich regulieren spezifische guanine 

nucleotide exchange inhibitors (GDIs) die Lokalisation der GTPasen, indem sie sie 

aus der Membran entfernen und im Cytosol in Lösung halten (Nikonova, 

Tsyganov, Kolch, Fey, & Kholodenko, 2013). 

Ein weiterer Faktor zur Regulierung der kleinen G-Proteine ist die 

posttranslationale Modifikation dieser Proteine mit Lipiden, zu diesen Lipiden 

gehören unter anderem auch die Isoprenoide FPP und GGPP (Glomset & 

Farnsworth, 1994). 

Die posttranslationale Modifikation der kleinen GTPasen mittels Prenylierung der 

Isoprenoide Geranylgeranylpyrophosphat und Farnesylpyrophosphat wurde in der 

vorliegenden Arbeit untersucht und wird im Folgenden noch weiter ausgeführt. 
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Abbildung 3. Vereinfachte Darstellung der Regulation von GTPasen. Im Cytosol werden inaktive 
GDP-gebundene GTPasen der Ras-Superfamilie (Ras) mit dem Isoprenoid GGPP oder FPP 
prenyliert, katalysiert durch die Prenyltransferasen. Diese Prenylierung ist erforderlich für die 
Insertion der GTPasen in Membranen, wo sie durch GEFs (guanine nucleotide exchange factors) 
aktiviert werden. Die GEFs werden ihrerseits nach der Bindung von Wachstumsfaktoren (growth 
factor = GF) an den adequaten Rezeptor aktiviert. Die Aktivierung der GDP-gebundenen GTPase 
erfolgt durch Phosphorylierung zum GTP-gebundenen Stadium. Die aktive GTPase kann durch 
GAPs (GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. Im Cytosol halten GDIs (guanidine 
nucleotide-dissotiation inhibitors) die GDP-gebunden GTPase im inaktiven Stadium. Aktive GTPasen 
können über diverse Effektoren nachgelagerte Signalkaskaden aktivieren (Samuel & Hynds, 2010). 

 

 

1.4.1 Posttranslationale Modifikation kleiner GTPasen 

Posttranslationale Modifikationen kleiner GTPasen durch verschiedene Lipide 

steuern die Lokalisation der G-Proteine in der Zelle und haben dadurch Einfluss 

auf ihre Interaktion mit regulatorischen Proteinen oder Targetproteinen. Kleine 

GTPasen können sowohl an ihrem N-Terminus als auch an ihrem C-Terminus 

modifiziert werden. Gesteuert wird eine solche Modifikation über bestimmte Motive 

in der Aminosäuresequenz der Protein, die von spezifischen Enzymen erkannt 

wird. Klassische posttranslationale Modifikationen der kleinen G-Proteine sind die 

Phosphorylierung, Methylierung, Palmitoylierung, Myristoylierung, Farnesylierung 

und Geranylgeranylierung (Glomset & Farnsworth, 1994).  

Mit Ausnahme der Arf-GTPasen, werden die meisten kleinen GTPasen an ihrem 

C-Terminus modifiziert. Die N-terminale Modifikation der Arf-GTPasen wird von 
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dem Enzym Myristoyl-CoA Avyltransferase katalysiert, hierbei wird die 

Myristinsäure an den N-terminalen Glycinrest gebunden (Kahn, Goddard, & 

Newkirk, 1988). Das Erkennungsmotiv am C-Terminus der anderen Proteine der 

Ras-Superfamilie ist das CXXX-Motiv, welches auch als CaaX- oder CAAX-Motiv 

bezeichnet wird. Für alle kleinen GTPasen ist X eine aliphatische Aminosäure 

(auch a oder A) und das C-terminale X eine andere Aminosäure, die sich nach der 

vorliegenden GTPase definiert (Casey, 1992). Im Fall der Ras-GTPasen handelt 

es sich bei dem C-terminalen X meistens um Metionin oder Serin (Glomset & 

Farnsworth, 1994). 

Dieses Motiv wird von der im Cytosol lokalisierten Farnesyltransferase erkannt, 

welche den Transfer der Farnesylgruppe, die von dem Isoprenoid 

Farnesylpyrophosphat stammt, katalysiert. Hierbei erfolgt der Transfer von 

Farnesyldiphosphat auf die Sulfhydrylgruppe des Cysteinrests des Ras-Proteins. 

Im Anschluss katalysiert eine membrangebundene Enteropeptidase, die bevorzugt 

mit prenylierten Substraten reagiert, das Entfernen des C-terminalen –XXX 

Peptids aus der farnesylierten –CXXX Sequenz (Gutierrez, Magee, Marshall, & 

Hancock, 1989). 

Eine membrangebundene Methyltransferase, die auch bevorzugt mit prenylierten 

Substraten reagiert, katalysiert nun die Methylveresterung der freigelegten 

Carboxylgruppe am Cysteinrest (S. Clarke, Vogel, Deschenes, & Stock, 1988; 

Pérez-Sala, Gilbert, Tan, & Rando, 1992).  

Die Ras-GTPasen werden bevorzugt durch die Farnesyltransferase farnesyliert (F. 

L. Zhang & Casey, 1996), jedoch belegen Studien mit Farnesyltransferase-

Inhibitoren, dass N-Ras und K-Ras auch von der GGTase-I geranylgeranyliert 

werden können, wenn die Farnesylierung geblockt ist (Whyte et al., 1997).  

Eine Studie an H-Ras und K-Ras(4B) zeigte außerdem, dass neben der 

Prenylierung am C-terminalen Cysteinrest für H-Ras eine oder mehrere 

zusätzliche Palmitoylierungen an vorangestellten Cysteinresten notwendig sind um 

das Protein in der Membran zu verankern (Hancock, Cadwallader, Paterson, & 

Marshall, 1991). Dabei müssen sowohl die Farnesylgruppe als auch die 

Palmitoylgruppe in der Lipiddoppelschicht der Plasmamembran eingebracht sein. 

Für die Verankerung von K-Ras(4B) ist außer der Prenylierung eine vorangestellte 

polybasische Region notwendig. Außerdem ist die Interaktion der polybasischen 

Region von K-Ras(4B) mit den negativ geladenen Kopfgruppen der sauren 

Phosphoglyceride der Membranlipiddoppelschicht notwendig um die Verankerung 
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des Proteins zu gewährleisten. Eine weitere Studie zeigte, dass für die Ras-

GTPasen H-Ras, N-Ras und K-Ras die Endoproteolyse und 

Carboxylmethylierung, die der Prenylierung folgen, für die Membranverankerung 

dieser Proteine zwingend notwendig sind (Michaelson et al., 2005).  

Für alle GTPasen ist die Verankerung in der Plasmamembran essentiell für ihre 

Aktivierung durch die GEFs. 

Bei verschiedenen Mitgliedern der Rho-GTPasen, unter anderem auch Rac1, 

RhoA und Cdc42, endet der C-Terminus des CXXX-Motivs mit Leucin oder 

Phenylalanin (-CXXL oder –CXXF) und bedingt dadurch die Geranylgeranylierung 

dieser Proteine. Die cytosolische Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I) erkennt 

dieses Motiv und katalysiert den Transfer der Geranylgeranylgruppe, die von dem 

Isoprenoid GGPP stammt, auf die Sulfhydrylgruppe des Cyteinrests des Rho-

Proteins. Die nachfolgende Endoproteolyse und Carboxylmethylveresterung 

erfolgen analog den Vorgängen bei den Ras-GTPasen (Glomset & Farnsworth, 

1994). 

Anders als bei den Ras-GTPasen, sind die Endoproteolyse und 

Carboxylmethylierung im Anschluss an ihre Geranylgeranylierung nicht zwingend 

notwendig für die Membranverankerung der Rho-GTPasen Rac1, RhoA und 

Cdc42 (Michaelson et al., 2005). Diesen Rho-GTPasen ist es wohl möglich durch 

Polyprenylierung die fehlenden Postprenylierungsprozesse zu kompensieren. 

Die Rab-GTPasen, die am C-Terminus mit den Motiven –CC, -CXC, -CCXX oder –

CCXXX enden,  werden von der im Cytosol vorliegenden 

Geranylgeranyltransferase-II (GGTase-II) geranylgeranyliert (F. L. Zhang & Casey, 

1996). Hierbei katalysiert die GGTase-II den Transfer der Geranlygeranylgruppe 

auf den Cysteinrest des C-terminalen Endes der Rab-GTPase, reagiert aber nicht 

direkt mit dem Cystein-haltigen Peptid sondern mit einer oberhalb gelegenen 

Aminosäuresequenz (Seabra, Goldstein, Südhof, & Brown, 1992).  

Für die Geranylgeranylierung ist ein weiterer Faktor notwendig, das Rab Escort 

Protein (REP), welches zusammen mit der Rab-GTPase und der GGTase-II einen 

Komplex bildet. Nach der Komplexbildung wird die Übertragung der 

Geranylgeranylgruppe auf die Rab-GTPase katalysiert und anschließend erfolgt 

entweder eine weitere Geranylgeranylierung eines Cysteinrests am C-Terminus 

oder die GGTase-II wird direkt von dem Komplex getrennt (Anant et al., 1998). 

Auch hier unterliegt das Protein am C-Terminus nach dem Transfer der 

Geranylgeranylgruppe einer Carboxylmethylveresterung (Farnsworth et al., 1991). 
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1.4.2 Prenyltransferasen 

Prenylierte GTPasen können aufgrund ihrer Struktur am C-Terminus in zwei 

Klassen eingeteilt werden. Die meisten GTPasen gehören zu der ersten Gruppe, 

die mit dem CAAX-Motiv enden, und die zweite Gruppe besteht fast ausschließlich 

aus den Rab-GTPasen, welche am C-terminalen Ende ein CC-, CXC-, CCXX- 

oder CCXXX-Motiv aufweisen. Drei Enzyme katalysieren die Prenylierung der 

GTPasen, die Farnesyltransferase (FTase), die Geranylgeranyltransferase-I 

(GGTase-I) und die Geranylgeranyltransferase-II (GGTase-II) (F. L. Zhang & 

Casey, 1996). 

 

1.4.2.1 Farnesyltransferase 

Die FTase ist ein Zn2+-abhängiges Enzym, das bevorzugt die Farnesylierung am 

C-terminalen CAAX-Motiv der Ras-GTPasen katalysiert. Sie besteht aus einem 48 

kDa α- und einem 46 kDa β-Heterodimer, welche ihrerseits zum größten Teil aus 

α- Helices aufgebaut sind (Liang, Ko, & Wang, 2002). Die α- Untereinheit umfasst 

sieben Haarnadelschleifen. Die α- 2 und α- 15 Helices der α- Untereinheit falten 

eine helikale Haarnadelschleife, die in einer halbmondförmigen Domäne resultiert 

und einen Teil der β-Untereinheit umhüllt. Die β-Untereinheit besteht aus 18 

Helices, von denen 12 Helices im Inneren ein α-α Fass bilden. 6 weitere Helices 

verbinden die inneren Kern-Helices und formen die Außenseite des Fasses. Im 

Zentrum des Fasses befindet sich eine tiefe Spalte aus hydrophoben 

Aminosäuren, welche als Bindungstasche für FPP fungiert. Ein einziges Zn2+-Ion 

ist zwischen α-hydrophober Oberflächenfurche nahe der 

Untereinheitengrenzfläche und der tiefen Spalte der β-Untereinheit lokalisiert. Das 

Zn2+-Ion ist an Asp297, Cys299 und His362 gebunden, aktiviert hier das Thiolat 

des Cys299 und greift als Nucleophil die ionisierte Farnesylgruppe an. Das 

Ersetzen von Cys299β durch Ala hat eine verminderte Zn2+-Affinität und dadurch 

bedingt eine erniedrigte Enzymaktivität zur Folge (H. W. Fu, Moomaw, Moomaw, & 

Casey, 1996).  

Das Ersetzen des Substrates FPP durch GGPP am aktiven Zentrum der FTase 

bedingt, dass das Thiolat-Nucleophil weiter entfernt ist von dem elektrophilen 

Carbon an der Pyrophosphatabgangsgruppe und hat ebenfalls eine geringere 

Enzymaktivität der FTase zur Folge. Für die optimale Aktivität der FTase ist 

außerdem Magnesium notwendig (Casey & Seabra, 1996). 
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1.4.2.2 Geranylgeranyltransferase-I 

Die GGTase-I katalysiert bevorzugt die Geranylgeranylierung von GTPasen, die 

ein CAAX-Motiv aufweisen bei dem das terminale X Leucin oder Phenylalanin ist. 

Die GGTase-I besteht, wie die FTase, aus einer 48 kDa α- und einer 43 kDa β-

Untereinheit. Die α- Untereinheit der GGTase-I ist sequenzanalog zu der α- 

Untereinheit der FTase, jedoch besitzt sie eine Wölbung der halbmondförmigen α-

Untereinheit. Bei der β-Untereinheit liegt lediglich eine Übereinstimmung von ca. 

30% zwischen der FTase und der GGTase-I vor. Sie unterscheiden sich vor allem 

in der Identität der Seitenketten und der Länger verschiedener Loop-Regionen 

(Taylor, Reid, Terry, Casey, & Beese, 2003). 

Im Vergleich mit der FTase und der GGTase-II formen die Reste 79b±121b der 

GGTase-I eine Loop-Verbindung zwischen Helix 3b und Helix 4b, in welche 

weitere 26 Resten eingeschoben sind. Dieser Loop endet bei Helix 4b, die einen 

Teil der Oberfläche der CAAX- Bindungsseite bildet. Unterschiede an einer 

solchen Position könnten verantwortlich sein für unterschiedliche Protein-Protein-

Interaktionen der Prenyltransferasen (Casey & Seabra, 1996). 

Die GGTase-I besitzt ein Zn2+-Ion, dieses ist an Asp269b, Cys271b und His321b 

gebunden. Im Gegensatz zur FTase ist die Enzymaktivität der GGTase-I 

unabhängig von Magnesium. Im Bezug auf ihre Substratspezifität weist die 

GGTase-I eine 330-fach höhere Affinität zu GGPP als zu FPP auf. 

Die GGTase-I ist in ihrer Funktion als katalytisches Enzym der 

Geranylgeranylierung von Rac1 als Mediator der BDNF-induzierten Bildung von 

Synapsen involviert (Z. Li et al., 2013; Z. G. Luo et al., 2003).  

Außerdem bewirkt die TrkB-vermittelte Aktivierung der GGTase-I die Aktivierung 

von Rac1 und ist essentiell für die Entwicklung von Dendriten (K.-Y. Wu, Zhou, & 

Luo, 2010; X.-P. Zhou, Wu, Liang, Fu, & Luo, 2008). 
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1.4.2.3 Gernanylgeranyltransferase-II 

Die GGTase-II, die auch als Rab-GGTase bezeichnet wird, katalysiert die 

Geranylgeranylierung der Rab-GTPasen, die am C-terminalen Ende ein CC-, 

CXC-, CCXX- oder CCXXX-Motiv besitzen. Das Zn2+-haltige Enzym setzt sich aus 

einer 60 kDa α- und einer 38 kDa β-Untereinheit zusammen. Die α- Untereinheit 

der GGTase-II besteht aus 15 α-Helices, die eine halbmondförmige Domäne 

bilden und einen Teil der β-Untereinheit umhüllen. Außerdem besitzt die α- 

Untereinheit zwei zusätzliche Domänen, eine C2-like Domäne und eine LRR 

(Leucin Rich Repeat)-Domäne. Die β-Untereinheit der GGTase-II setzt sich aus 12 

α-Helices zusammen, die ein α-α-Fass bilden und ähnelt stark dem α-α-Fass der 

β-Untereinheit der FTase (Rasteiro & Pereira-Leal, 2007).  

Im Gegensatz zu den anderen Prenyltransferasen erkennt die GGTase-II ihre 

Substrate nicht direkt, sondern benötigt das sogenannte Rab Escort Protein (REP) 

(Seabra, Brown, Slaughter, Südhof, & Goldstein, 1992; Seabra, Goldstein, et al., 

1992). Das REP bildet einen Komplex mit der Rab-GTPase und präsentiert sie der 

GGTase-II. Es kommt zu einer Komplexbildung aus REP, RabGTPase und 

GGTase-II, die nach der Geranylgeranylierung der Rab-GTPase durch erneute 

Bindung eines GGPP-Substrats an der GGTase-II-Bindestelle wieder aufgelöst 

wird. Das REP eskortiert anschließend die geranylgeranylierte Rab-GTPase an die 

Target-Membran (Alexandrov, Horiuchi, Steele-Mortimer, Seabra, & Zerial, 1994).  

Ein weiterer Unterschied zu den anderen Prenyltransferasen besteht darin, dass 

die GGTase-II in der Lage ist eine Rab-GTPase nacheinander mit zwei 

Geranylgeranylgruppen zu prenylieren, jedoch ist die Stöchiometrie zwischen 

Enzym und Substrat im Verhältnis 1:1 definiert (Desnoyers & Seabra, 1998).  

Für die Geranylgeranylierung einer Rab-GTPase benötigt die GGTase-II Zn2+ und 

millimolare Mengen an Mg2+, wobei die Reaktion schon durch mikromolare 

Konzentrationen Zn2+ inhibiert wird, die Mechanismen hierfür sind nicht bekannt 

(Seabra, Goldstein, et al., 1992). Die GGTase-II hat eine 100-fach höhere 

Bindungsaffinität zu GGPP als zu FPP (Guo et al., 2008). 
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1.4.3 GDIs 

Drei Arten von regulatorischen Proteinen kontrollieren reversibel die Aktivierung 

der kleinen GTPasen. Neben den guanine nucleotide exchange factors (GEFs) 

und GTPase-activating proteins (GAPs), beeinflussen die guanine dissociation 

inhibitors (GDIs) die Funktion und Lokalisation der GTPasen (Jacqueline Cherfils & 

Zeghouf, 2013). Im Cytosol halten GDIs die kleinen GTPasen in der inaktiven 

GDP-gebundenen Form indem sie den Nukleotidaustausch blockieren und 

dadurch die Membranassoziation regulieren (DerMardirossian & Bokoch, 2005).  

GDIs können die prenylierten GTPasen von der Endomembran ablösen und 

schirmen die unlöslichen Lipide im Cytosol ab. Es existieren drei Familien von 

GDIs. PDEδ (Delta Untereinheit der cGMP Phosphodiesterase) bindet bevorzugt 

farnesylierte Ras-GTPasen, Rho- und RabGDIs erkennen den Geranylgeranylrest 

der Rho- und Rab-GTPasen. Die Funktion der Rho- und RabGDIs besteht darin 

ihre Target-Proteine in einem löslichen inaktiven Komplex im Cytosol zu halten 

(Jacqueline Cherfils & Zeghouf, 2013). Jedoch wird die Möglichkeit diskutiert, dass 

RhoGDIs auch prenylierte GTPasen in ihrer aktiven GTP-gebundenen Form im 

Cytosol komplexieren (Samuel & Hynds, 2010). 

PDEδ verfügt über eine C-terminale β-Sandwich-Domäne, welche strukturell der 

Lipid-Bindungs-Domäne der RhoGDIs entspricht (Hanzal-Bayer, Renault, Roversi, 

Wittinghofer, & Hillig, 2002). Diese beiden β-Faltblätter umfassen die C-terminale 

Farnesylgruppe der Target-GTPase und bilden somit die Lipid-Bindestelle. Im 

Gegensatz zu den RhoGDIs besitzt PDEδ keine zusätzliche Bindungs-Domäne für 

die GTPase. Bevorzugt werden von PDEδ Ras-GTPasen gebunden, jedoch sind 

unter anderem auch Interaktionen mit Rho6, Rab13 und verschiedenen Arl-

GTPasen beobachtet worden (Hanzal-Bayer et al., 2002; Marzesco, Galli, 

Louvard, & Zahraoui, 1998). 

RhoGDIs besitzen ein N-terminales α-Helix-Bündel, welches zuerst mit der 

membrangebundenen geranylgeranylierten Rho-GTPase interagiert. In einem 

darauffolgenden Schritt bindet eine C-terminale β-Sandwich-Domäne des 

RhoGDIs die Geranlygeranylgruppe und berührt zusätzlich die Innenseite der Rho-

GTPase in einer bestimmten Entfernung zu der Nukleotid-Bindungsstelle (Grizot et 

al., 2001; Scheffzek, Stephan, Jensen, Illenberger, & Gierschik, 2000). 

Bislang konnten drei verschiedenen RhoGDIs identifiziert werden, RhoGDI-1 (α), 

RhoGDI-2 (β) und RhoGDI-3 (γ) (Fukumoto et al., 1990; Scherle, Behrens, & 
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Staudt, 1993; Zalcman et al., 1996). Diese drei RhoGDIs variieren in ihrer 

Bindungsspezifität zu den Rho-GTPasen. RhoGDI-α bindet spezifisch Rac1, RhoA 

und Cdc42, wohingegen RhoGDI-β weder an Rac1, noch RhoA oder Cdc42 bindet 

(Olofsson, 1999; Wennerberg & Der, 2004). 

RhoGDI-γ hat keine Affinität zu Rac1 und nur geringe Affinität zu RhoA und Cdc42 

(Adra et al., 1997; Dovas & Couchman, 2005; Zalcman et al., 1996). 

RabGDIs haben eine unterschiedliche Struktur aber eine ähnliche Funktion für die 

GTPasen der Rab-Familie (McTaggart, 2006). Ähnlich wie die RhoGDIs verfügen 

die RabGDIs über zwei Bindungsseiten zu den Rab-GTPasen, wobei eine Region 

des RabGDIs die Innenseite der Rab-GTPase und die andere den 

geranylgeranylierten C-Terminus der Rab-GTPase erkennt. Drei flexible α-Helices 

bilden die Lipid-Bindungsseite, sie sind eng gepackt wenn kein Substrat vorliegt 

und können sich räumlich ausdehnen um einer oder zwei Geranylgeranylgruppen 

Platz zu bieten. RabGDIs berühren nicht direkt das GDP-Nukleotid, jedoch wurde 

bislang keine Interaktion zwischen RabGDIs und GTP-gebundenen Rab-GTPasen 

nachgewiesen werden (Jacqueline Cherfils & Zeghouf, 2013). 

Es existieren drei Isoformen der RabGDIs im menschlichen Organismus (S. K. 

Wu, Zeng, Wilson, & Balch, 1996). RabGDI-α ist im Gehirn angereichert, RabGDI-

β wird ubiquitär exprimiert und RabGDI-γ kommt zwar ebenfalls ubiquitär vor, ist 

aber angereichert in Adipozyten (Alory & Balch, 2001; S. Pfeffer & Aivazian, 2004). 

 

 

1.4.4 GEFs 

Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) katalysieren den Austausch von 

GDP zu GTP in einer komplexen mehrstufigen Reaktion und bewirken so die 

Aktivierung der entsprechenden GTPase (A. Schmidt & Hall, 2002). GEFs erhalten 

ein vorgeschaltetes Signal, das eine spezifische Signaltransduktionskaskade 

auslöst, in welche die GTPase involviert ist. Bevor die Aktivierung der GTPase 

erfolgt wird der spezifische GEF an die Plasmamembran oder einen Rezeptor 

rekrutiert. Dort wird im initialen Schritt ein Komplex aus GDP-gebundener GTPase 

und GEF gebildet, welcher nur eine geringe Bindungsaffinität aufweist. Dieser 

Komplex wird durch die Dissoziation von GDP in einen stabilen Nukleotid-freien 

Komplex aus GTPase und GEF konvertiert. Die anschließende Bindung von GTP 
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an die GTPase löst den Komplex auf und es resultiert die aktive GTP-gebundene 

Form der GTPase. GEFs können auf zwei Arten klassifiziert werden, nach 

Strukturanaloga oder nach den kleinen GTPasen mit denen sie interagieren. Die 

meisten GEFs sind Multidomänen-Proteine, katalytische Domänen können 

Oligomerisierung, Protein-Protein  oder Membran –Interaktionen fördern, aber die 

Funktion vieler Domänen ist bislang nicht geklärt (J Cherfils & Chardin, 1999). 

Es wurden GEFs identifiziert die hochspezifisch nur eine bestimmte GTPase 

aktivieren, wie bespielsweise Fgd1/Cdc42 oder p115RhoGEF/Rho (Hart et al., 

1996; Zheng et al., 1996). 

Andere GEFs, wie beispielsweise Vav1/Cdc42, Rac, Rho oder Dbl/Rho, Cdc42  

können mehrere GTPasen aktivieren (Hart et al., 1994; Olson, Pasteris, Gorski, & 

Hall, 1996). Alleine für die Subfamilie der Rho-GTPasen existieren mehr als 80 

verschiedene GEFs im menschlichen Organismus (Alan Hall, 2012). 

Die meisten Rho-GEFs enthalten eine DH-PH Region, die sich aus einer Dbl 

(diffuse B-cell-lymphoma) homology (DH) Domäne und einer pleckstrin homology 

(PH) Domäne zusammensetzt (Scita et al., 2000). Die DH Domäne enthält das 

katalytische Zentrum für die enzymatische Aktivität des Rho-GEFs und die PH 

Domäne bildet die Lipid-Bindungstelle und wahrscheinlich auch eine Oberfläche, 

die der Protein-Protein-Interaktion dient. Es gibt aber auch Rho-GEFs, die keine 

DH-PH Region aufweisen. Den Proteinen der Dock-Familie fehlt die DH-Domäne, 

an deren Stelle befinden sich die Dock-homology region-1 und -2 (DHR1 und 

DHR2) (Rossman, Der, & Sondek, 2005). SWAP70 (Switch-associated protein 70) 

und SLAT (SWAP70-like adaptor of T cells)/IBP Proteine verfügen über eine PH 

Domäne und eine angehängte C-terminale Doppelhelix, aber auch ihnen fehlt die 

DH Domäne (Mavrakis, McKinlay, Jones, & Sablitzky, 2004; Shinohara et al., 

2002). 

 

1.4.4.1 Rac1-spezifische GEFs 

Zu den Rac1-spezifischen GEFs gehören die Proteine Tiam1, Kalirin7, Trio, 

Arhgef7 (β-Pix) und Rasgrf2 (Kiraly, Eipper-Mains, Mains, & Eipper, 2010). Von 

ihnen stehen Tiam1, Kalirin7 und Arhgef7 mit der Entwicklung von Synapsen und 

ihrer Plastizität in Verbindung (Tolias, Duman, & Um, 2011). Tiam1 ist notwendig 

für die Entwicklung der dendritischen Dornfortsätze (Spines), Kalirin7 fungiert als 

Regulator der Dynamik der Spines und Arhgef7 ist Regulator der Morphogenese 

der Spines und der Synaptogenese. 
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1.4.4.2 Tiam1 

Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) ist ein Rac1-spezifischer GEF. 

Das Protein enthält eine DH-PH Domäne in der Nähe des C-Terminus, ein PDZ-

Bindemotiv am C-Terminus und eine zweite PH Domäne in der Nähe des N-

Terminus (Songyang et al., 1997). Die näher am N-Terminus gelegene PH 

Domäne ist essentiell für die Membranlokalisation von Tiam1 (Michiels et al., 

1997). Im Komplex aus Tiam1 und Rac1 sind die beiden Switch-Regionen der 

GTPase durch das Trennen der Magnesium-Bindung und der Nukleotid-Interaktion 

stabilisiert, wobei die PH Domäne von Tiam1 Rac1 nicht berührt (Worthylake, 

Rossman, & Sondek, 2000). 

Tiam1 ist angereichert im Gehirn, der Epidermis und den Testes, in anderen 

Geweben wird es in geringerer Menge exprimiert (García-Mata & Burridge, 2007). 

Im Gehirn steht Tiam1 in Verbindung mit zahlreichen neuronalen Prozessen, wie 

der neuronalen Migration, dem Neuritenwachstum und der axonalen 

Spezifizierung (Kawauchi, Chihama, Nabeshima, & Hoshino, 2003; Kunda, Paglini, 

Quiroga, Kosik, & Caceres, 2001; Leeuwen et al., 1997). Tiam1 ist außerdem in 

Dendriten und ihren Dornfortsätzen in dem postsynaptischen dichten (PSD) 

Membranbereich lokalisiert und ist dort notwendig für das vollständige Wachstum 

der Dendriten, der dendritischen Dornfortsätze und des PSD (Tolias et al., 2005, 

2007). Um diese Funktionen auszuüben interagiert Tiam1 mit den NR1-

Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Tolias et al., 2005). Tiam1 interagiert aber 

auch mit dem Rezeptor Tyrosinkinase EphB2, der nach Stimulation durch EphrinB 

die Dendritenanzahl und ihre Größe erhöht (Tolias et al., 2007; Yamaguchi & 

Pasquale, 2004). 

Außerdem interagiert Tiam1 mit dem TrkB-Rezeptor und vermittelt auf diese 

Weise die BDNF-induzierte Aktivierung von Rac1, die in der Neuanordnung des 

Zytoskeletts und Veränderungen der zellulären Morphologie resultiert (Miyamoto, 

Yamauchi, Tanoue, Wu, & Mobley, 2006; P. Zhou et al., 2007). 

 

 

1.4.5 GAPs 

GTPase activating proteins (GAPs) stimulieren die schwache intrinsische GTP-

Hydrolyse-Aktivität, die zur Inaktivierung der GTPase führt. Eine Vielzahl von 

Mechanismen, wie beispielsweise Protein-Protein-Interaktionen, Phospholipid-
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Interaktionen, Phosphorylierungen, subzelluläre Translokationen und 

proteolytische Degradationen, steuern die Aktivität der GAPs (Bernards & 

Settleman, 2004). Die am häufigsten vorkommenden Motive der GAPs sind die 

SH3 Domäne (Src homology domain 3) und die PH Domäne. Die SH3 Domäne ist 

in der Lage Prolin-haltige Peptide zu binden und die PH Domäne bindet 

Phosphoinositide. Viele GAPs verfügen über eine enzymatisch aktive Domäne, 

was darauf schließen lässt, dass die GAPs noch weitere Funktionen als 

nachgeschaltete Effektoren der kleinen GTPasen ausführen (Bernards & 

Settleman, 2004). 

Aufgrund weniger Strukturanaloga lassen sich die unterschiedlichen GAPs neben 

der Spezifität für die Subfamilien der kleinen GTPasen nur schwer klassifizieren. 

Jedoch enthalten alle GAPs eine BCR (breaking cluster region) homology (BH) 

Domäne, die aus 150 bis 200 Aminosäure-Resten besteht und die GAP-Aktivität 

auf die GTPasen ausübt (Gamblin & Smerdon, 1998). Nicht nur die Strukturen der 

einzelnen GAPs, sondern auch die Mechanismen nach welchen die GAP-

induzierte GTP-Hydrolyse abläuft sind sehr unterschiedlich, hinzu kommt, dass 

zahlreiche Mechanismen noch unbekannt sind (Jacqueline Cherfils & Zeghouf, 

2013).  

Es wurden bislang 67 Rho-GAPs im Säuger identifiziert (Alan Hall, 2012), sie alle 

haben eine spezielle RhoGAP Domäne, die sie von den anderen GAPs 

unterscheidet. Diese RhoGAP Domäne besteht aus mindestens 150 

Aminosäureresten der Primärstruktur und weisen ca. 20% Sequenzidentität 

zwischen den einzelnen Mitgliedern der RhoGAP-Familie auf (Moon & Zheng, 

2003).  

Die Sekundärstruktur der RhoGAP Domäne zeichnet sich durch neun Helices und 

einen konservierten Arginin-Rest, der in einer Loop-Region lokalisiert ist, aus. Die 

tertiäre Faltung und der grundsätzliche Mechanismus, welcher die GTPasen 

deaktiviert, stimmen bei der RasGAP Domäne und der RhoGAP Domäne überein 

(Bax, 1998; Gamblin & Smerdon, 1998; Rittinger, Taylor, Smerdon, & Gamblin, 

1998). Die RhoGAP Domäne interagiert mit der Switch I, der Switch II und mit der 

P-Loop-Region der Rho-GTPase, die die GTP-Bindungsstelle enthält. Im Gehirn 

sind zahlreiche Mitglieder der RhoGAPs über ihre Funktion als Aktivator der GTP-

Hydrolyse von Rho-GTPasen in zelluläre Prozesse wie der Morphogenese von 

Neuronen, dem Wachstum der Zelle und ihrer Differenzierung, der Endozytose 

und der Tumorsuppression involviert (Moon & Zheng, 2003).  
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1.5 Neurotrophine 

Neurotrophine sind kleine sezernierte Proteine, die im zentralen Nervensystem 

(ZNS) und peripheren Nervensystem (PNS) das Wachstum, die Differenzierung 

und das Überleben von Neuronen fördern, die neuronale Morphologie und auch 

die synaptische Transmission und Plastizität regulieren (Schuman, 1999; Skaper, 

2012). Zu den Neurotrophinen gehören der nerve growth factor (NGF), der brain-

derived neurotrophic factor (BDNF), das Neurotrophin-3 (NT-3), das Neurotrophin-

4 (NT-4) und das Neurtrophin-5 (NT-5). NT-4 und NT-5 besitzen ähnliche 

Eigenschaften und werden daher auch oft als NT-4/5 zusammengefasst, NT-4 

wurde zuerst in Xenopus entdeckt und bei NT-5 handelt es sich um das humane 

Homologe des NT-4 (Berkemeier et al., 1991; Hallböök, Ibáñez, & Persson, 1991).  

Neurotrophine können membranständige Rezeptoren aktivieren und so 

intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden auslösen. Die Rezeptoren der 

Neurotrophine sind die tropomyosin-related kinase (Trk) Familie der Tyrosinkinase 

Rezeptoren A, B und C, sowie der p75 Neurotrophin Rezeptor (p75NTR), welcher 

zur Superfamilie der Tumor Nekrose Faktor (TNF) Rezeptoren gehört. Während 

ein Neurotrophin im Stande ist einen oder mehrere Trk-Rezeptoren zu aktivieren 

wird der p75NTR von allen Neurotrophinen aktiviert.  

Alle Neurotrophine entstehen aus Vorläufern, den pro-Neurotrophinen. Sortilin 

fungiert als Rezeptor für die pro-Neurotrophine, jedoch nicht für die reifen 

Neurotrophine (Nykjaer et al., 2004). Sortilin gehört zur Familie der Proteine, die 

die vascular protein sorting 10 protein (Vps10p) Domäne besitzen. Nicht nur pro-

Neurotrophine, sondern auch Neurotensin und Progranulin gehören zu den 

Bindungspartnern des reifen Sortilin (Nykjaer & Willnow, 2012). Pro-BDNF 

induziert Apoptose über die Bindung und Aktivierung von p75NTR und Sortilin und 

ist daher ein Teil der komplexen Regulation des Nervensystems (Teng et al., 

2005). 

Neurotrophine werden im PNS weitgehend von nicht-neuronalen Zellen 

synthetisiert, im ZNS hingegen bewältigen überwiegend Neurone die Synthese der 

Neurotrophine. In Neuronen werden die Neurotrophine nach ihrer Bildung in Form 

von Post-Golgi-Granula zur Presynapse transportiert und über den Vorgang der 

Degranulation in den synaptischen Spalt sezerniert. Das Neurotrophin bindet nun 

den Neurotrophin-spezifischen Trk-Rezeptor, der sowohl pre- und postsynaptisch 

lokalisiert ist. Es kommt zu einer endozytotischen Aufnahme des Neurotrophin-Trk 

Rezeptor-Komplexes. Sowohl in der Pre- als auch in der Postsynapse entsteht 

daraufhin ein retrograder Fluss der Neurotrophin-Trk Rezeptor-Endosomen in 
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Richtung des Somas. Dieser retrograde Fluss löst MAPK-abhängige Transkription 

von leistungsbezogenen Genen, wie beispielsweise dem activity-regulated 

cytoskeleton-associated (ARC) Protein und von Genen, die mit der synaptischen 

Plastizität in Verbindung stehen, aus (Park & Poo, 2013). Neurone, die diesen 

retrograden Fluss etablieren, unterliegen nicht dem neuronalen Zelltod und 

müssen diesen Fluss lebenslänglich aufrecht erhalten um den Status der 

funktionellen Differenzierung zu erhalten. Neurone, die einen solchen Fluss nicht 

gewährleisten können, degenerieren (Skaper, 2012; Yuan & Yankner, 2000). 

 

 

1.5.1 NGF (nerve growth factor) 

NGF wurde bereits 1951 von Levi-Montalcini entdeckt (Levi-Montalcini, 1987; 

LEVI-MONTALCINI & HAMBURGER, 1951). Das reife ca. 13 kDa  NGF entsteht 

aus dem Vorläufer pro-NGF, einem Homodimer mit einem Molekulargewicht von 

ca. 26 kDa. Pro-NGF ist aus drei Untereinheiten aufgebaut. Die α-, β- und γ- 

Untereinheit formen einen 7S-Komplex. Der 7S-Komplex setzt sich aus zwei 

identischen β-Ketten, die ihrerseits aus jeweils 118 Aminosäuren bestehen, 

zusammen. Diese β-Ketten bilden die Struktur mit der trophischen Aktivität des 

NGF. Während sowohl das monomere NGF als auch das dimere pro-NGF die 

Wachstums-promovierende Aktivität aufweisen, liegt im ZNS physiologisch eher 

das dimere pro-NGF vor (Maness et al., 1994; Ullrich, Gray, Berman, & Dull, 

1983). Im Gehirn wird NGF in hohem Maße in cholinergen Neuronen des basalen 

Vorderhirns (cholinergic basal forebrain (ChBF)), in stratialen und hippocampalen 

Neuronen im Cortex und Hippocampus gebildet (S. J. Allen, Watson, Shoemark, 

Barua, & Patel, 2013). In anderen Hirnregionen liegt NGF ebenfalls vor, aber in 

vergleichsweise niedrigen Konzentrationen. ChBFs des ausgewachsenen ZNS 

sind auf NGF angewiesen um ihren Phänotyp zu erhalten und das Überleben der 

Neurone zu gewährleisten (Araujo, Chabot, & Quirion, 1990; Cuello, 1993). NGF 

bindet neben dem p75-Rezeptor auch spezifisch an den membranständigen TrkA-

Rezeptor (Wiesmann, Ultsch, Bass, & de Vos, 1999). Der TrkA-Rezeptor verfügt 

über eine immunoglobulin-like Domäne (TrkA-d5 Domäne), die sich in der Nähe 

der Membran befindet und NGF mit einer sehr hohen Affinität bindet. Das 

Wachstum und die Differenzierung von Nervenzellen werden durch NGF vermittelt 

(Calamandrei & Alleva, 1995) und durch ein Defizit an NGF kommt es zu 

Beeinträchtigungen der Gedächtnisleistung (Connor & Dragunow, 1998). Bei der 
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Differenzierung von Neuronen kommt es zum Wachstum der Neuriten und der 

neuronalen Vernetzung. In diesem Zusammenhang induziert NGF durch die 

Bindung an den TrkA-Rezeptor die Aktivierung von Rac1 und dadurch die vesicle-

associated membrane protein (VAMP)-vermitteltete neuronale Vernetzung 

(D’Alessandro, Racchetti, & Meldolesi, 2010). Zusätzlich sind die Rho-GTPasen 

Rac1, RhoA und Cdc42 in die Ausdifferenzierungsprozesse über ihre Funktionen 

bei der Bildung und dem Umbau des Zytoskeletts involviert. 

 

 

1.5.2 BDNF (brain derived neurotrophic factor) 

Das Neurotrophin BDNF entsteht wie alle anderen Neurotrophine aus einem 

Vorläufer, dem pro-BDNF. Bei pro-BDNF handelt es sich um ein dimeres Protein 

mit einem Molekulargewicht von ca. 28 kDa, welches sich aus zwei nicht-kovalent 

gebundenen Untereinheiten zusammensetzt. Jede Untereinheit hat ein 

Molekulargewicht von ca. 14 kDa und ist strukturell verwandt mit NGF (Rosenthal 

et al., 1991). Im ZNS kommt BDNF in einem hohen Maß im Hippocampus, aber 

auch in der Amygdala, dem Thalamus, den Ansätzen des olfaktorischen Systems, 

den inneren and äußeren pyramidale Ebene des Neocortex, dem Claustrum, dem 

Septum, dem Cerebellum und den Colliculi superiores in Pyramidenzellen und 

Körnerzellen vor (Connor & Dragunow, 1998). BDNF ist ausschließlich in 

neuronalen Zellen, jedoch nicht in Gliazellen lokalisiert (Dugich-Djordjevic et al., 

1995). Wie die anderen Neurotrophine bindet BDNF an den p75-Rezeptor, BDNF 

bindet aber zusätzlich wie NT-3 und NT-5 spezifisch an den TrkB-Rezeptor und ist 

in der Lage ihn zu aktivieren (Berkemeier et al., 1991). Obwohl unterschiedliche 

Neurotrophine an den TrkB-Rezeptor binden ist er in der Lage die Neurotrophine 

voneinander zu diskriminieren und je nach Bindung unterschiedliche 

Signalkaskaden zu aktivieren (Lewin & Barde, 1996). BDNF agiert aber nicht nur 

als Target-bezogener neurotropher Faktor, sondern übt auch parakrine und 

autokrine Funktionen im ZNS aus (Mufson et al., 1994; Wetmore, Cao, Pettersson, 

& Olson, 1991). So fördert BDNF das Überleben und die Aufrechterhaltung von 

sensorischen Neuronen, retinalen Ganglien, bestimmten cholinergen Neuronen, 

spinalen Motorneuronen und einigen dopaminergen Neuronen (S. J. Allen et al., 

2013). BDNF ist ein notwendiger Faktor für die Verzweigung von Axonen und 

Dendriten und fördert dadurch die Bildung und Reifung von Synapsen (Alsina, Vu, 

& Cohen-Cory, 2001; McAllister, Lo, & Katz, 1995). 
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 Zudem fungiert BDNF als Modulator der synaptischen Funktion und Plastizität 

(Park & Poo, 2013). Über die Interaktion des TrkB-Rezeptors mit dem Rac1-

spezifischen GEF Tiam1 wird die BDNF-induzierte Aktivierung von Rac1 vermittelt. 

Hierdurch kommt es zu einer Neuanordnung des Zytoskeletts und Veränderungen 

der zellulären Morphologie der betroffenen Neurone (Miyamoto et al., 2006; P. 

Zhou et al., 2007). 

Darüber hinaus vermittelt die GGTase-I die BDNF-induzierte Synaptogenese in 

hippocampalen Neuronen (Z. Li et al., 2013). Die GGTase-I geranylgeranyliert 

Rac1 und sorgt so für die Lokalisation von Rac1 in der Membran. Verankert in der 

Membran wird Rac1 nun von GEFs aktiviert und bewirkt eine verstärkte 

Synaptogenese.  

 

 

1.5.3 Tyrosinkinase B (TrkB)-Rezeptor 

Bei dem TrkB-Rezeptor handelt es sich um einen membranständigen Rezeptor der 

tropomyosin-related kinase (Trk) Familie. Im menschlichen Gehirn kommen 

hauptsächlich drei Isoformen des TrkB vor. Die katalytische Form in voller Länge 

wird als full-length TrkB (TrkB-FL) bezeichnet. Bei den weiteren Isoformen des 

TrkB handelt es sich um zwei verkürzte Formen, die keine Tyrosinkinase Domäne 

aufweisen, sie werden als truncated TrkB (TrkB-T) und TrkB-Shc bezeichnet. Der 

TrkB-FL vermittelt Signale, die das Überleben und die Differenzierung von 

Neuronen und die synaptische Plastizität bewirken. Diese Effekte werden von den 

verkürzten Isoformen TrkB-T und TrkB-Shc inhibiert, indem sie mit TrkB-FL  

Heterodimere bilden (J. Wong, Rothmond, Webster, & Weickert, 2013). Der TrkB-

Rezeptor wird in weiten Teilen des ZNS und PNS exprimiert (Klein, Conway, 

Parada, & Barbacid, 1990; Klein, Martin-Zanca, Barbacid, & Parada, 1990). Die 

Transkription der katalytischen Form des TrkB-Rezeptors ist vorrangig in 

Neuronen lokalisiert und die Transkription der nicht katalytischen Formen des 

TrkB-Rezeptors findet eher in nicht-neuronalen Zellen, wie den Astrozyten, 

Oligodendrozyten und Schwann-Zellen statt (Frisén et al., 1993). 

Der TrkB-Rezeptor kann von den Neurotrophinen BDNF, NT-3 und NT-4/5 aktiviert 

werden (Berkemeier et al., 1991; Klein et al., 1991). 

Jeder Trk-Rezeptor verfügt über eine extrazelluläre Juxtamembran-Region in 

welcher der Inhalt oder das Fehlen einer kurzen Aminosäuresequenz über die 
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Spezifität und die Reaktionsbereitschaft des Rezeptors entscheidet (E. J. Huang & 

Reichardt, 2003). Fehlt diese Sequenz bei einer Isoform des TrkB-Rezeptors kann 

er nur durch BDNF aktiviert werden, ist diese Sequenz vorhanden kann der TrkB-

Rezeptor auch von NT-3 und NT-4/5 aktiviert werden (Boeshore, Luckey, 

Zigmond, & Large, 1999; Strohmaier, Carter, Urfer, Barde, & Dechant, 1996). 

Neben anderen Faktoren, entscheidet vermutlich die Regulation des Spleißens 

(splicing) des Exons, das diese Aminosäuresequenz kodiert, über die Entwicklung 

und Funktion der Neurone. Außer der Spleißvariante der Juxtamembran-Region 

des TrkB-Rezeptors gibt es weitere Faktoren, die die Signalübertragung des TrkB-

Rezeptors beeinflussen. Die unterschiedlichen Isoformen des TrkB-Rezeptors 

aktivieren durch die Bindung des selben Neurotrophins unterschiedliche 

Signalkaskaden. Im Gegensatz zu TrkB-FL, lenkt die verkürzte Form TrkB-T die 

BDNF-induzierte Differenzierung cortikaler neuraler Stammzellen zu Gliazellen (A. 

Cheng et al., 2007). Dieser Befund und auch die unterschiedliche Lokalisation der 

Transkription der TrkB-Isoformen veranschaulichen, dass nicht nur die 

Neurotrophine  und ihre Vorläufer, sondern auch die Expression der Rezeptoren 

einen wesentlichen Anteil an der Regulation des ZNS haben. Jedoch ist die 

Aktivität der Tyrosinkinase essentiell für die meisten Trk-Rezeptor-vermittelten 

intrazellulären Reaktionen (E. J. Huang & Reichardt, 2003). Eine wichtige Funktion 

der beiden verkürzten Isoformen des TrkB-Rezeptors liegt in der Regulierung der 

Expression des TrkB-FL an der Zelloberfläche (Haapasalo et al., 2002). Zusätzlich 

beeinflusst die Präsenz des p75NTR die Spezifität des TrkB-Rezeptors. Wenn der 

p75NTR vorhanden ist können NT-3 und NT-4/5 den TrkB-Rezeptor weniger 

effektiv aktivieren und dadurch erhöht sich die Spezifität des TrkB-Rezeptors für 

seinen primären Liganden BDNF (Bibel, Hoppe, & Barde, 1999). 

Neben dem Neurotrophin NGF, welches den TrkA-Rezeptor aktiviert, reguliert 

BDNF durch die Aktivierung des TrkB-Rezeptors die Orientierung von Axonen, die 

synaptischen Funktionen und die neuronale Differenzierung. In diesem 

Zusammenhang ist BDNF in der Lage über die Aktivierung des TrkB-Rezeptors 

verschiedene Rho-GTPasen, wie Rac1, Cdc42 und RhoA zu aktivieren. So führt 

die TrkB-vermittelte Aktivierung der GGTase-I über die Geranylgeranylierung zur 

Aktivierung von Rac1 und resultiert in der Entwicklung von Dendriten (X.-P. Zhou 

et al., 2008). Hierbei ist die GGTase-I ein essentieller Faktor bei der Regulierung 

der Morphogenese während der Entwicklung der Dendriten (K.-Y. Wu et al., 2010). 

Außerdem induziert BDNF die TrkB-vermittelte Synaptogenese, bei welcher 

ebenfalls die Signaltransduktion über die Geranylgeranylierung von Rac1 mittels 

der GGTase-I abläuft (Z. Li et al., 2013; Z. G. Luo et al., 2003). 
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1.6 Alzheimer Demenz 

1.6.1 Epidemiologie der Alzheimer Demenz 

In Deutschland leben gegenwärtig schätzungsweise 1,5 Millionen Menschen die 

an Demenz erkrankt sind. Davon sind in etwa zwei Drittel von der Alzheimer-

Krankheit betroffen. Jedes Jahr treten ungefähr 300.000 Neuerkrankungen auf. 

Durch die Veränderung der Bevölkerungsstruktur werden die Zahlen in den 

nächsten Jahren weiter zunehmen, denn es kommt zu weitaus mehr 

Neuerkrankungen als zu Sterbefällen bei den bereits Erkrankten. Statistische 

Vorausberechnungen prognostizieren bis zum Jahr 2050 eine Erhöhung der Zahl 

der Demenzkranken in Deutschland auf rund 3 Millionen. 

Das Hauptrisiko an Demenz zu erkranken ist das zunehmende Alter. Der Anteil 

der Demenzkranken liegt bei 60 Jährigen bei ca. 1% und nimmt mit steigendem 

Lebensalter zu. So sind ca. 5% der 70 Jährigen an Demenz erkrankt. Unter den 80 

Jährigen leiden ca. 20% an einer Demenz und unter den 90 Jährigen sind ca. 30% 

Demenzkranke (Bundesamt, 2002; Statistisches Bundesamt (Destatis), 2017). 

 

 

1.6.2 Ätiologie der Morbus Alzheimer 

Die Alzheimer Demenz ist die am häufigsten auftretende Form der Demenz und 

gehört zu den progressiven neurodegenerativen Erkrankungen. Die Krankheit ist 

nach dem Neurologen Alois Alzheimer (1864-1915) benannt, der die Krankheit mit 

ihren Symptomen und histopathologischen Veränderung der Gehirnmorphologie 

erstmals beschrieb (Vishal, Sourabh, & Harkirat, 2011). Es gibt zwei klassische 

molekularbiologische Hypothesen der Alzheimer Demenz, die beide mit den 

histopathologischen Befunden von Alois Alzheimer zusammenhängen. Bei diesen 

histopathologischen Veränderungen des Gehirns handelt es sich zum einen um 

die sogenannten „Tangles“, die aus intrazellulären Neurofibrillen des 

hyperphosphorylierten Tau-Proteins in Neuronen bestehen, und zum anderen um 

die sogenannten „Amyloidplaques“, die extrazellulären Aggregate des Peptids Aβ. 

Durch das Scheitern von therapeutischen Ansätzen, die vor allem auf der Amyloid-

Kaskaden-Hypothese beruhten, haben sich alternative molekularbiologische 

Hypothesen der Alzheimer Demenz entwickelt, die immer weiter in den 

Vordergrund der aktuellen Forschung rücken. Zu ihnen gehört die Mitochondrien-
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Kaskaden-Hypothese (Mancuso et al., 2009; Swerdlow, Burns, & Khan, 2010, 

2014; Swerdlow & Khan, 2004). Diese Hypothese unterstützt die Annahme, dass 

die genetische Vererbung eine individuelle Basislinie der mitochondrialen Funktion 

definiert. Sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren bestimmen die 

Raten, mit denen sich die Mitochondrienfunktion im Laufe der Zeit ändert. Die 

Mitochondrien-Kaskaden-Hypothese bezieht sich auf die sporadische Form der 

Alzheimer Demenz und besagt, dass die mitochondriale Funktion die Expression 

der Amyloidvorläuferproteine (APP), die APP-Prozessierung und die Beta-Amyloid 

(Aβ)-Akkumulation beeinflusst und die Amyloid-Kaskade auslöst (Swerdlow et al., 

2014).  

 

Im Vordergrund der Tau-Hypothese der Alzheimer-Krankheit steht das 

hyperphosphorylierte Tau-Protein. Die physiologische Funktion des intrazellulären 

Tau-Proteins ist die Stabilisierung der Mikrotubuli in den Neuronen. Bei der 

Pathophysiologie der Alzheimer Demenz kommt es zu einer 

Hyperphosphorylierung der Tau-Proteine, die sich in Neurofibrillen um den 

Zellkern lagern und die sogenannten „Tangles“ bilden. Diese Neurofibrillen treten 

zuerst im entorhinalen Kortex auf und verteilen sich über den Hippocampus in den 

Temporallappen des Gehirns. Das Auftreten und die räumliche Verteilung der Tau-

Pathologie korreliert mit den kognitiven Ausfallerscheinungen des 

Krankheitsbildes. Der mediale Teil des Temporallappens, der den Hippocampus, 

den entorhinalen, perirhinalen und den parahippocampalen Kortex enthält, bildet 

den Teil des Gehirns, dem die Gedächtnisleistung und deren Koordination 

zugeschrieben wird. Diese sind im Krankheitsverlauf der Alzheimer Demenz 

bereits im Frühstadium stark betroffen. 

 

Die zweite klassische Hypothese der Alzheimer-Krankheit beschäftigt sich mit dem 

Metabolismus des Amyloid Precursor Proteins (APP). Aminosäure-Bruchstücke 

des transmembranären APP bilden extrazelluläre Ablagerungen, die sogenannten 

„Amyloidplaques“. Das Aβ Peptid besteht aus Aminosäure-Bruchstücken 

verschieder Länge, wobei die carboxy-terminalen Bruchstücke, die von der γ-

Sekretase gebildet werden, mindestens aus 36 bis 43 Aminosäuren (Aβ1-36 bis Aβ1-

43) bestehen (J. Kang et al., 1987). Die am häufigsten produzierte Spezies der 

APP-Fragmente sind das Aβ1-40 und das Aβ1-42 (Masters & Selkoe, 2012). Das APP 

kann extrazellulär enzymatisch von der β-Sekretase und anschließend von der γ-
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Sekretase gespalten werden und es kommt zur Bildung des neurotoxischen 

Peptids Aβ1-42 (Walter, Kaether, Steiner, & Haass, 2001). Dieses und andere Aβ-

Peptide aggregieren zu β-Faltblatt-Strukturen, die sich zu den histologisch 

sichtbaren extrazellulären senilen Plaques ablagern.  

Die klassische Amyloid-Kaskaden-Hypothese geht davon aus, dass die Mutation 

des Gens, welches das APP kodiert, alleine ausreicht um das volle Spektrum der 

klinischen und pathologischen Veränderungen, die für die Alzheimer Demenz 

charkteristisch sind, auszulösen (Beyreuther & Masters, 1991; J. A. Hardy & 

Higgins, 1992; J. Hardy & Allsop, 1991; Joachim & Selkoe, 1992; Masters & 

Beyreuther, 1991; D J Selkoe, 1991). 

Bei der erweiterten Amyloid-Kaskaden-Hypothese wird heute davon ausgegangen, 

dass nicht nur die Aβ-Plaques und damit das fibrilläre Aβ für die Pathophysiologie 

der Alzheimer Demenz verantwortlich sind, sondern auch die Oligomere der Aβ-

Peptide (Cernescu et al., 2012; Karran & De Strooper, 2016). 

 

Bei mehr als 90% aller Alzheimer Erkrankungen handelt es sich um die 

sporadische Form der Azheimer Demenz (SAD), die meist nach dem 65. 

Lebensjahr auftrit (Barykin, Mitkevich, Kozin, & Makarov, 2017; S L Cole & Vassar, 

2006; de Oliveira, Bertolucci, Chen, & Smith, 2014). Weniger als 10% der 

Alzheimer Erkrankungen sind auf die genetisch bedingte familiäre Form der 

Alzheimer Demenz (FAD) zurückzuführen. 

Die seltenere familiäre Form der Alzheimer Demenz (FAD) ist genetisch bedingt. 

Genetische Defekte, die Mutationen der Gene, welche die Transmemranproteine 

APP, Presinilin-1 und Presinilin-2 (PS-1 und PS-2) kodieren, führen zu einer früh 

auftretenden Alzheimer Demenz. Alle Mutationen betreffen die für die APP 

Prozessierung relevanten Sekretase-Schnittstellen. Die Mutationen von PS-1 und 

PS-2 begünstigen die Aktivität des γ-Sekretase-Komplexes und somit die erhöhte 

Bildung von Aβ-Peptiden. Bei der sogenannten „schwedischen Mutation“ handelt 

es sich um eine Doppelmutation (K670N/M671L), bei welcher die APP 

Prozessierung durch die β-Sekretase begünstigt ist und eine gesteigerte 

Gesamtbildung von Aβ zur Folge hat (X. D. Cai, Golde, & Younkin, 1993; C Haass 

et al., 1995; Rocchi, Pellegrini, Siciliano, & Murri, 2003). Die FAD beginnt in der 

Regel bereits vor dem 50. Lebensjahr und deutliche Symptome der Erkrankung 

sind vor dem 65. Lebensjahr zu erkennen (Straub, 2006). Alle genetisch bedingten 
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Formen der Alzheimer Demenz beeinflussen die proteolytische Bildung des 

neurotoxischen Peptids Aβ1-42 oder Aβ1-40 und begünstigen somit die Ablagerung 

der Amyloid-Plaques im Gehirn. 

Die am häufigsten auftretende Form der Alzheimer Demenz ist die sporadische 

Form (SAD), bei welcher bislang keine genetischen Defekte identifiziert werden 

konnten. Ein erhöhtes Risiko an der sporadischen Form der Alzheimer Demenz zu 

erkranken besteht bei homozygoten Trägern des Apolipoprotein-E4 (ApoE4) Gens 

und des TREM2 Gens. Die genauen Mechanismen, die für das erhöhte Risiko im 

Zusammenhang mit ApoE4 und TREM2 (Triggering receptor expressed on 

myeloid cells 2) an der Alzheimer Demenz zu erkranken verantwortlich sind 

wurden bislang nicht vollständig aufgeklärt (Rohn, 2013). Physiologisch wird ApoE 

im ZNS von einer Vielzahl von Zellen wie den Astrozyten gebildet. ApoE dient dem 

Transport von Cholesterol zu den Neuronen um einen erhöhten Cholesterol-Bedarf 

abzudecken. Neurone nehmen ApoE über spezielle Rezeptoren der LDL-Rezeptor 

Familie, den ApoE-Rezeptoren, auf. ApoE4 ist besonders anfällig für 

Proteolyseprozesse (Elliott et al., 2011). Neurotoxische Fragmente, die bei dieser 

proteolytischen Spaltung entstehen stehen im Zusammenhang mit der 

Phosporylierung der Tau-Proteine und der daraus resultierenden Bildung der 

Tangles (Brecht et al., 2004). Im Tiermodell induzieren die Fragmente des ApoE4 

neurodegenerative Erscheinungen (Harris et al., 2003). ApoE4-Fragmente fördern 

zudem die intrazelluläre Aggregation von Aβ1-42 und erhöhen die Aufnahme von 

extrazellulärem Aβ, was zu einer gesteigerten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) führt (Dafnis et al., 2010). TREM2 Rezeptor-Proteine in Mikroglia 

stimulieren die Phagozytoseaktivität und senken die proinflammatorische Reaktion 

der Mikroglia (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013; K. Takahashi, Rochford, 

& Neumann, 2005). Das TREM2 Protein übt seine Funktion in der Entsorgung 

geschädigter und apoptotischer Zellen und dem daraus resultierenden Zellschrott 

aus und löst dadurch eine Schädigungs-induzierte Inflammation auf. Die Mutation 

des TREM2-kodierenden Gens verursacht ein Fehlen dieser essentiellen Funktion 

der Mikroglia.  

Den Hauptrisikofaktor an Alzheimer Demenz zu erkranken stellt jedoch die 

Hirnalterung dar (Barykin et al., 2017; Christian Behl, 2012; LeBlanc, 2017; 

Sanabria-Castro, Alvarado-Echeverria, & Monge-Bonilla, 2017; Stern, 2012). 

Sowohl symptomatisch als auch unter neuropathologischen Gesichtspunkten gibt 

es bei der normalen Gehirnalterung im Vergleich zu der Pathologie der Alzheimer 

Demenz beträchtliche Überschneidungen. So zeigt ein substanzieller Teil nicht 
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dementer älterer Menschen Alzheimer-ähnliche Läsionen unterschiedlichen 

Schweregrades des Gehirns. Zu diesen Läsionen gehören Atrophie des 

Hippocampus und verschiedener Regionen des cerebralen Kortex (Jellinger & 

Attems, 2013; Maillet & Rajah, 2013). Auf neuronaler Ebene kommt es sowohl im 

Alter als auch bei Alzheimer Patienten zu einem Abbau der dendritischen 

Verzweigungen, zu einer Verringerung der Dendritenlänge und der Spine-Dichte. 

Weitere dieser neuronalen Veränderungen betreffen die Regulation der 

Neurotrophine, der Rezeptoren, der Neurotransmitter und der elektrischen 

Transmission.  

Der Verlust von Synapsen steht bei der normalen Gehirnalterung im Vordergrund, 

ist dort aber nicht so stark ausgeprägt wie bei der Alzheimer Demenz, bei der die 

Nervenzellen massiv degenerieren.  

Die neuere Mitochondrien-Kaskaden-Hypothese der Alzheimer Demenz erachtet 

das Auftreten der Alzheimer Demenz im hohen Alter als einen regulären Prozess 

an und nicht als Ausnahmeerscheinung (Swerdlow et al., 2014). 

Bei allen Formen der Alzheimer Demenz begünstigen die neurofibrillären Tangles 

und die senilen Plaques den neuronalen Zelltod. Es kommt zu einer chronischen 

Inflammation in Folge der beiden Läsionstypen (neurofibrilläre Tangles und senile 

Plaques) und einer daraus resultierenden fortschreitenden Atrophie des Gehirns 

(Cameron & Landreth, 2010). Bei den absterbenden Neuronen handelt es sich vor 

allem um cholinerge Neurone, da diese die betroffenen Hirnregionen des 

cerebralen Cortex und Hippocampus innervieren. Im frühen Stadium der Alzheimer 

Demenz kommt es zunächst zu einem Funktionsverlust der cholinergen Neurone, 

im Spätstadium zu deren Absterben (Schliebs & Arendt, 2011). 

Von den neuropathologischen Veränderungen leiten sich die progredienten 

kognitiven psychopathologischen Symptome ab. Da im Verlauf der Krankheit die 

neuronale Degeneration im entorhinalen Kortex und im Hippocampus beginnt, ist 

die Leistung des Kurzzeitgedächtnisses als erstes gestört. Über den Neokortex 

dehnt sich das Absterben der Neurone bis auf den Temporal- und den 

Partiallappen aus, infolge dessen Störungen der Sprache und visuokonstruktiver 

Leistungen auftreten. Außerdem sind Störungen der örtlichen und zeitlichen 

Orientierung, sowie das Erkennen von Gegenständen und Gesichtern typische 

Symptome der Alzheimer Demenz. Hinzu kommen häufig im Verlauf der Krankheit 

akzessorische psychopathologische Symptome (Möller, Laux, & Kapfhammer, 

2007). 
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Das „National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke“ 

und die „Alzheimer Disease and Related Disorders Association“ (NINCDS- 

ADRDA) führten 1984 Kriterien zur Beurteilung des medizinischen Verlaufs, der 

klinischen Beobachtung, neuropsychologischer und biochemischer Testverfahren 

ein um die Diagnostik der Alzheimer Demenz zu vereinheitlichen (G. McKhann et 

al., 1984). Diese Kriterien wurden im Bezug auf die neuropsychologische 

Beurteilung, auf aktuelle bildgebende Verfahren, neueste neuropathologische, 

biochemische und genetische Erkenntnisse im Jahr 2011 aktualisiert (G. M. 

McKhann et al., 2011). Wichtige Neuerungen sind beispielsweise die 

Untersuchung des Gehaltes an Aβ1-42 in der Zerebrospinalflüssigkeit, die 

Magnetresonanztomographie (Dona, Thompson, & Druchok, 2016), sowie die 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) (Chételat et al., 2010; Deleye et al., 

2017; Farid, Charidimou, & Baron, 2017; Ganz et al., 2017; Jack et al., 2008) 

 

 

1.6.3 APP Prozessierung 

Bei dem Amyloid Precursor Protein (APP) handelt es sich um ein Typ I integrales 

Membranprotein mit einer größeren extrazellulären Domäne und einer kleineren 

intrazellulären Domäne (Gopal Thinakaran & Koo, 2008). Das APP wird sowohl in 

neuronalem als auch in nicht-neuronalem Gewebe expremiert (Niederwolfsgruber 

et al., 1998). Im menschlichen Organismus besteht die Superfamilie der Amyloid 

Precursor Proteine aus APP selbst und aus den „Amyloid-like Proteinen“ APLP-1 

und APLP-2. Es existieren drei Isoformen des wildtyp APPs, das APP695, APP751 

und das APP770. Diese Isoformen resultieren aus dem alternativen Splicen des 

Exons 7 und 8 und haben eine Größe zwischen 110 und 140 kDa (Turner, 

O’Connor, Tate, & Abraham, 2003). Im Gehirn wird APP695 bevorzugt in 

Neuronen gebildet und kommt dort im Gegensatz zu den anderen beiden 

Isoformen in relativ hohen Gehalten vor (Neve, Finch, & Dawes, 1988). APP751 

und APP770 werden ubiquitär expremiert und kommen im Gehirn in hohen 

Mengen in Astrozyten und Endothelzellen vor (Forloni, Demicheli, Giorgi, Bendotti, 

& Angeretti, 1992; Kitazume et al., 2010; Rohan de Silva et al., 1997). Die drei 

Isoformen unterscheiden sich strukturell dadurch, dass APP751 und APP770 im 

Gegensatz zu APP695 eine zusätzliche Kunitz-Typ Protease Inhibitor (KPI) 

Domäne besitzen. APP770 verfügt außerdem über eine hinzukommende OX-2 

Domäne (Nalivaeva & Turner, 2013). Intrazellulär ist APP in der Plasmamembran, 
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im Trans-Golgi-Netzwerk, im endoplasmatischen Retikulum und auch in 

endosomalen, lysosomalen und mitochondrialen Membranen lokalisiert (Breen, 

Bruce, & Anderton, 1991; Kinoshita et al., 2003; Mizuguchi, Ikeda, & Kim, 1992; 

Sabo, Ikin, Buxbaum, & Greengard, 2001; H. Xu, Greengard, & Gandy, 1995). In 

Neuronen wird APP Kinesin-vermittelt in Vesikeln anterograd in verschiedene 

Zellkompartimente transportiert (Gopal Thinakaran & Koo, 2008). 

Lokalisiert in der Plasmamembran wird dem APP die Beteiligung bei Funktionen 

der Zelladhesion und der Zellbewegung zugeschrieben (Sabo et al., 2001). 

APP wird durch die proteolytische Spaltung dreier unabhängiger 

membranständiger Sekretasen prozessiert. Die komplexe Spaltung erfolgt je nach 

der Aktivität der Sekretasen an unterschiedlichen Schnittstellen des APPs. Hierbei 

wird zwischen dem amyloidogenen und nicht amyloidogenen Weg unterschieden. 

Bei der amyloidogenen Prozessierung spaltet zuerst die β-Sekretase das APP an 

seiner Ektodomäne, wobei ein N-terminales sekretiertes APPβ (sAPPβ) Fragment 

und ein membranständig C-terminales C99 Fragment (CTF99) entstehen. Die 

anschließenden heterogene Spaltung des C99 durch die γ-Sekretase findet 

innerhalb der Membran an der γ-, ε- und/oder ζ-Seite des C99 statt. Hieraus 

entstehen extrazelluläre Aβ-Peptide verschiedener Länge und einer im 

Cytoplasma lokalisierten „APP intracellular domain“ (AICD). Die nicht 

amyloidogene Prozessierung erfolgt durch die Spaltung des APP durch die α-

Sekretase. Hierbei wird APP an seiner extrzellulären Domäne gespalten und es 

entsteht das N-terminale sekretierte APPα (sAPPα) und das C-terminale 

membranständige Fragment C83 (CTF83). Bei der anschließenden Spaltung des 

C83 durch die γ-Sekretase wird das kurze extrazellulär sekretierte Peptid P3 und 

die AICD gebildet (Brunholz et al., 2012). 
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der APP Prozessierung.  

 

Es existieren verschieden Adapter-Proteine, die über eine Bindung mit APP in der 

Lage sind die Endozytose und proteolytische Spaltung von APP zu regulieren. Zu 

diesen Proteinen gehören Fe65, X11, JIP-1, Dab1, Shc, Grb2, und Numb. Sie alle 

interagieren mit dem konservierten YENPTY Motiv des APP, das in der 

intrazellulären Domäne lokalisiert ist (Jacobsen & Iverfeldt, 2009). Von diesen 

Adapter-Proteinen begünstigen die Proteine ShcC (Src homology collagen-like C), 

Fe65 und Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) die amyloidogene 

Prozessierung von APP (Xie, Dong, Maeda, Xia, & Tanzi, 2007; D. Zhou, Noviello, 

D’Ambrosio, Scaloni, & D’Adamio, 2004). 
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1.6.4 Sekretasen 

1.6.4.1 α-Sekretase 

Drei Mitglieder der ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) Familie, ADAM-9, 

ADAM-10 und ADAM-17 verfügen über die Fähigkeit APP in das C83 Fragment 

und sAPPα zu spalten und werden aus diesem Grund als α-Sekretase bezeichnet 

(Buxbaum et al., 1998; Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999). ADAMs sind Typ 

I integrale Membranproteine und gehören zu der Superfamilie der Zink-

abhängigen Proteasen. Die Expression von ADAM-9 erfolgt nicht Gewebe-

spezifisch (Roghani et al., 1999; G Weskamp, Krätzschmar, Reid, & Blobel, 1996). 

ADAM-10 wird in einer Vielzahl von Geweben expremiert (Chantry & Glynn, 1990; 

Howard, Lu, Mitchell, Griffiths, & Glynn, 1996). Die Expression von ADAM-10 

findet jedoch bevorzugt im Gehirn statt (Fahrenholz & Postina, 2006). Die ADAM-

10 Promotor-Aktivität ist besonders hoch in neuronalen Zelllinien (Prinzen, Müller, 

Endres, Fahrenholz, & Postina, 2005). ADAM-17 wird ebenfalls in vielen Geweben 

expremiert, vor allem im Gehirn, den Nieren, dem Herzen und der 

Skelettmuskulatur, wobei die Expression sich während der embryonalen 

Entwicklung und im Erwachsenen verändert (Black et al., 1997; Gooz, 2010). 

Während die Expression von ADAM-10 in einem konstitutiven Zusammenhang mit 

der Bildung von sAPPα steht, üben ADAM-9 und ADAM-17 eine regulatorische 

Funktion auf die α-Spaltung des APPs aus (Kuhn et al., 2010; Lammich et al., 

1999; Gisela Weskamp et al., 2002). So sind sie in der Lage die Spaltung des 

APPs an der α-Seite zu steigern, jedoch kann die Spaltung durch das Fehlen der 

beiden Enzyme nicht vollständig inhibiert werden. 

 

1.6.4.2 β-Sekretase 

Bei der amyloidogenen Prozessierung des APPs erfolgt zuerst die β-Spaltung zu 

sAPPβ und dem membranständigen C99 Fragment. Diese Spaltung wird durch die 

beiden Enzyme β-site APP cleaving enzyme 1 (BACE1) und BACE2 katalysiert 

(Acquati et al., 2000; Sinha et al., 1999; R Vassar et al., 1999). Die beiden 

Homologen gehören zu den Typ I Transmembran-Aspartyl-Proteasen, wobei der 

Aspartylsäurerest essentiell für ihre Enzymaktivität ist (R Vassar et al., 1999). 

Von BACE1 existieren verschiedene Isoformen, wobei BACE1-501 die katalytische 

Form in voller Länge ist. Die kürzeren Isoformen haben keine oder nur eine sehr 

schwache Enzymaktivität und unterscheiden sich außerdem in der Lokalisation 

ihrer Expression von BACE1-501, sowohl auf subzellulärer Ebene als auch in 
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Bezug auf die Gewebe-Spezifität (Ehehalt et al., 2002; Tanahashi & Tabira, 2001). 

BACE1 und BACE2 sind zu 71% homolog (Acquati et al., 2000). Auf zellulärer 

Ebene sind sie beide in post-Golgi-Strukturen und an der Zelloberfläche lokalisiert 

(Ehehalt et al., 2002). Beide werden im Gehirn expremiert, wobei der Gehalt an 

BACE2 sehr viel geringer ist als der von BACE1. Die Expression von BACE1 findet 

größtenteils in Neuronen statt und die Expression von BACE2 beschränkt sich 

vorwiegend auf Astrozyten (Holler et al., 2012; Laird et al., 2005). 

BACE1 spaltet APP an zwei verschiedenen Stellen des Proteins. Hauptsächlich 

erfolgt die β-Spaltung an Asp1, aus welcher an dieser Stelle der N-Terminus von 

Aβ entsteht. Die BACE1-katalysierte Spaltung kann auch an Glu11 erfolgen, man 

spricht dann von der βʹ′-Spaltung. Die β-Spaltung erfolgt hauptsächlich im 

endoplasmatischen Retikulum (ER), wohingegen die βʹ′-Spaltung bevorzugt im 

Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) abläuft (Huse et al., 2002; Kandalepas & Vassar, 

2012; Venugopal, Demos, Rao, Pappolla, & Sambamurti, 2008). 

BACE2 spaltet APP an Asp1, Phe19 und Phe20, wobei die Spaltprodukte, die aus 

den beiden letzteren Schnittstellen resultieren bislang nicht in senilen Plaques 

nachgewiesen wurden (Farzan, Schnitzler, Vasilieva, Leung, & Choe, 2000). 

 

1.6.4.3 γ-Sekretase 

Die Aktivität der γ-Sekretase involviert einen großen Proteinase-Komplex der aus 

vier Proteinen besteht. Dieser Komplex setzt sich aus den Proteinen Presenilin1 

oder Presenilin2, PEN2 (presenilin enhancer 2), APH1 (anterior pharynx-defective 

1) und Nicastrin zusammen (Vetrivel, Zhang, Xu, & Thinakaran, 2006). Initial 

bilden APH1 und Nicastrin einen Subkomplex um Presinilin zu stabilisieren, PEN2 

gewährleistet die γ-Sekretase-Aktivität indem es die Endoproteolyse durch 

Presinilin erleichtert (Takeshi Iwatsubo, 2004). Die Stöchiometrie des aktiven γ-

Sekretase-Komplexes ist 1:1:1:1 (Presenilin:Nicastrin:APH1:PEN2) (T. Sato et al., 

2007). Die eigentliche intramembranäre Protease-Aktivität wird den Presinilinen 

zugeschrieben (Wolfe et al., 1999). 

Am häufigsten treten bei der familiären Form der Alzheimer Demenz Mutationen 

des Genes auf, welches die Proteine Presinilin-1 und Presinilin-2 (PS-1 und PS-2) 

kodiert. Hierdurch kommt es zu einer gesteigerten Aktivität der γ-Sekretase, die zu 

einer erhöhten Bildung des neurotoxischen Peptids Aβ1-42 und der daraus 

resultierenden Ablagerung der senilen Plaques führt. Presiniline sind 
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Transmembranproteine, die während der post-translationalen Maturation zwischen 

den Transmembran-Regionen 6 und 7 gespalten werden können. Hierbei wird ein 

C-terminales und ein N-terminales Fragment gebildet, die nach der Spaltung 

miteinander interagieren und für die Aktivität der γ-Sekretase notwendig sind (G 

Thinakaran et al., 1996). 

Bei APH1 (anterior pharynx defective 1) handelt es sich um ein transmembranäres 

Protein, das aus sieben transmembranär lokalisierten Domänen und einem 

cytosolischen C-Terminus besteht. Die in der Transmembran Domäne lokalisierten 

Aminosäurereste His-171 und His-197 stabilisieren den Zusammenschluss des γ-

Sekretase-Komplexes und beeinflussen dadurch seine proteolytische Aktivität 

(Pardossi-Piquard et al., 2009). 

Nicastrin ist ein Typ I Membran-Gykoprotein und verfügt über eine große 

Ektodomäne (Shah et al., 2005). Durch Glykosylierungsprozesse während der 

post-translationalen Maturation kommt es zu einer Konformationsänderung dieser 

Ektodomäne, die entscheidend ist für die Bildung des γ-Sekretase-Komplexes und 

die γ-Sekretase-Aktivität (Chávez-Gutiérrez et al., 2008). 

PEN2 (PS enhancer 2) gehört zu den sogenannten „hairpin-like“ Proteinen und 

besitzt sieben transmembran-lokalisierte Domänen. Beide Enden des Proteins 

sind im Lumen lokalisiert. In die Haarnadelschleife bindet PEN2 die anderen 

Komponenten des γ-Sekretase-Komplexes, stabilisiert ihn dadurch und erhöht so 

die γ-Sekretase-Aktivität (Spasic & Annaert, 2008). 

Die γ-Sekretase katalysiert die intramembranäre Proteolyse von APP, wobei 

hauptsächlich die Spaltung an den Aminosäuren 40 und 42 der Aβ-Sequenz 

erfolgt. Die Spaltung an diesen Schnittstellen werden als γ-Spaltung bezeichnet. 

Während der β-Spaltung entstehen β-CTFs, die aus 99 Aminosäuren bestehen 

(C99). Durch die γ-Spaltung entstehen AICD41-99 und Aβ1-40 oder AICD43-99 und 

Aβ1-42. Bei der sogenannten ε-Spaltung entstehen AICD49-99 und Aβ1-48 oder 

AICD50-99 und Aβ1-49 (Takami & Funamoto, 2012; Weidemann et al., 2002). Die ζ-

Spaltung generiert AICD47-99 und Aβ1-46 (G. Zhao et al., 2004). Außerdem kann 

es bei der γ- und ε-Spaltung zur Freisetzung von Tripeptiden und Tetrapaptiden an 

der entsprechenden Schnittstelle kommen, was neben Mutationen des APP die 

Existenz von Aβ-Peptiden aus 38 bis 49 Aminosäuren erklärt (Takami & 

Funamoto, 2012). 
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1.6.5 Beta-Amyloid (Aβ) 

Bei der proteolytischen Spaltung des transmembranären APPs entstehen je nach 

dem auf welche Weise diese Prozessierung erfolgt unterschiedlich große 

extrazelluläre Fragmente, die Aβ-Peptide. Es wurden Aβ-Peptide aus 36 bis 49 

Aminosäuren identifiziert, wobei die am häufigsten vorkommenden Isoformen das 

Aβ1-40 und Aβ1-42 sind (J. Kang et al., 1987; Takami et al., 2009). Aβ1-42 kommt aber 

im Vergleich zu Aβ1-40 viel seltener vor und hat einen Anteil unter 10% der 

Gesamtmenge der gebildeten Aβ-Peptide. Aβ1-40 hingegen hat den Hauptanteil der 

gebildeten Aβ-Peptide mit ca. 90% (Asami-Odaka, Ishibashi, Kikuchi, Kitada, & 

Suzuki, 1995). Von diesen beiden Isoformen ist Aβ1-42 hydrophober und hat eine 

weit höhere Affinität zu aggregieren und die pathologischen senilen Plaques zu 

bilden (Jarrett, Berger, & Lansbury, 1993). Aβ1-42 ist die dominierende Isoform in 

cerebralen Plaques (Younkin, 1998). Die Aβ-Peptide werden zwar als lösliche 

Monomere gebildet, diese können sich aber auch zu Oligomeren, Protofibrillen und 

zu Fibrillen zusammenlagern und treten sowohl intazellulär als auch extrazellulär 

auf (Frank M LaFerla, Green, & Oddo, 2007). Die Formation der Fibrillen setzt eine 

komplexe Keimbildung voraus, deren Mechanismus bislang nicht vollständig 

geklärt ist (Dolphin, Dumy, & Garcia, 2006; Ferrone, 1999). Jedoch besteht der 

Verdacht, dass dieser Prozess mit einer fehlerhaften Proteinfaltung in 

Zusammenhang steht (B. Cheng et al., 2013; Eisele, 2013).  

Die Monomere Aβ1-40 und Aβ1-42 besitzen keine feste Peptidstruktur, weisen also 

keine einzigartige Faltung auf. Sie sind vielmehr in der Lage ihre Konformation 

sehr schnell in eine andere umzuwandeln. Es kommen Strukturen als gestreckte 

Kette und auch als kollabierte Spirale (coil) vor. Bevorzugt weist das Monomer 

eine sogenannte „coil-like“ Peptidstruktur auf, die nur wenige α-Helices und β-

Faltblatt-Strukturen beinhaltet (Baumketner et al., 2006). Der geringe Anteil 

regulärer α- oder β-Strukturen wurde für Aβ1-40 und Aβ1-42 nachgewiesen (Hou et 

al., 2004). Der ungeordnete Teil der löslichen monomeren Aβ1-42-Struktur beträgt 

zwischen 60% und 80%, die Faltblatt-Strukturen nehmen 10% bis 20% des 

Monomers ein und der Anteil an α-Helices liegt unter 10% (Bitan, Vollers, & 

Teplow, 2003; T. H. Huang et al., 2000; Kirkitadze, Condron, & Teplow, 2001; D M 

Walsh et al., 1999). 

Die vorliegende Struktur wird jedoch von der vorherrschenden Mikroumgebung 

beeinflusst. Kritische Einflussfaktoren sind beispielsweise der pH-Wert oder die 

Polarität des Milieus. Im Gegensatz zu dem sehr geringen Anteil an regulären 
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Sekundärstrukturen des Monomers in Lösung, werden in einer Membran-

ähnlichen Umgebung bevorzugt α-Helices ausgebildet (Crescenzi et al., 2002). 

Höhere pH-Werte hingegen begünstigen β-Faltblatt-Strukturen (Coles, Bicknell, 

Watson, Fairlie, & Craik, 1998). Es wird vermutet, dass diese β-Faltblatt-Strukturen 

für die Bildung eines Paranukleus und die daraus resultierende Aggregation von 

Aβ eine wesentliche Rolle spielen (Grant et al., 2007). 

Die Oligomerisierung von Aβ1-40 involviert ein Gleichgewicht aus Monomer, Dimer, 

Trimer und Tetramer. Besonders der N-Terminus (Region 1-10) und die Ladungen 

der Aminosäurereste 22 und 23 sind maßgeblich für die Polymerisierung. Anders 

verhält es sich bei der Oligomerisierung von Aβ1-42, hier liegen die maßgeblichen 

Regionen bei den Aminosäureresten 19-21 und 41-42 des C-Terminus. Die 

Bildung des Paranukleus hängt von einer hydrophoben Seitenkette des 

Aminosäurerests 41 ab, diese hydrophobe Seitenkette muss mindestens die 

Größe einer Methylgruppe aufweisen. Für die Selbst-Assoziation ist die Präsenz 

des Aminosäurerests 42 notwendig. Außerdem begünstigt eine zentrale 

hydrophobe Cluster-Region (central hydrophobic Cluster; CHC) bei den 

Aminosäureresten 19-21 die Oligomerisierung von Aβ1-42 (Bitan et al., 2003; 

Côté, Laghaei, Derreumaux, & Mousseau, 2012; Jarrett et al., 1993). Insgesamt 

verfügt Aβ1-42 über eine schnellere Aggregations-Kinetik als Aβ1-40 und Aβ1-43 (Bitan 

et al., 2003; L. Fu et al., 2017; Jarrett et al., 1993). 

Aggregate von Aβ bewegen sich in Größenordnungen von Dimeren bis hin zu 

Partikeln mit einem Molekulargewicht von einer Million Dalton oder größer (Burdick 

et al., 1992; Garzon-Rodriguez, Sepulveda-Becerra, Milton, & Glabe, 1997; 

Harper, Wong, Lieber, & Lansbury, 1997; Hilbich, Kisters-Woike, Reed, Masters, & 

Beyreuther, 1991; Soreghan, Kosmoski, & Glabe, 1994; D M Walsh, Lomakin, 

Benedek, Condron, & Teplow, 1997).  

Dimere sind der Ausgangspunkt für die Bildung von Aβ-Oligomeren höherer 

Ordnung. Verschiedene Homodimere werden aus Aβ-Monomeren mit 

unterschiedlicher Konformation aufgebaut. Die einzelnen Klassen und Subklassen 

der Dimere variieren also nur in der Konformation und nicht in der 

Aminosäuresequenz (Tsigelny et al., 2013). Prefibrilläre Oligomere lagern sich zu 

ringförmigen Poren-ähnlichen Oligomeren zusammen, den sogenannten 

ringförmigen Protofibrillen (annular protofibril) (Lashuel, Hartley, Petre, Walz, & 

Lansbury, 2002). Wobei aber nicht alle Dimere in der Lage sind sich zu 

Oligomeren zusammenzulagern, dies erfolgt in Abhängigkeit ihrer Konformation 
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(Tsigelny et al., 2013). Die strukturelle Anordnung der Protofibrillen wird durch 

interfasziale Interaktion amphipathischer β-Faltblatt-Strukturen angetrieben, die 

Toxizität der Protofibrillen liegt in ihrer Fähigkeit Membran-permeabilisierende β-

Fass-Poren zu bilden (Kayed et al., 2009). 

Den Endpunkt des Aggregations-Prozesses von Aβ stellen die Aβ-Fibrillen dar. Sie 

kommen in sehr großen Mengen in Gehirnen von Patienten mit Alzheimer Demenz 

vor und sind in neuritischen Plaques, in diffusem und vaskulärem Amyloid 

lokalisiert (J.-X. Lu et al., 2013). In Aβ-Fibrillen liegen überwiegend β-Faltblatt-

Strukturen vor (Serpell, 2000). 

Bei den Aβ-Fibrillen besteht ein Zusammenhang zwischen ihrer Struktur und der 

intrinsischen Toxizität, mit steigender Länge und mit steigendem Anteil an 

regulären β-Faltblatt-Strukturen der Fibrillen erhöht sich deren Toxizität (Lührs et 

al., 2005; Seilheimer et al., 1997). Im Menschen ist der Gehalt an Aβ1-40 ungefähr 

fünf Mal größer als der Gehalt an Aβ1-42, aber das Verhältnis von Aβ1-40 zu Aβ1-42 in 

Aβ-Aggregaten des menschlichen Gehirns unterscheidet sich stark von Patient zu 

Patient und weist kein festes Verhältnis auf (Gravina et al., 1995; T Iwatsubo et al., 

1994). Im Gehirn können polymorphe Aβ1-42-Fibrillen aber nicht das Keimen von 

Aβ1-40-Fibrillen initiieren (J.-X. Lu et al., 2013). 

Aβ-Peptide treten sowohl intrazellulär als auch extrazellulär auf (Frank M LaFerla 

et al., 2007). Intraneuronale Aβ-Immunoreaktivität tritt bei Patienten mit leichten 

kognitiven Einschränkungen (mild cognitive impairment; MCI) in Hirnregionen wie 

dem Hippocampus und dem entorhinalen Kortex auf, die auch bei der frühen Form 

der Alzheimer Demenz betroffen sind (Gouras et al., 2000). Die intrazelluläre 

Akkumulation von Aβ1-42 wird daher als früh auftretendes Ereignis in der Pathologie 

der Alzheimer Demenz angesehen, die bereits vor der Bildung der neurofibrillären 

Tangles und der Aβ-Plaques auftritt. Das meiste intraneuronale Aβ endet am C-

Terminus mit dem Aminosäurerest 42 und nicht mit dem Aminosäurerest 40 

(Gouras et al., 2000). Interessanter Weise sinkt der Gehalt an intraneuronalem Aβ 

sobald der Gehalt an extrazellulärem Aβ steigt (Mori et al., 2002; Oddo, Caccamo, 

Smith, Green, & LaFerla, 2006).  

Das APP, aus welchem die Aβ-Peptide durch proteolytische Spaltung generiert 

werden ist in der Plasmamembran, im Trans-Golgi-Netzwerk, im 

Endoplasmatischen Retikulum und auch in endosomalen, lysosomalen und 
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mitochondrialen Membranen lokalisiert (Breen et al., 1991; Kinoshita et al., 2003; 

Mizuguchi et al., 1992; Sabo et al., 2001; H. Xu et al., 1995). 

Tritt die Aβ-Spaltung innerhalb der Zellgrenzen auf, wird intrazelluläres Aβ 

gebildet. Erfolgt die Aβ-Spaltung an der Plasmamembran, so wird das gebildete 

Aβ in die extrazelluläre Flüssigkeit sezerniert. Das Maß in welchem die 

intrazelluläre Bildung von Aβ beziehungsweise die Sezernierung von Aβ in den 

Extrazellulärraum stattfindet ist stark von dem jeweiligen Zelltyp abhängig. Im 

Vergleich zu den anderen Zelltypen im Gehirn bilden die humanen Astrozyten 

höhere Gehalte an Aβ über den sekretorischen Weg und diese Tatsache legt 

nahe, dass Gliazellen die hauptsächlichen Produzenten von Aβ im Gehirn 

darstellen (Busciglio, Gabuzda, Matsudaira, & Yankner, 1993). 

Zusätzlich zu dem intrazellulär gebildeten Aβ, sind Neurone in der Lage vorher 

sezerniertes Aβ aus dem extrazellulären Aβ-Pool wieder in die Zelle aufzunehmen 

und es so in den intrazellulären Aβ-Pool zu internalisieren (Clifford et al., 2007; 

Frank M LaFerla et al., 2007). In Neuronen bindet Aβ1-42 mit einer hohen Affinität 

an den α7-Nikotin-Acetylcholin-Rezeptor (α7nAChR) und diese Bindung resultiert 

in der Internalisierung des Rezeptors und der intrazellulären Akkumulation von Aβ 

(Nagele, D’Andrea, Anderson, & Wang, 2002; H. Y. Wang et al., 2000). Aβ1-40 zeigt 

eine viel geringere Bindungsaffinität zu dem α7nAChR als Aβ1-42 (D. H. S. Lee & 

Wang, 2003). Neben dem α7nAChR, kann Aβ direkt oder über Liganden wie 

ApolipoproteinE (ApoE) an „lipoprotein receptor-related proteins“ (LRP) an der 

Plasmamembran von Neuronen binden,  diese Proteine gehören zur Familie der 

„low density lipoprotein“ (LDL)-Rezeptoren. Nach dieser Bindung erfolgt die 

zelluläre Aufnahme von Aβ durch Endozytose (Bu, Cam, & Zerbinatti, 2006). Ein 

weiterer Rezeptor, der die neuronale Aufnahme von Aβ nach dessen Bindung 

vermittelt ist der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor (Bi, Gall, Zhou, & Lynch, 

2002; Snyder et al., 2005). 

Die Internalisierung von Aβ findet in Neuronen und Astrozyten außerdem auch 

über den „receptor for advanced glycation end products“ (RAGE) statt (Arancio et 

al., 2004; Sasaki et al., 2001). Der „formyl peptide receptor like 1“ (FPRL1) ist ein 

von Mikroglia und Astrozyten expremierter G-Protein-gekoppelter Rezeptor, 

welcher Aβ bindet und eine chemotaktische Reaktion und die daraus resultierende 

Internalisierung von Aβ1-42 vermittelt (Iribarren, Zhou, Hu, Le, & Wang, 2005). 
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1.6.6 Neurotoxizität von Beta-Amyloid (Aβ) 

Die monomeren Aβ-Peptide sind nicht neurotoxisch. Bereits Dimere des Aβ1-42 und 

kleine Oligomere führen zur Bildung ringförmiger Protofibrillen und wirken 

neurotoxisch (Christian Haass & Selkoe, 2007; Jana, Cappai, Pham, & Ciccotosto, 

2016; Roher et al., 1996; Shankar et al., 2008). Neurotoxische Effekte konnten 

bislang für lösliche Oligomere und Profibrillen des Aβ nachgewiesen werden (Jana 

et al., 2016; Klyubin et al., 2004; Krafft & Klein, 2010; Lesné et al., 2006; Noguchi 

et al., 2009; Sebollela et al., 2014; Dennis J Selkoe, 2008; Dominic M Walsh et al., 

2002; R. S. Wong, Cechetto, & Whitehead, 2016). Jedoch spielt für die 

Ausprägung der Neurotoxizität der löslichen Oligomere und Profibrillen die 

Interaktion verschiedener Aβ-Spezies und die Fähigkeit sich von einer in die 

andere Spezies umzuwandeln eine wichtige Rolle (Vadukul, Gbajumo, Marshall, & 

Serpell, 2017). Wobei unabhängig von dieser Tatsache die löslichen Aβ-Oligomere 

eindeutig am stärksten neurotoxisch wirken (Jan et al., 2011; Jarosz-Griffiths, 

Noble, Rushworth, & Hooper, 2016; S. Kumar et al., 2016; Salahuddin, Fatima, 

Abdelhameed, Nusrat, & Khan, 2016). Es gibt jedoch Hinweise aus einer Studie an 

primären Neuronen, dass die neurotoxische Wirkung von Aβ-Oligomeren 

zumindest teilweise reversibel ist (Tanokashira et al., 2017). 

Die weitaus überwiegende Zahl der Studien über die Wirkung der Aβ-Fibrillen in 

Zellkulturen belegt, dass extrazelluläre Aβ-Fibrillen neurotoxisch auf diverse 

Zelllinien und primäre Neurone wirken (Chimon et al., 2007; Hoyer, 1994; Lorenzo 

& Yankner, 1994, 1996; Petkova et al., 2005; Pike, Walencewicz, Glabe, & 

Cotman, 1991; Price, Sisodia, & Gandy, 1995; Qiang, Yau, Luo, Mattson, & Tycko, 

2012; D M Walsh et al., 1999). In diesem Zusammenhang induziert Aβ die 

vermehrte Bildung von Hydrogenperoxid und Lipidperoxiden, welche innerhalb der 

Neurone akkumulieren und zu Zellschäden durch freie Radikale führen (C Behl, 

Davis, Lesley, & Schubert, 1994). Im Hirngewebe werden die Aβ-Fibrillen als 

Initiatoren für inflammatorische Prozesse, für oxidative Schäden und andere 

pathogene Prozesse angesehen (Cameron & Landreth, 2010; Glass, Saijo, 

Winner, Marchetto, & Gage, 2010; Sultana, Perluigi, & Butterfield, 2009; Tõugu, 

Tiiman, & Palumaa, 2011). 

Allgemein bedingt extrazelluläres Aβ die erhöhte Anfälligkeit für sekundäre Insulte 

wie oxidativen Stress und daraus resultierende DNA-Schaden (C Behl et al., 1994; 

Ghribi, Herman, & Savory, 2003), eine veränderte Kalziumhomöostase (DiChiara 

et al., 2017; Drews et al., 2016; R. Ho, Ortiz, & Shea, 2001; Mattson et al., 1993), 
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die Aktivierung von Mikroglia und inflammatorische Prozesse (Eikelenboom et al., 

2002; Gasic-Milenkovic, Dukic-Stefanovic, Deuther-Conrad, Gärtner, & Münch, 

2003; Monsonego, Imitola, Zota, Oida, & Weiner, 2003), die Induktion der 

Apoptose (Colurso, Nilson, & Vervoort, 2003; Hashimoto et al., 2003), sowie die 

Induktion der lysosomalen Protease-Aktivität und direkte Membranschäden (Bahr 

& Bendiske, 2002; Bendiske & Bahr, 2003; Fernandez-Perez, Peters, & Aguayo, 

2016). Aβ-Oligomere, aber nicht die Aβ-Fibrillen, beeinträchtigen die 

Langzeitpotenzierung (LTP) und verursachen kognitive Defizite wie die 

verschlechterte Gedächtnisleistung (Christian Haass & Selkoe, 2007; Lesné et al., 

2006).  

Die Akkumulation von intrazellulärem Aβ steht in einer direkten Verbindung zum 

neuronalen Zelltod, wobei auch hier das oligomere Aβ und nicht das fibrilläre Aβ 

die toxische Spezies darstellt (Chui et al., 2001; Kienlen-Campard, Miolet, Tasiaux, 

& Octave, 2002; F M LaFerla, Tinkle, Bieberich, Haudenschild, & Jay, 1995; R. H. 

Takahashi, Nagao, & Gouras, 2017; Yan Zhang, McLaughlin, Goodyer, & LeBlanc, 

2002). Mehrere molekulare und zelluläre Mechanismen sind für die neurotoxische 

Wirkung von intrazellulärem Aβ und den damit verbundenen Gedächtnisstörungen 

verantwortlich. Durch die Akkumulation von intrazellulärem Aβ wird die Struktur 

subzellulärer Kompartimente verändert, es kommt zu einer erhöhten Anzahl an 

Elementen des Golgi-Apparates, der Lysosomen und der Lipofuszin-Körper im 

Hippocampus und dem Neokortex (Lopez, Bell, Ribeiro-da-Silva, & Cuello, 2004). 

Außerdem bedingt die Akkumulation von intrazellulärem Aβ in den Axonen 

Veränderungen der axonalen Struktur und des axonalen Transports. So tritt eine 

Schwellung der Axone auf und es kommt zur Axonopathie (Suo et al., 2007; 

Wirths, Weis, Szczygielski, Multhaup, & Bayer, 2006). Außerdem verhindert die 

Aβ-Akkumulation die Entsorgung multivesikulärer Körper durch Inhibition der 

Aktivität verschiedener Enzyme des Ubiquitin-Proteasom-Systems (Almeida, 

Takahashi, & Gouras, 2006). 
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1.6.7 Cholesterol-Metabolismus und Alzheimer Demenz 

Der Cholesterol-Metabolismus ist mit neuropathologischen Prozessen der 

Alzheimer Demenz, wie dem APP-Metabolismus, der Tau-Phosphorylierung und 

der synaptischen Plastizität verbunden (S L Cole & Vassar, 2006; M. Simons, 

Keller, Dichgans, & Schulz, 2001; Benjamin Wolozin, 2004). Es besteht eine enge 

Relation zwischen der Alzheimer Demenz und koronaren Herzerkrankungen, 

Hypertonie und Hypercholesterinämie, denn diese Erkrankungen stellen 

signifikante Risikofaktoren der Alzheimer Demenz dar (Kivipelto et al., 2002; I 

Skoog et al., 1996; Soneira & Scott, 1996; D L Sparks et al., 1990). Viele dieser 

Risikofaktoren sind mit einer cerebralen Hypoperfusion verbunden und zahlreiche 

Studien implizieren die Beteiligung der Blutgefäße des Gehirns an der 

sporadischen Alzheimer Demenz (González et al., 1995; Ingmar Skoog & 

Gustafson, 2002). 

Zusätzlich scheint die gestörte Regulation der Cholesterin-Homöostase bei der 

Alzheimer Demenz durch die Tatsache bestätigt, dass einige Polymorphismen von 

Genen, die in den Transport oder den Katabolismus von Cholesterol involviert 

sind, als wichtige Risikofaktoren der Alzheimer Demenz identifiziert wurden. 

Beispiele hierfür sind das Allel ε4 des ApoE, welches eines der hauptsächlichen 

Apolipoproteine im Gehirn ist, aber auch Polimorphismen  des LRP und Cyp46 

(Jarvik et al., 1995; Kölsch et al., 2003; Papassotiropoulos et al., 2003, 2005; 

Strittmatter et al., 1993). 

In vitro Studien mit Neuronen haben gezeigt, dass ein erhöhter zellulärer 

Cholesterin-Gehalt in einer erhöhten Aβ-Produktion resultiert und auch in vivo 

führte eine Cholesterin-reiche Diät zu erhöhten Aβ-Gehalten im Gehirn 

(Fassbender et al., 2001; Refolo et al., 2000; D L Sparks, 1999; D L Sparks et al., 

1994). Des Weiteren konnte in einer Studie mit gealterten Ratten gezeigt werden, 

dass eine Cholesterin-reiche Diät einen schädlichen Effekt auf die 

Gedächtnisleistung und hippocampale Marker hat (Ledreux, Wang, Schultzberg, 

Granholm, & Freeman, 2016). In einer Tierstudie mit transgenen 3xTg-AD Mäusen 

wurden die Expressionsgehalte verschiedener Aβ-Influxtransporter und Aβ-

Effluxtransporter der Blut-Hirn-Schranke untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit 

steigendem Alter der Tiere die Expression des Aβ-Influxtransporters RAGE 

(receptor for advanced glycation end products) ansteigt und gleichzeitig sinkt die 

Expression des Lrp-1 Rezeptors, der in den Epithelzellen der Blut-Hirn-Schranke 

für die Rezeptor-vermittelte Endozytose und den Efflux von Aβ1-40 und Aβ1-42 

verantwortlich ist (Deane, Bell, Sagare, & Zlokovic, 2009; Do et al., 2016; Storck et 
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al., 2016). Die Expression des Lrp-1 Rezeptors ist in den Endothelzellen der Blut-

Hirn-Schranke im Menschen und Tiermodellen sowohl bei der normalen 

Gehirnalterung als auch bei der Alzheimer Demenz reduziert (D. E. Kang et al., 

2000; Shibata et al., 2000). 

Obwohl alle diese Studien den Zusammenhang einer veränderten Cholesterol-

Homöostase und der Aβ-Produktion belegen, bleiben die vermittelnden 

Mechanismen unklar.  

Es wird vermutet, dass die Cholesterin-abhängige Regulation der sogenannten 

„Lipid Rafts“ teilweise für diesen Zusammenhang verantwortlich sind. Lipid Rafts 

sind dynamische hoch geordnete Membranmikrodomänen, diese sind angereichert 

mit Choleterol, Sphingolipiden und gesättigten Phospholipiden, im Gegensatz zu 

den ungesättigten Phospholipiden der umgebenden Lipiddoppelschicht der 

Membran. Proteine können selektiv in diese Mikrodomänen aufgenommen oder 

von ihnen ausgeschlossen werden, aus diesem Grund werden die Lipid Rafts als 

funktionelle Plattform für Moleküle, die in Signaltransduktions-Prozesse involviert 

sind, angesehen (Ikonen, 2001; Parton & Richards, 2003; K. Simons & Ikonen, 

1997; K. Simons & Toomre, 2000). So sind die Lipid Rafts auch durch ihren 

Einfluss auf die membrangebundene β- und γ-Sekretase in die APP-Prozessierung 

involviert (Cordy, Hooper, & Turner, 2006). Presinilin, Nicastrin, APH1, PEN2 und 

ein geringer Anteil an APP sind in Lipid Rafts lokalisiert und die Aktivität der γ-

Sekretase wird direkt durch Cholesterol reguliert (Bouillot, Prochiantz, Rougon, & 

Allinquant, 1996; Cordy, Hussain, Dingwall, Hooper, & Turner, 2003; Ehehalt, 

Keller, Haass, Thiele, & Simons, 2003; Urano et al., 2005; Vetrivel et al., 2004; 

Wahrle et al., 2002). Es gibt Hinweise, dass die Lokalisation von APP in Lipid 

Rafts die β-Spaltung begünstigt, wohingegen APP außerhalb der Lipid Rafts 

bevorzugt über die nicht amyloidogene α-Spaltung prozessiert wird (Ehehalt et al., 

2003). Ein niedriger Cholesterin-Gehalt oder die Störung der Lipid Rafts könnten 

auf diese Weise an einer erniedrigten Aβ-Bildung beteiligt sein (Reid, Urano, 

Kodama, & Hamakubo, 2007). So konnte gezeigt werden, dass membranäres 

Cholesterin in Lipid Rafts im exofazialen Blatt der neuronalen Membran die 

Bildung von Aβ provoziert (Gunter P Eckert, Kirsch, Leutz, Wood, & Müller, 2003; 

Kirsch, Eckert, & Mueller, 2002, 2003). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass 

endogenes oligomeres Aβ1-40 die APP-Prozessierung in neuronalen Membranen 

über die Reduktion der Membranfluidität und Komplexierung mit GM-1 Gangliosid 

stimuliert. Diese in virto Befunde deuten darauf hin, dass endogenes Aβ die eigene 
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Produktion durch die Verringerung der Membranfluidität in Neuronen stimuliert (I. 

Peters et al., 2009). 

 

 

1.6.8 Statine und Alzheimer Demenz 

Statine sind kompetitive Inhibitoren des wichtigsten regulatorischen Enzyms des 

Mevalonat-Weges, der HMG-CoA-Reduktase. Dieses Enzym reguliert nicht nur die 

Bildung von Cholesterol, sondern neben anderen auch von FPP, GGPP, 

Ubichinon und Dolichol. Statine werden als Cholesterinsenker eingesetzt. Jedoch 

besitzen sie neben der Cholesterin-senkenden Wirkung zahlreiche pleiotrope 

Effekte, wie die Verbesserung der endothelialen Funktion, antithrombotische 

Erscheinungen und die Stabilisierung atherosklerotischer Plaques, antiproliferative 

Effekte, die Reduktion vaskulärer inflammatorischer Prozesse und antioxidative 

Effekte (Barone, Di Domenico, & Butterfield, 2013; Liao & Laufs, 2005; Saeedi 

Saravi, Saeedi Saravi, Arefidoust, & Dehpour, 2017). Viele dieser pleiotropen 

Effekte sind vermutlich auf die Statin-induzierte Reduktion der Isoprenoide FPP 

und GGPP zurückzuführen (Liao & Laufs, 2005; Q. Zhou & Liao, 2010). Generell 

bewirken Statine bei einer chronischen Einnahme veränderte 

Genexpressionsmuster im cerebralen Kortex (Johnson-Anuna et al., 2005). Es gibt 

Publikationen, welche die Statin-induzierten Effekte auf die APP Prozessierung 

und Aβ-Produktion über einen Isoprenoid-abhängigen Signalweg aufzeigen, und 

auch solche, die einen Cholesterol-abhängigen Signalweg beschreiben (L. Li, 

Zhang, Cheng, Cao, & Parent, 2012). So sinken durch die Behandlung mit 

Lovastatin in humanen transfizierten SH-SY5Y-APP695 die Gehalte des FPP, 

GGPP, Cholesterol und Aβ1-40 (Hooff, Peters, Wood, Müller, & Eckert, 2010). In 

murinen Neuroblastomazellen stimulieren Atorvastatin und Simvastatin die 

Aktivität der α-Sekretase und begünstigen so die nicht amyloidogene 

Prozessierung von APP durch die Dezimierung von FPP und die Inhibition der 

Farnesylierung der GTPasen (Pedrini et al., 2005). Zusätzlich führt in vitro die 

Behandlung mit Statinen zu einer erniedrigten Aktivität der γ-Sekretase in den Lipid 

Rafts (Urano et al., 2005). Außerdem reduziert die Behandlung mit Statinen die 

Aβ-Produktion durch die Inhibition der Isoprenylierung der Rho-GTPasen Rac1, 

RhoA und Cdc42 und der -GTPasen Rab1B, Rab4, Rab5B und Rab6 in vitro 

(Ostrowski, Wilkinson, Golde, & Landreth, 2007). Im Gegensatz dazu stimuliert 

GGPP die Aktivität der γ-Sekretase und führt zu einer Akkumulation von 
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intrazellulärem Aβ und auch hier reduziert die Behandlung mit Lovastatin und 

Simvastatin das sezernierte Aβ (Sarah L Cole et al., 2005; Y. Zhou et al., 2008). 

Zahlreiche in vivo Studien zeigen, dass die Behandlung mit Statinen zu einer 

Reduktion der Aβ-Gehalte führt, wohingegen andere Studie die Senkung des Aβ 

durch die Statine für nicht geklärt halten (Fassbender et al., 2001, 2002; Höglund 

et al., 2004; Hosaka, Araki, Oda, Tomidokoro, & Tamaoka, 2013; N. Sato, 

Shinohara, Rakugi, & Morishita, 2012). 

Neuropathologische Studien legen nahe, dass die Statine die Progression der 

Alzheimer Demenz verzögern, indem sie die Inflammation inhibieren ohne die Aβ-

Gehalte zu beeinflussen (B Wolozin et al., 2006). In mehreren 

Beobachtungsstudien mit einer relativ geringen Probandenzahl wurde die 

Reduktion des Risikos an AD zu erkranken beschrieben, jedoch konnte dieses 

Ergebnis weder in der groß angelegten Cache County Studie,  der Cardiovascular 

Health Studie noch in der Religious Orders Studie bestätigt werden (Ricciarelli et 

al., 2012). Und auch in der randomisierten kontrollierten PROSPER Studie mit 

Pravastatin und der MCR/BHF Heart Protection Studie mit Simvastatin konnte kein 

Nutzen für die Kognition durch die Behandlung mit Statinen in der AD festgestellt 

werden (Heart Protection Study Collaborative Group, 2002; Shepherd et al., 2002). 

Hinzu kommt, dass zwar vorläufige Daten über die Behandlung mit Atorvastatin 

bei milder bis moderater Demenz positive Ergebnisse zeigte, diese aber auch nicht 

in der randomisierten kontrollierten LEADe Studie belegt werden konnten 

(Feldman et al., 2010; D Larry Sparks et al., 2005).  

Insgesamt bleiben die exakten Mechanismen, die zu den positiven Effekten der 

Behandlung mit Statinen in der Alzheimer Demenz führen unklar, jedoch spielt 

wohl der Einfluss auf die Isoprenoide FPP und GGPP eine wesentliche Rolle (S L 

Cole & Vassar, 2006; Gunter P Eckert et al., 2009a; McTaggart, 2006). 

 

Abbildung 5. Chemische Strukturformel der inaktiven Prodrugs der Statine Lovastatin (R1 = H, 
R2 = CH3) und Simvastatin (R1 = CH3, R2 = CH3).  
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1.6.9 Isoprenoide, Rho-GTPasen und Alzheimer Demenz 

FPP und GGPP sind Intermediate des Mevalonat-Weges und fungieren als post-

translationale Modifikation kleiner GTPasen. Die Prenylierung kleiner GTPasen 

erfolgt katalysiert von den spezifischen Prenyltransferasen durch die kovalente 

Bindung der Geranlygeranylgruppe beziehungsweise der Farnesylgruppe an das –

CXXX-Motiv der GTPase. Diese post-translationale Modifikation ist notwendig um 

die kleinen GTPasen in Membranen zu verankern, folglich wird hierdurch ihre 

zelluläre Lokalisation beeinflusst. Da die GTPasen an der Membran durch die 

GEFs aktiviert werden, ist die Isoprenylierung essentiell für ihre Funktionen in den 

darauf folgenden unterschiedlichen Signalkaskaden. Und auch die Interaktion der 

GTPasen mit anderen regulatorischen Proteinen wie den GAPs und GDIs wird 

durch die Lokalisation der GTPasen beeinflusst. Wenn eine prenylierte GTPase 

weder an die Plasmamembran oder eine intrazelluläre Membran, noch an einen 

GDI im Cytosol gebunden ist, erfolgt ihre Degradation (Boulter et al., 2010). Die 

Prenylierung der GTPasen ist somit auch ein Faktor, der den Abbau dieser 

Proteine beeinflusst. Zu den intrazellulären Funktionen der GTPasen gehören 

unter anderem der Aufbau des Cytoskeletts, das neuronale Zellwachstum, die 

Leitung und Ausläuferbildung von Axonen, das Dendritenwachstum, die 

Synapsenformation und die synaptische Plastizität (L. Luo, 2000; Qiu et al., 1997; 

Qiu, Chen, Kirn, et al., 1995; Qiu, Chen, McCormick, et al., 1995). 

Es wurde gezeigt, dass die Gehalte spezifischer Isoprenoide in AD Hirnen im 

Vergleich zu Kontrollhirnen des gleichen Alters verändert sind (Edlund, Söderberg, 

& Kristensson, 1994). In der weißen und grauen Substanz des Neokortex sind bei 

Alzheimer Patienten die Isoprenoide FPP und GGPP erhöht, wohingegen die 

Gehalte an Cholesterol und die Expression der HMG-CoA-Reduktase keinen 

Unterschied zu den altersbezogenen Kontrollhirnen zeigen (Gunter P Eckert et al., 

2009a). Dies lässt die Vermutung zu, dass bei der Alzheimer Demenz selektiv die 

Regulation der Isoprenoide FPP und GGPP innerhalb des Mevalonat-Weges 

verändert ist (Hooff, Wood, Müller, & Eckert, 2010). Die heterozygote Deletion der 

FTase und auch der GGTase-I in transgenen APPPS1 Mäusen führt zu 

erniedrigten Aβ-Gehalten, Aβ-Ablagerungen und Neuroinflammation, dabei 

verbessern sich die Lern- und Gedächtnisfunktionen durch die Deletion der FTase, 

wobei dieser Effekt jedoch bei der Deletion der GGTase-I ausbleibt (S. Cheng et 

al., 2013a). In transgenen APP Tg2576 Mäusen (schwedische Mutation) wurde 

eine Reduktion der Expression von RhoA in den Synapsen detektiert, die mit einer 

Erhöhung der RhoA Expression in distropen Neuriten einhergeht (Huesa et al., 
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2010). Im Hippocampus dieser Tiere war die RhoA Expression erniedrigt und die 

Autoren schließen auf eine Veränderung der subzellulären Verteilung dieser 

GTPase von der besonders der Hippocampus als beeinträchtigtes Hirnareal in der 

AD betroffen ist. Eine weitere Studie mit Tg2576 Mäusen beschreibt eine erhöhte 

RhoA Expression in Neuronen des cerebralen Kortex, die in der Umgebung von 

Aβ-Plaques  lokalisiert sind (Petratos et al., 2008). In dieser Studie wurde 

außerdem in humanen SH-SY5Y Neuroblastomazellen gezeigt, dass Aβ die 

Gehalte des aktiven GTP-gebundenen RhoA in den Neuronen erhöht. Im 

cerebralen Kortex transgener TgCRND8 Mäuse bedingt Aβ die Reduktion der 

prenylierten Rab-GTPasen, was sich auch bei der Behandlung von Neuronen mit 

oligomerem Aβ1-42 bestätigt (Mohamed, Saavedra, Di Pardo, Sipione, & Posse de 

Chaves, 2012). Hierbei wird die Prenylierung der Rab-GTPasen Rab7 und Rab9 

durch Aβ inhibiert, wobei SREBP-2 (sterol regulatory element-binding protein-2) 

als eines der Targets von Aβ identifiziert wurde (Mohamed et al., 2012). 

In humanen Gehirnen von Alzheimer Patienten konnte ein erhöhter Gehalt von 

Rab10 nachgewiesen werden (Ridge et al., 2017). Außerdem wurde eine erhöhte 

Aktivität der Rab-GTPase Rab5 in Gehirnen von Alzheimer Patienten sowie in 

Gehirnen von Mausmodellen der Alzheimer Demenz detektiert (W. Xu, Fang, Ding, 

& Wu, 2018). 

In Neuronen induziert oligomeres Aβ1-42 die Aktivierung von Rac1 über den 

Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Phosphoinositol-dependent Kinase 

(PDK)/novel Protein Kinase C (nPKC) Signalweg und führt zum neuronalen Zelltod 

(Manterola et al., 2013). PKCs sind kritische Komponenten in Signaltransduktions-

Wegen, die sowohl proapoptotische als auch antiapoptotische Prozesse in 

Neuronen regulieren (B.-H. Choi, Hur, Lee, Jun, & Kim, 2006; Cordey & Pike, 

2006; Maher, 2001; Weinreb, Bar-Am, Amit, Chillag-Talmor, & Youdim, 2004). 

Rac1 wurde außerdem als eine essentielle Komponente der Aβ-Signalkaskade 

identifiziert, bei welcher Aβ1-42 über Rac1 die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 

induziert (M. Lee et al., 2002). In hippocampalen Neuronen bewirkt Aβ1-42 ebenfalls 

die Aktivierung von Rac1 über den Rac1-spezifischen GEF Tiam1 und auch die 

Aktivierung von Cdc42, was zu einer veränderten Dynamik des Aktinzytoskeletts 

führt (Mendoza-Naranjo, Gonzalez-Billault, & Maccioni, 2007). Die Inaktivierung 

von Rac1 führt zu einer abgeschwächten Aktivität der γ-Sekretase die in 

erniedrigten Gehalten der AICDs und der Akkumulation der intrazellulären C-

terminalen APP-Fragmente (CTFs) resultiert (Boo, Sohn, Kim, Song, & Mook-

Jung, 2008). In einer weiteren Studie wurden durch die Inhibition von Rac1 durch 
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die Substanz EHT 1864 die Gehalte von Aβ1-40 und Aβ1-42 in vitro und in vivo 

reduziert ohne die β- und γ-Sekretase direkt zu inaktivieren (Désiré et al., 2005). In 

hippocampalen Primärneuronen und transfizierten HEK293 Zellen erniedrigt ein 

weiterer Rac1-spezifischer Inhibitor NSC23766 Dosis-abhängig die Aktivität von 

Rac1 und auch die Expression von APP, wobei die Produkte der proteolytischen 

Spaltung von APP wie sAPPα, Aβ1-40 und Aβ1-42 ansteigen (P.-L. Wang, Niidome, 

Akaike, Kihara, & Sugimoto, 2009). Die Ergebnisse dieser Publikation weisen 

darauf hin, dass Rac1 die Transkription des APP-Gens in hippocampalen 

Primärneuronen reguliert. 

Im Gehirn von ausgewachsenen Säugern spielen die GTPasen Ras, Rac1, Cdc42 

und RhoA eine wichtige Rolle für die synaptische Plastizität, indem sie die 

neuronale Architektur, die synaptische Konnektivität und Wirkungskraft 

beeinflussen (S L Cole & Vassar, 2006; Gonzalez-Billault et al., 2012; Pilpel & 

Segal, 2004). Diese Prozesse werden maßgeblich über die Aktivität der kleinen 

GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA reguliert, für deren Aktivierung wiederum ihre 

Prenylierung notwendig ist (Martinez & Tejada-Simon, 2011). Eine exzessive 

Aktivierung von Rac1 übt einen negativen Effekt auf die synaptische Plastizität und 

die damit verbundenen synaptischen und kognitiven Funktionen aus (Oh et al., 

2010). Aber auch die pharmakologische Inaktivierung von Rac1 beeinträchtigt die 

Langzeitpotenzierung (long-term potentiation = LTP), was bereits in Neuronen des 

Hippocampus in Mäusen nachgewiesen wurde (Martinez & Tejada-Simon, 2011). 

Bei der Alzheimer Demenz kommt es zur Abnahme der kognitiven Funktionen und 

der synaptischen Plastizität. Aβ1-42 übt einen negativen Effekt auf die synaptische 

Plastizität aus, indem es die Langzeitpotenzierung (long-term potentiation = LTP) 

inhibiert (Babri, Amani, Mohaddes, Alihemmati, & Ebrahimi, 2012; Lilja et al., 2013; 

Turner et al., 2003).  

Bei dem Verhältnis der Isoprenoide FPP und GGPP, der kleinen GTPasen und 

den pathophysiologischen Mechanismen der Alzheimer Demenz handelt es sich 

um ein überaus komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher Ereignisse, die über 

diverse Signalwege miteinander verknüpft sind. 
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1.7 Gehirnalterung 

1.7.1 Demographische Alterung der deutschen Bevölkerung 

Die Rahmenbedingungen in modernen Gesellschaften haben einen Einfluss auf 

den Gesundheitszustand der Bevölkerung und tragen dazu bei, dass mehr 

Menschen ein hohes Alter erreichen können. Im weltweiten Vergleich ist 

Deutschland heute (nach Japan, Italien und der Schweiz) das Land mit dem 

vierthöchsten Durchschnittsalter der Bevölkerung (“United Nations Population 

Divisions- Population, environment and development,” 2001). Und weltweit hat 

Deutschland (nach Italien und Griechenland) den dritthöchsten Anteil der 

Bevölkerung ab 60 Jahren (Bundesamt, 2002). In den nächsten Jahrzehnten wird 

zwar die Bevölkerungszahl in Deutschland wegen der anhaltend niedrigen 

Geburtenraten abnehmen, doch die demographische Alterung wird sich weiter 

fortsetzen. Hierzu trägt auch die Entwicklung des hochaltrigen Bevölkerungsanteils 

bei, hierbei spricht man von Menschen im Alter von 80 und mehr Jahren. Aktuell 

sind in Deutschland rund 2,9 Millionen Menschen 80 Jahre und älter. Das 

Statistische Bundesamt rechnet für das Jahr 2050 mit etwa 8 Millionen Menschen 

in Deutschland, die 80 Jahre und älter sind. Neben dem Rückgang der 

Kinderzahlen ist eine wesentliche Hauptursache dieser Entwicklung der Anstieg 

der Lebenserwartung, die durch die sinkende Sterblichkeit im fortgeschrittenen 

und hohen Erwachsenenalter zustande kommt (Bundesamt, 2002). 
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1.7.2 Isoprenoide, Rho-GTPasen und und Gehirnalterung 

Die zerebrale Alterung ist ein komplexer heterogener Prozess. Bei diesem Prozess 

finden zahlreiche molekulare Veränderungen statt, welche die Veränderung von 

Synapsen, Axonen und Dendriten bedingen und somit multiple neuronale 

Netzwerke beeinflussen. Von dieser Veränderung der Neurone sind besonders die 

strategisch wichtigen Gehirnregionen wie der Hippocampus und die prefrontalen 

Regionen betroffen (Christian Behl, 2012; Jellinger & Attems, 2013; Maillet & 

Rajah, 2013; Stern, 2012). Die Schädigung der Synapsen ist noch vor dem Verlust 

der Neurone die hauptsächliche Ursache für den Verfall des alternden Gehirns 

(Burke & Barnes, 2006; Grillo et al., 2013; Morrison & Baxter, 2012). 

Altersbedingte synaptische Dysfunktion erfolgt aufgrund der Zerstörung 

synaptischer Kontakte zwischen axonalen Buttons und dendridischen Spines (Hof 

& Morrison, 2004; Mostany et al., 2013). Die Immunoreaktivität von synaptischen 

Markern, wie Synaptophysin und GAP43, ist in humanen und Nager- Hirnen in 

Abhängigkeit zu deren Alter vermindert (Casoli, Spagna, Fattoretti, Gesuita, & 

Bertoni-Freddari, 1996; Keleshian, Modi, Rapoport, & Rao, 2013; Saito et al., 

1994). Die Verringerung der Spine-Dichte, die mit der funktionellen Schädigung 

korreliert (A. Peters, Sethares, & Luebke, 2008), wurde bereits in alternden 

Gehirnen von Nagern (Bloss et al., 2013; Bloss, Janssen, McEwen, & Morrison, 

2010; Wallace, Frankfurt, Arellanos, Inagaki, & Luine, 2007), nicht-menschlichen 

Primaten (Page et al., 2002) und Menschen (Anderson & Rutledge, 1996; Mostany 

et al., 2013) nachgewiesen. In vivo Zwei-Photonen Bildgebung zeigt eine 

Veränderung in der Größe und Stabilität der Spines und ihren Dornfortsätzen 

während der normalen Gehirnalterung auf (Grillo et al., 2013; Mostany et al., 

2013).  

Die kleinen GTPasen Rac1 und RhoA haben sich als kritische Regulatoren des 

Mikrotubuli- und Aktin-Zytoskeletts herausgestellt, die beide die neuronale 

Morphogenese fördern (Gonzalez-Billault et al., 2012). Die meisten Rho-GTPasen 

werden mit GGPP prenyliert, hierbei katalysiert die Geranylgeranyltransferase-I 

(GGTase-I) die kovalente Bindung der Geranylgeranyl-Gruppe über die Thioether-

Bindungsstelle an das CAX-Motiv der GTPase. Diese post-translationale 

Modifikation erhöht die Insertion der GTPasen in zelluläre Membranen (Wright & 

Philips, 2006), die für ihre Funktion benötigt wird (Samuel & Hynds, 2010). Die 

Funktionen prenylierter Proteine im Gehirn sind bereits bekannt, aber nicht die 

genauen Mechanismen der Prenylierungsprozesse. Es wurde bereits publiziert, 

dass die Gehalte der beiden Isoprenoide FPP und GGPP in murinen 
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Gehirngewebe alter Tiere verglichen mit Gehirngewebe junger Kontrolltiere 

signifikant erhöht sind (Hooff et al., 2012). Außerdem führt die Verringerung der 

GGPP Gehalte zu einer Reduktion prenylierter GTPasen (Ostrowski et al., 2007; 

Rilling, Bruenger, Leining, Buss, & Epstein, 1993). 

Die Veränderung der Cholesterinhomöostase, die nicht nur das Cholesterin 

sondern auch die Intermediate des Mevalonatweges betrifft, steht im direkten 

Zusammenhang mit der Gehirnalterung (Edlund et al., 1994; Y Zhang, Appelkvist, 

Kristensson, & Dallner, 1996). Diese Veränderung der Choleserinhomöostase im 

Gehirn wirkt sich auf die Eigenschaften von synaptischen und mitochondrialen 

Membranen aus (G P Eckert, Kirsch, & Mueller, 2001; Igbavboa, Avdulov, 

Schroeder, & Wood, 1996; Wood, Schroeder, Igbavboa, Avdulov, & Chochina, 

2002). Durch oxidativen Stress ausgelöste Veränderungen des Ceramid- und des 

Cholesterinmetabilismus sind ebenfalls bei der Gehirnalterung zu beobachten 

(Cutler et al., 2004). Die zahlreichen Untersuchungen des Cholesteringehaltes im 

gealterten Gehirn ergeben kontroverse Ergebnisse. So existieren zahlreiche 

Publikationen, die einen altersbedingten Anstieg des Cholesterols in 

Gehirnmembranen festgestellt haben (Andersson et al., 1995; G P Eckert et al., 

2001; Eckmann, Eckert, Leuner, Muller, & Eckert, 2013; Söderberg, Edlund, 

Kristensson, & Dallner, 1990b). Im Gegenzug gibt es aber auch Befunde, die einen 

altersbedingt verringerten Cholesteringehalt in Membranen verschiedener 

Gehirnregionen aufzeigen (Söderberg et al., 1990b; Svennerholm et al., 1991, 

1997, 1994; Thelen et al., 2006). 
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1.7.3 7,8-Dihydroxyflavon 

Das Flavonoid 7,8-Dihydroxyflavon (7, 8-DHF) ist Teil der Familie der 

polyphenolischen Verbindungen und kommt in zahlreichen Früchten und 

Gemüsesorten natürlich vor (Harborne & Williams, 2000). 7, 8-DHF wird aufgrund 

seiner hohen antioxidativen Wirksamkeit den Antioxidatien zugeordnet (Foti, 

Piattelli, Baratta, & Ruberto, 1996). In hippocampalen HT-22 Zellen, die keine 

TrkB-Rezeptoren exprimieren, konnte gezeigt werden, dass 7, 8-DHF über seine 

antioxidative Aktivität in der Lage ist neuroprotektiv gegenüber Glutamin-

induzierter Toxizität zu wirken (J. Chen et al., 2011).  

Außerdem fungiert 7, 8-DHF als hoch affiner selektiver TrkB-Rezeptor-Agonist  

und bewirkt die Dimerisierung und Autophosphorylierung des TrkB-Rezeptors und 

dadurch die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege (Jang et al., 2010). 7, 8-

DHF besitzt somit die gleichen neurotrophen Eigenschaften wie BDNF. So 

vermittelt 7, 8-DHF das Überleben von Neuronen, deren Differenzierung, 

synaptische Plastizität und Neurogenese (Liu et al., 2010; Tsai et al., 2013; Zeng 

et al., 2011; Zeng, Lv, et al., 2012; Zeng, Liu, Wu, Liu, & Hu, 2012; Z. Zhang et al., 

2014). Diese neurotrophe Aktivität von 7, 8-DHF wurde bereits in Zusammenhang 

mit neurologischen Erkrankungen wie dem Schlaganfall und Morbus Parkinson 

nachgewiesen (Jang et al., 2010). Auch in Mausmodellen der Alzheimer Demenz 

konnte 7, 8-DHF Erinnerungsdefizite aufheben, die Gehalte an BACE1 erhöhen 

und den Verlust von Synapsen verhindern (Devi & Ohno, 2012; Z. Zhang et al., 

2014). Bei einem Mausmodell des Rett-Syndroms konnten mit Hilfe von 7, 8-DHF 

ebenfalls positive therapeutische Effekte erzielt werden (R. A. Johnson et al., 

2012). Neben dem Neurogenese promovierenden Effekt, wirkt 7, 8-DHF auch 

stark antidepressiv (Liu et al., 2010). Wie BDNF, so ist auch 7, 8-DHF in der Lage 

Angiogenese zu stimulieren (Williams, 2011). In präklinischen Studien konnte 

gezeigt werden, dass 7, 8-DHF das emotionale Lernen erhöht (Andero et al., 

2011). Hierbei überquert 7, 8-DHF die Blut-Hirn-Schranke und bindet selektiv an 

TrkB-Rezeptoren und aktiviert diese, auch in Abwesenheit von endogenem BDNF 

(D. C. Choi et al., 2010; Jang et al., 2010). 
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1.8 Glioblastom (Glioblastoma multiforme) 

Astrozytome repräsentieren die am häufigsten vorkommende Form von Tumoren 

des zentralen Nervensystems (ZNS). Diese Tumore werden von der World Health 

Organization (WHO) histopathologisch in vier Stufen klassifiziert. Die Astrozytome 

der Stufe I und II werden als „low-grade astrocytomas“ bezeichnet, diese  werden 

als benigne Tumore betrachtet. Bei den Tumoren der Stufen II, III und IV handelt 

es sich um infiltrierende Astrozytome, die in der Lage sind sich von einer 

niedrigeren Stufe in eine höhere Stufe zu entwickeln. Die Astrozytome der Stufe III 

und IV werden als maligne Tumore eingestuft. Die diffusen Tumore der Stufe III 

werden als anaplastische Astrozytome bezeichnet, sie sind im Gegensatz zu den 

Tumoren der Stufe IV durch eine fehlende vaskuläre Proliferation und Nekrose 

gekennzeichnet. Die Astrozytome der Stufe IV werden aufgrund der großen Vielfalt 

ihrer histopathologischen Erscheinungen auch als „Glioblastoma multiforme“ 

(GBM) oder Glioblastome bezeichnet. Sie zeichnen sich durch nekrotisierendes 

Gewebe aus, welches von anaplastischen Zellen und hyperplastischen 

Blutgefäßen umgeben ist. Außerdem sind GBM hoch mitotisch und invasiv. GBM 

ist die aggressivste Form von ZNS Tumoren mit einer schlechten Prognose, die 

Rate der Lebenserwartung für Patienten mit GBM liegt im Schnitt bei einem Jahr 

nach der Diagnose (Lo, 2010a; Schwartzbaum, Fisher, Aldape, & Wrensch, 2006; 

Selznick et al., 2008).  

Die derzeitige Standardtherapie sieht bei der Diagnose von GBM die chirurgische 

Resektion gefolgt von Strahlen- und Chemotherapie mit Temozolomid (TZM) vor, 

aber das erneute Auftreten der Erkrankung ist üblich (J. Clarke, Butowski, & 

Chang, 2010; J. Ho et al., 2013; Scaringi, Enrici, & Minniti, 2013; Stupp et al., 

2005). Neben der Immunotherapie und Gentherapie existiert ein weites Feld der 

medizinischen Behandlungsoptionen. Alkylierende chemotherapeuthische 

Agenzien sind Teil der heutigen Therapie, obwohl viele GBM Formen in der Lage 

sind Mechanismen für Resistenzen zu generieren (J. Clarke et al., 2010). 

Untersuchungen über die Biologie der GBM befähigen molekular gerichtete 

Agenzien aberrante Signalwege zu inhibieren. Einer dieser Signalwege ist der 

Ras/ERK/MAPK Siagnalweg, der in Glioblastoma Zellen hyperaktiviert vorliegt.  
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1.8.1 Isoprenoide, GTPasen und GBM 

Die Veränderung der Ras-vermittelten Signaltransduktion stellte sich als zentraler 

Schritt in der molekularen Pathogenese der GBM heraus (End, 1999; Lo, 2010b; 

Eric K Rowinsky & Patnaik, 2000). Die Veränderung der Signalweiterleitung kann 

von onkogenen Mutationen, einerseits von den voran geschalteten 

Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren oder von den nachgelagerten 

Komponenten der Signalkaskade wie beispielsweise Ras und Raf selbst 

herrühren. Studien belegen, dass die Aktivierung des Ras/ERK/MAPK 

Signalweges in Glioblastomen viel häufiger durch die erhöhte Zahl der Kopien von 

Ras, Raf und voran geschalteter Wachstumsfaktoren oder durch die Amplifizierung 

und Mutation der Wachstumsfaktor-Rezeptoren ausgelöst wird als durch die 

Aktivierung von Ras- oder Raf-Mutationen (Grzmil & Hemmings, 2010; Jeuken, 

van den Broecke, Gijsen, Boots-Sprenger, & Wesseling, 2007; B. Li et al., 2004). 

Daher stellt die Farnesylierung der Ras-Proteine eines der molekularen Targets für 

die therapeutischen Agenzien, die den Ras/ERK/MAPK Signalweg fokussieren, 

dar. Die posttranslationale Farnesylierung von H-Ras ist für die transformierende 

Aktivität der GBM, wie dem Signalisieren von Wachstum, Differenzierung und 

Apoptose, erforderlich (Eric K Rowinsky & Patnaik, 2000). Prenylierte Ras-

Proteine aktivieren direkt nachgeschaltete Effektoren (Raf, MEK, ERK) und üben 

dadurch einen deutlichen Einfluss auf die Onkogenese und Tumorbiologie aus (Lo, 

2010a). 

Rac1 ist ein Mitglied der Familie der Rho-GTPasen und ist ebenfalls in die 

Prozesse der Proliferation und Migration involviert, die während der Gliomagenese 

über die Ras/MEK/ERK Kaskade stattfinden (Alexander & Friedl, 2012; X. Zhou et 

al., 2013). Rho-GTPasen werden bevorzugt mit GGPP durch die Transferase 

GGTase-I prenyliert (F. L. Zhang & Casey, 1996). Auf diese Weise wird Rac1 

kovalent an einen GGPP-Rest gebunden, der wiederum als lipophiler Anker für die 

Befestigung in der Plasmamembran fungiert, die Lokalisation der Aktivierung und 

biologischen Funktion der GTPasen (Samuel & Hynds, 2010). FPP und GGPP 

stammen von Mevalonat ab, dessen Produktion durch die 3-Hydroxy-3-

Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) Reduktase katalysiert wird. Die HMG-CoA 

Reduktase ist der limitierende Faktor des gesamten Cholesterolbiosyntheseweges. 

Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTI), Geranylgeranyltransferase-Inhibitoren 

(GGTI) und duale Prenyltransferase-Inhibitoren (DPTI) inhibieren die 

Farnesylierung und / oder Geranylgeranylierung von kleinen GTPasen und haben 

in vitro und in vivo Antitumor-Effekte gezeigt, jedoch in klinischen Studien nur 
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geringe Effizienz gezeigt (Fritz, 2009). Wie auch immer, die Ras-Aktivierung stört 

die Strahlen- und Chemotherapie und aus diesem Grund werden FTIs, GGTIs und 

DPTIs mehr für die kombibierte Therapie zur Reduzierung der Störung durch die 

Ras Hyperaktivierung in GBM berücksichtigt (Cengel & McKenna, 2005; Kim, 

Fernandes, Gupta, McKenna, & Bernhard, 2004; Messina et al., 2004). 

 

 

1.8.2 Perillylalkohol 

Perillylalkohol ist ein in der Natur vorkommender sekundärer Pflanzenstoff und 

gehört zur Familie der Monoterpene. Perillylalkohol ist eines der von Limonen 

abgeleiteten Monoterpene, die in der Lage sind die post-translationale 

Isoprenylierung von Proteinen zu inhibieren und dadurch die Proliferation von 

Tumorzellen zu verringern (Crowell, 1999; Crowell, Chang, Ren, Elson, & Gould, 

1991; Gelb et al., 1995; Schulz, Bühling, & Ansorge, 1994). Es besteht ein 

Zusammenhang zwischen der Struktur der Monoterpene und ihrer Aktivität als 

Inhibitoren der Protein-Isoprenylierung und Zellproliferation (Crowell, Ren, Lin, 

Vedejs, & Gould, 1994). Die relative Wirksamkeit der von Limonen abgeleiteten 

Monoterpene ist am stärksten bei den Monohydoxylen, Estern und Aldehyden 

ausgeprägt und zu diesen gehört auch der Perillylalkohol. So konnte gezeigt 

werden, dass Perillylalkohohl die Geranylgeranyltransferase Typ I und Typ II in 

NIH3T3 Zellen inhibiert (Ren, Elson, & Gould, 1997). In immortalisierten humanen 

vaskulären glatten Muskelzellen induziert Perillylalkohohl durch die Inhibition der 

Geranylgeranyltransferase Apoptose (Unlu, Mason, Schachter, & Hughes, 2000). 

Perillylalkohol inhibiert auch die Farnesyltransferase und beeinflusst dadurch den 

Ras-Signaltransduktionsweg und übt so eine chemopreventive Wirkung aus (End, 

1999; Lantry et al., 2000). Jedoch gibt es Hinweise, dass Monoterpene in vitro das 

Tumorzellwachstum unabhängig vom Ras-Signaltransduktionsweg inhibieren 

(Karlson et al., 1996). So wurde zusätzlich zu der inhibitorischen Wirkung von 

Perillylalkohol auf die Farnesyltransferase gezeigt, dass Perillylalkohol die 

Synthese kleiner GTPasen und der HMG-CoA-Reduktase supprimiert (Mo & 

Elson, 2004). Ein hohes Potential für die Therapie maligner Tumore wird den 

Substanzen zugesprochen, die den Ras/Raf/ERK Signalweg inhibieren und hierzu 

gehört ebenfalls der Perillylalkohol (Lo, 2010b). 

Dem Perillylalkohohl werden pleiotrope Wirkungen zugeschrieben. Aus diesem 

Grund werden die Mechanismen, die für die antitumorale Wirkung des 
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Perillylalkohols verantwortlich sind kontrovers diskutiert. Neben dem Einfluss auf 

zahlreiche Proteine aus verschiedenen Signalkaskaden ist Perillylalkohol in der 

Lage den Zellzyklusstillstand hervorzurufen und mit einer selektiven Wirkung auf 

Tumorzellen Apoptose auszulösen. Diese selektive Wirkung auf Tumorzellen ist 

unter anderem darin begründet, dass verschiedene Monoterpene wie 

Perillylalkohohl selektiv in Tumorgewebe transportiert werden, beziehungsweise 

dort akkumulieren. In vitro inhibiert Perillylalkohol die Migration von Tumorzellen 

und die Angiogenese.  

So verringert Perillylalkohol die Freisetzung von VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) aus Karzinomzellen, jedoch bewirkt er eine erhöhte Freisetzung 

von Angiopoetin 2 aus Endothelzellen (Hübner, 2008). Ausserdem inhibiert 

Perillylalkohohl die Na/K-ATPase in humanen Glioblastoma multiforme Zellen (D. 

G. Garcia et al., 2010). In humanen Glioblastoma multiforme Zellen induziert 

Perillylalkohol Apoptose (Fernandes, da Fonseca, Teixeira, & Gattass, 2005). 

In klinischen Studien wurde jedoch festgestellt, dass die Glioblastoma Zellen in der 

Lage sind ein Chemo-resistentes Proteinexpressions-Muster auszubilden. Diese 

Resistenz bildete sich bei den GBM Patienten nach durchschnittlich sieben 

Monaten der Therapie mit Perillylalkohol aus. In vitro Versuche mit Perillylalkohol 

an A172 Glioblastoma Zellen bestätigen die Ausbildung eines Chemo-resistenten 

Proteinexpressionsprofils (de Saldanha da Gama Fischer et al., 2011). Bei 

Patienten mit rezividierenden malignen Gliomen erhöht Perillylalkohol die 

durchschnittliche Lebenserwartung um acht Monate. Perillylalkohol wird bei 

klinischen Studien der Phase I und II intranasal verabreicht und erzielt gute 

Ergebnisse bei der Inhibition des in Glioblastoma multiforme hyperaktivierten Ras-

Signalweges (Clovis O da Fonseca et al., 2011; Clovis Orlando da Fonseca, 

Schwartsmann, et al., 2008; Clovis Orlando da Fonseca, Linden, Futuro, Gattass, 

& Quirico-Santos, 2008). 

 

 

1.8.3 Satine und Glioblastoma multiforme 

Statine sind kompetitive Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase. Dieses Enzym 

katalysiert die Umsetzung von HMG-CoA zu Mevalonat und bestimmt die 

Reaktionsgeschwindigkeit der gesamten Umsetzung des Mevalonat-Weges. 

Außer der Bildung von Cholesterol wird auch die Bildung zahlreicher Intermediate 
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des Cholestrolbiosyntheseweges wie FPP, GGPP, Ubichinon und Dolichol über 

dieses Enzym reguliert. Statine werden gegen Hypercholesterinämie eingesetzt, 

besitzen aber zahlreiche pleiotrope Effekte. Zu diesen gehören die Verbesserung 

der endothelialen Funktion, antithrombotische Erscheinungen und die 

Stabilisierung atherosklerotischer Plaques, antiproliferative Effekte, die Reduktion 

vaskulärer inflammatorischer Prozesse und antioxidative Effekte (Barone et al., 

2013; Liao, 2002; Liao & Laufs, 2005). Die exakten Mechanismen dieser Effekte 

sind nicht vollständig aufgeklärt. Fakt ist jedoch, dass Mevalonat der Metabolit der 

HMG-CoA-Reduktase ist und auch der Ausgangsstoff von Cholesterol und den 

Isoprenoiden FPP und GGPP. Diese Isoprenoide sind essentiell für die post-

translationale Modifikation intrazellulärer kleiner GTPasen wie den Rho- und Ras-

Proteinen. Die Rho- und Ras-GTPasen wiederum regulieren die 

Signaltransduktion verschiedener Membranrezeptoren, die kritisch für die 

Transkription von Genen sind, die in die Zell-Proliferation, Differenzierung und 

Apoptose involviert sind. Viele der pleiotropen Effekte der Statine sind vermutlich 

auf die Statin-induzierte Reduktion der Isoprenoide FPP und GGPP 

zurückzuführen (Liao & Laufs, 2005; Q. Zhou & Liao, 2010). Sowohl bei 

kardiovaskulären Erkrankungen, als auch bei neurodegenerativen Erkrankungen 

wie der Alzheimer Demenz und bei verschiedenen Krebserkrankungen werden 

Statine mittlerweile erfolgreich zur Therapie eingesetzt.  

Zahlreiche Studien belegen, dass Statine positive Effekte in der Prävention und 

Behandlung von Krebs erzielen, und das unabhängig von ihrem Effekt auf den 

Gehalt an Cholesterol im Serum (Demierre, Higgins, Gruber, Hawk, & Lippman, 

2005; Graaf, Richel, van Noorden, & Guchelaar, 2004; Hindler, Cleeland, Rivera, & 

Collard, 2006). Hierbei spielt vielmehr die Wirkung der Statine auf essentielle 

zelluläre Funktionen wie der Proliferation und Differenzierung der Zellen eine Rolle 

(Bos, 1989; Casey, 1995a, 1995b). 

Statine hemmen das Tumorwachstum und induzieren Apoptose in einer Vielzahl 

von Krebszellen (Tapia-Pérez, Kirches, Mawrin, Firsching, & Schneider, 2011; W. 

W. L. Wong, Dimitroulakos, Minden, & Penn, 2002; H. Wu et al., 2009; Yanae et 

al., 2011). Hierzu gehören beispielsweise Melanoma, Glioma, Neuroblastoma und 

Leukemie-Zelllinien (Crick, Andres, Danesi, Macchia, & Waechter, 1998; 

Dimitroulakos et al., 2000; Girgert, Vogt, Becke, Bruchelt, & Schweizer, 1999; 

Hindler et al., 2006; Koyuturk, Ersoz, & Altiok, 2004; Shellman et al., 2005). 

Für die Art der Wirkung von Statinen spielen sowohl die Dosierung als auch der 

Zelltyp eine essentielle Rolle. In Studien mit Krebszellen induzieren Statine 
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Apoptose, wohingegen in Studien mit nicht krebsartigen Zellen gegenteilige 

Effekte erzielt werden (W. W. L. Wong et al., 2002; Wood, Igbavboa, Muller, & 

Eckert, 2013). In niedriger Dosierung üben Statine eine anti-apoptotische Wirkung 

aus, jedoch induzieren sie bei einer hohen Dosierung Apoptose und verändern die 

Gehalte verschiedener Mitglieder der Bcl-2 Familie (Wood et al., 2013; Wood, 

Mΰller, & Eckert, 2014). 

Bei circa 30% der humanen Krebsarten sind die Ras-Proteine hyperaktiviert, das 

heißt sie verbleiben dauerhaft im aktiven Zustand und leiten dadurch unkontrolliert 

Wachstumssignale weiter (E K Rowinsky, Windle, & Von Hoff, 1999). Das Ras-

Protein wird nach der Synthese einigen post-translationalen Modifikationen 

unterzogen. Eine der wichtigsten dieser post-translationalen Modifikationen des 

Ras-Proteins ist die Prenylierung mit einem Farnesylrest. Diese Farnesylierung 

wird durch das Enzym Farnesyltransferase (FTase) katalysiert. Erst durch die 

Prenylierung kann das Ras-Protein an der Plasmamembran lokalisiert werden, wo 

es mit anderen Proteinen interagiert und aktiviert wird. Aus diesem Grund stellt die 

Farnesylierung ein wichtiges therapeutisches Target zur Unterbindung der 

Hyperaktivität der Ras-Proteine dar (Eric K Rowinsky & Patnaik, 2000). Eine 

therapeutische Möglichkeit liegt in der Inhibition des Enzyms FTase durch 

sogenannte FTase-Inhibitoren. Eine andere Möglichkeit ist die Verringerung von 

FPP über die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase durch Statine.  

Lovastatin ist das erste Statin, das zur Lipidsenkung eingesetzt und zugelassen 

wurde. Lovastatin ist ein natürlich vorkommendes Monacolin und wird von dem 

Schimmelpilz Aspergillus terreus und verschiedenen Monascus Spezies produziert 

(Fugmann, Lang-Fugmann, & Steglich, 2014). Bei Untersuchungen von 

Primärkulturen humaner Glioblastoma-Zellen reguliert Lovastatin sowohl die 

Proliferation als auch die Migration der Glioblastoma-Zellen herunter (Bouterfa et 

al., 2000). Bereits in frühen Studien mit Glioblastoma-Zellen konnte nachgewiesen 

werden, dass Lovastatin in diesen Zellen das Wachstum hemmt und Apoptose 

induziert (Jones et al., 1994; F. Schmidt, Groscurth, Kermer, Dichgans, & Weller, 

2001). Hierbei sensibilisiert Lovastatin humane Glioblastoma-Zellen für die TRAIL-

induzierte Apoptose (Chan, Chen, Poon, & Liu, 2008). Es bewirkt auch die 

Hochregulierung des BH3-only Proteins Bim und sorgt so für einen erhöhten 

Zelltod in Glioblastoma-Zellen (Jiang, Zheng, Lytle, Higashikubo, & Rich, 2004). 

In einigen Tumoren sind die Tyrosinkinasen der EGFR-Familie (= Epidermal 

Growth Factor Receptor) überexprimiert. Eine Hemmung dieser Rezeptoren durch 

den Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib verlangsamt das Tumorwachstum und sorgt 
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für eine Tumorregression. Lovastatin ist in der Lage in Glioblastoma-Zellen die 

Aktivität von Gefitinib unabhängig von dem Status der Tyrosinkinase EGFRvIII und 

der Phosphatase PTEN (= Phosphatase and Tensin homolog) zu erhöhen 

(Cemeus, Zhao, Barrett, Lorimer, & Dimitroulakos, 2008). 

In verschiedenen Tierstudien konnte in Mausmodellen mit Glioblastoma multiforme 

und in Nude-Mäusen mit H-Ras onkogen transformierten Zellen gezeigt werden, 

dass Lovastatin das Tumorwachstum inhibiert und die Nekrose und Apoptose 

erhöht (Bababeygy et al., 2009; Sebti, Tkalcevic, & Jani, 1991). 

In einer klinischen Studie der Phase I-II wurde der Effekt von hoch dosiertem 

Lovastatin mit und ohne Strahlentherapie auf Patienten mit anaplastischen 

Astrozytoma oder GBM getestet (Larner et al., 1998). In dieser Studie wurden die 

hohen Dosen Lovastatin in Kombination mit der Strahlentherapie gut toleriert und 

zeigten keine limitierende Neurotoxizität auf. Auch in der Neurochirurgie konnten 

mit Hilfe der Behandlung mit hoch dosierten Statinen der Zelltod von Glioma-

Zellen induziert werden (Tapia-Pérez, Sanchez-Aguilar, & Schneider, 2010). 
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit sollten drei Fragestellungen experimentell 

bearbeitet werden. Diese drei Fragestellungen beziehen sich auf die Veränderung 

der Lipidhomöostase im Zusammenhang mit der Gerhirnalterung, mit der 

Pathophysiologie der Alzheimer Demenz und der Glioblastoma multiforme. 

 

1.9.1 Zielsetzung der Arbeit im Zusammenhang mit der Gehirnalterung 

Bei der Gehirnalterung finden zahlreiche molekulare Veränderungen statt, welche 

mit Schädigungen und Dysfunktionen von Synapsen, Axonen und Dendriten 

einhergehen. Die Rho-Familie der kleinen GTPasen spielt eine wichtige Rolle bei 

der neuronalen Homeostase und Signaltransduktion, da sie unter anderem das 

axonale Wachstum und die Synaptogenese regulieren. Bei den meisten Rho-

GTPasen erfolgt eine Prenylierung mit dem Isoprenoid GGPP. Die 

Geranylgeranylierung der Rho-GTPasen wird durch die 

Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I) katalysiert. Diese post-translationale 

Modifikation bedingt die Insertion der GTPasen in zelluläre Membranen, die für 

ihre Funktion benötigt wird. In vitro führt die Verringerung der GGPP Gehalte zu 

einer Reduktion prenylierter GTPasen. Und im eigenen Arbeitskreis konnte 

nachgewiesen werden, dass die Gehalte der beiden Isoprenoide FPP und GGPP 

in murinem Hirngewebe im Alter signifikant erhöht vorliegen. 

Aus diesem Grund liegt der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Untersuchung 

der Rho-GTPasen und deren Verteilung im Cytosol und den Membranen von 

Neuronen und murinem Hirngewebe. Zusätzlich sollten auch die Rab-GTPasen 

untersucht werden, deren Prenylierung durch die GGTase-II katalysiert wird. Als 

Modellsystem für die Untersuchung des Einflusses der Gehirnalterung auf die 

Gehalte von Rho- und Rab-GTPasen sollten männliche C57BL/6 Mäuse im Alter 

von 3 und 23 Monaten untersucht werden. Um Rückschlüsse auf die Aktivität und 

Funktionalität der Rho- und Rab-GTPasen zu erhalten sollte die zelluläre 

Lokalisation der Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 und auch der Rab-

GTPasen Rab3A und Rab11B analysiert werden. Für diese Analysen sollten 

neben dem Gesamthomogenat des Hirngewebes der Versuchstiere auch 

Präparationen von Membran- und Cytosol-Fraktionen herangezogen werden. Im 

Zuge dieser Arbeit sollte untersucht werden ob die Veränderung der Isoprenoide 

FPP und GGPP im gealterten murinen Gehirn die Konsequenz einer 

beeinträchtigten Funktion der GGTase-I und der GGTase-II darstellt.  
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Die pharmakologische Inhibition der GGTase-I mittels verschiedener spezifischer 

GGTase-I Inhibitoren sollte sowohl im Zellmodell der immortalisierten humanen 

neuroblastoma Zelllinie SH-SY5Y als auch im Tiermodell der NMRI Mäuse 

untersucht werden. 

 

Das natürlich vorkommende 7, 8-Dihydroxyflavon (7, 8-DHF) fungiert als hoch 

affiner selektiver TrkB-Rezeptor-Agonist und bewirkt die Dimerisierung und 

Autophosphorylierung des TrkB-Rezeptors und dadurch die Aktivierung 

nachgeschalteter Signalwege. Somit besitzt 7, 8-DHF die gleichen neurotrophen 

Eigenschaften wie BDNF. So vermittelt 7, 8-DHF das Überleben von Neuronen, 

deren Differenzierung, synaptische Plastizität und Neurogenese. 

Analog der Untersuchung des Einflusses der Gehirnalterung auf die Gehalte von 

Rho- und Rab-GTPasen sollte als Tiermodell für die Untersuchung des Einflusses 

des 7, 8-Dihydroxyflavons auf die Gehirnalterung männliche C57BL/6 Mäuse im 

Alter von 3 und 23 Monaten verwendet werden. Hierbei sollten die GGPP und 

Cholesterol-Gehalte untersucht werden. Die zelluläre Lokalisation der Rho-

GTPase Rac1 und der Rab-GTPase Rab3A sollten untersucht werden, um 

Rückschlüsse auf die Aktivität und Funktionalität dieser Rho- und Rab-GTPasen 

zu erhalten. Hierfür sollten neben dem Gesamthomogenat des Hirngewebes der 

Versuchstiere auch Präparationen von Membran- Fraktionen analysiert werden. 

 

1.9.2 Zielsetzung der Arbeit im Zusammenhang mit der Alzheimer Demenz 

Bei der amyloidogenen APP-Prozessierung spaltet zuerst die β-Sekretase das 

APP an seiner Ektodomäne, wobei ein N-terminales sekretiertes sAPPβ Fragment 

und ein membranständig C-terminales C99 Fragment entstehen. Bei der 

anschließenden heterogene Spaltung des C99 durch die γ-Sekretase entstehen 

extrazelluläre Aβ-Peptide verschiedener Länge und eine im Cytoplasma 

lokalisierte „APP intracellular domain“ (AICD). Die beiden Sekretasen β- und γ-

Sekretase sind maßgeblich bei der APP-Prozessierung beteiligt und für die 

Bildung des β-Amyloid-Peptids verantwortlich. Um den Zusammenhang zwischen 

der Funktion der beiden Sekretasen und der Lipidhomöostase der Isoprenoide 

FPP und GGPP zu untersuchen, sollten Analysen an untransfizierten und 

transfizierten menschlichen embryonalen Nierenzellen, den "Human Embryonic 

Kidney"-Zellen (HEK293) durchgeführt werden. Um den Einfluss von 
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unterschiedlichen endogenen Gehalten des Aβ1-42 zu evaluieren, sollten neben 

untransfizierten (ut) HEK293 Zellen auch die APP überexprimierenden HEK293-

APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw 

(APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht werden. 

Um den jeweiligen Einfluss der beiden Sekretasen β- und γ-Sekretase auf die 

Prenylierung verschiedener GTPasen zu analysieren, sollten der β-Sekretase-

Inhibitor VI und der γ-Sekretase-Inhibitor DAPT für die in vitro Untersuchungen 

verwendet werden. 

Um die Spezifität der inhibitorischen Wirkung und ihren Einfluss auf die 

Funktionalität der GTPasen zu evaluieren sollten neben den Rho-GTPasen Rac1, 

RhoA und Cdc42 zusätzlich die Gehalte der Ras-GTPase H-Ras und der Rab-

GTPase Rab3A im Gesamthomogenat, den Membran- und Cytosol-Präparationen 

der untransfizierten HEK293 Zellen, HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw 

Zellen untersucht werden.  

Außerdem sollte der Einfluss von exogenem oligomerisiertem Aβ auf die 

Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in untransfizierten 

HEK293 Zellen untersucht werden. 

 

 

1.9.3 Zielsetzung der Arbeit im Zusammenhang mit der Glioblastoma 
multiforme 

Veränderungen der Ras/Rho-vermittelten Signaltransduktion, wie dem Ras-Raf-

MEK-ERK Signalweg haben sich als zentraler Schritt in der molekularen 

Pathogenese der Glioblastoma multiforme (GBM) herausgestellt. Die 

Farnesyltransferase (FTase) katalysiert die Farnesylierung der Ras-GTPase H-

Ras, und die GGTase-I katalysiert die Geranylgeranylierung der Rho-GTPase 

Rac1. Diese post-translationale Prenylierung ermöglicht den kleinen GTPasen die 

Insertion in zelluläre Membranen. Diese Lokalisation ist wiederum für die 

transformierende Aktivität der kleinen GTPasen notwendig, mit breitgefächerten 

Folgen für die Weiterleitung von Signalen, die das Wachstum, die Differenzierung 

und Apoptose der Zellen bewirken. 

Ein Präkursor der beiden Isoprenoide FPP und GGPP im 

Cholesterinbiosytheseweg ist das Mevalonat, dessen Bildung von der 



Einleitung 

80 

Enzymaktivität der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)-Reduktase 

abhängt. Die HMG-CoA-Reduktase ist das Geschwindigkeits-bestimmende Enzym 

des Cholesterinbiosytheseweges. Statine sind Inhibitoren der HMG-CoA-

Reduktase, sie inhibieren die Proliferation und Migration von Gliomazellen und 

induzieren deren Apoptose in vitro und in vivo.  

Eine weitere vielversprechende Substanz ist der Perillylalkohol (POH), ein in der 

Natur vorkommendes Monoterpen, das in der Lage ist die FTase und die GGTase-

I zu inhibieren. In einer frühen klinischen Studie mit rezidivierenden GBM 

Patienten verlängerte die Behandlung mit POH die Lebenserwartung der Patienten 

um mehrere Monate. Jedoch ist der zugrunde liegende Mechanismus des POH 

ungeklärt.  

In der vorliegenden Arbeit sollten die Einflüsse von Lovastatin und POH auf die 

Gehalte der Isoprenoide FPP und GGPP und die Prenylierung der kleinen 

GTPasen H-Ras und Rac1 getestet werden um ihre Beteiligung über die Inhbition 

des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges auf onkogene Funktionen zu untersuchen. 

Für die Analysen sollten die beiden GBM Zellinien U87 und U343 herangezogen 

werden. Um die funktionellen Einflüsse der beiden Substanzen in den 

Glioblastoma multiforme Zellinien zu analysieren, sollte ihr Einfluss auf die 

Proliferation, die Migration und Invasion der Zellen untersucht werden. 
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2 Materialien 

 

2.1 Allgemeine Chemikalien 

 

Chemikalie      Hersteller/Bezugsquelle 

Acetonitril (ACN)     Carl Roth, Karlsruhe 

Acrylamid      Bio - Rad, München 

Agarose      Merck, Darmstadt 

All-trans-Retinsäure     Sigma Aldrich, München 

Ammoniumacetat     VWR International, Darmstadt 

Ammoniumhydroxid (NH4OH) 28-30%  Alfa Aesar, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat     Bio - Rad, München 

Amyloid-Beta Peptid     Bachem, Weil am Rhein 

Aprotinin      Sigma Aldrich, München 

Benzyl Alkohol     Fluka, Buchs 

β-Skretase-Inhibitor IV    Millipore, Schwalbach 

Bovine Serum Albumin (BSA)   Sigma Aldrich, München 

Brain derived neurotrophic factor (BDNF)  Peprotech, Hamburg 

Brij 35       Sigma Aldrich, München 

Cholesterol      Sigma Aldrich, München 

Complete ® Protease Inhibitor Cocktail  Roche Diagnostics GmbH,  

Mannheim 

D*-GCVLL (Dansyl gly-cys-val-leu-leu)  Calbiochem, Darmstadt 

D*-GCVLS (Dansyl gly-cys-val-leu-ser)  Calbiochem, Darmstadt 
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DAPT       Siagma Aldrich, München 

Dharmacon RNA Primer     Thermo Scientific, Bonn 

Dharmacon Solaris qPCR Master Mix  Thermo Scientific, Bonn 

7,8-Dihydroxyflavon     TCI Deutschland GmbH,  

Eschborn 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Merck, Darmstadt 

3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl- 

tetrazoliumbromid (MTT)    Sigma Aldrich, München 

1,4 - Dithioerythritol (DTT)    Sigma Aldrich, München 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium GlutaMAX  

(DMEM + GlutaMAX)     Invitrogen, Karlsruhe 

ECL Chemilumineszenz Reagenz   GE Healthcare, München 

ECL Prime Chemilumineszenz Reagenz  GE Healthcare, München 

Ethylendiamintetraessigsäure Natriumsalz (EDTA) Sigma Aldrich, München 

EGTA       Sigma Aldrich, München 

Ethanol (EtOH)     Merck, Darmstadt 

Farnesylpyrophosphat (FPP)    Sigma Aldrich, München 

Farnesyltransferase (FTase)    Jena Bioscience, Jena 

Fetales Kälberserum (FCS)    PAA Laboratories GmbH,  

       Pasching 

Gentamycin Sulfat (G418)    Invitrogen, Karlsruhe 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP)  Sigma Aldrich, München 

Geranylgeranyltransferase I (GGTase I)  Jena Bioscience, Jena 

GGTi 2133      Sigma Aldrich, München 

GGTi 286      Sigma Aldrich, München 
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L – Glutamin      Invitrogen, Karlsruhe 

Glutaraldehyd (Grade II) 25 %   Sigma Aldrich, München 

Glycin       Sigma Aldrich, München 

Halt TM Phosphatase Inhibitor Cocktail  Thermo Scientific, Bonn 

HEPES      Merck, Darmstadt 

n-Hexan      Merck, Darmstadt 

Hybond P PVDF Membran    GE Healthcare, München 

Hygromycin B      Invitrogen, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl)     Sigma Aldrich, München 

Kaliumhydroxid (KOH)    Sigma Aldrich, München 

Kristallviolett      Sigma Aldrich, München 

Leupeptin (Hemisulfatsalz)    Sigma Aldrich, München 

Lovastatin      MSD Sharp & Dohme GmbH,  

Haar 

Magermilchpulver     AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumchlorid (MgCl2)    Merck, Darmstadt 

2 – Mercaptoethanol     Bio – Rad, München 

Methanol (MeOH)     Merck, Darmstadt 

Milli-Q Wasser     Millipore, Schwalbach 

Minimum Essential Medium Eagle (MEM)  Sigma Aldrich, München 

Mitomycin C      Merck, Darmstadt 

Natriumazid (NaN3)     VWR International, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl)     Merck, Darmstadt 

Natriumdeoxycholat     Sigma Aldrich, München 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Bio – Rad, München 
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Natriumfluorid (NaF)     Sigma Aldrich, München 

Natriumhydroxid (NaOH)    Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat     Sigma Aldrich, München 

Natriumpyrophosphat     Sigma Aldrich, München 

Non-essential amino acids MEM (100x)  Invitrogen, Karlsruhe 

Novex 4 % Tris-Glycin Gele    Invitrogen, Karlsruhe 

Novex Tris – Glycin SDS Sample Buffer (2x) Invitrogen, Karlsruhe 

Novex Tris – Glycin Transfer Buffer (25x)  Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE Antioxidant     Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gradientengele  Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE MES SDS Running Buffer (20x)  Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE Reducing Agent (10x)   Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE Sample Buffer (4x)    Invitrogen, Karlsruhe 

NuPAGE Transfer Buffer (20x)   Invitrogen, Karlsruhe 

Octyl-β-D-glucopyranosid    Sigma Aldrich, München 

OptiMEM      Invitrogen, Karlsruhe 

Paraformaldehyd     Sigma Aldrich, München 

Penicillin/Streptomycin (PenStrep)   Invitrogen, Karlsruhe 

Pepstatin A      Sigma Aldrich, München 

(S) – (-) - Perillylalkohol (POH)   Sigma Aldrich, München 

Peroxidase (HRP) Konjugat    Bio-Rad, München 

Phosphate Buffered Saline (10x)   PAA Laboratories GmbH,  

       Pasching 

PhosStop ® Phosphatase Inhibitor   Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim 
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Piperazin-N,N`-bis(2-Ethansulfonsäure) (PIPES) Sigma Aldrich, München 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Sigma Aldrich, München 

Poly – L – Lysin     Sigma Aldrich, München 

Precision ProteinTM, Strep Tactin-Horse Radish  Bio-Rad, München 

Precision Plus, WesternCTM, Protein Standard Bio-Rad, München 

Pyruvat (Natriumsalz) MEM    Invitrogen, Karlsruhe 

Salzsäure (HCl)     Merck, Darmstadt 

Simvastatin      Merck, Darmstadt 

Simvastatin (Zocor ® 40 mg)    MSD Sharp & Dohme GmbH,  

Haar 

Super Signal ® West Femto    Thermo Scientific, Bonn 

TEMED      Bio – Rad, München 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  Sigma Aldrich, München 

Triton ® X - 100     Merck, Darmstadt 

Trypanblau      Sigma Aldrich, München 

Trypsin - EDTA (1x)     Invitrogen, Karlsruhe 

Tween 20      Sigma Aldrich, München 

Urea       GERBU Biotechnik GmbH, 

Gaiberg 

Vitaminlösung MEM (100x)    Invitrogen, Karlsruhe 

Zinkchlorid (ZnCl2)     Merck, Darmstadt 
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2.2 Geräte und Materialien 

2.2.1 Materialien 

Name       Hersteller/Bezugsquelle 

Combitips®      Eppendorf, Hamburg 

Deckgläschen Superior     Merck Eurolab GmbH, Frankfurt 

Falcon-Röhrchen (15 & 50ml)   Greiner, Frickenhausen 

HPLC Ascentis ® Express C18 RP 

(100 x 2.1 mm, 2.7 µm)    Sigma Aldrich, München 

HPLC Security guard column C18 

(4 x 2.0 mm)      Phenomenex, Aschaffenburg 

Kryoröhrchen Modell Cyro-S (2ml)   Greiner, Frickenhausen 

sterile Zellkulturflaschen mit Filtertop  

(75 cm2 & 175cm2)     Greiner, Frickenhausen 

sterile Kunststoff-Pipettenspitzen  

(5 ml, 10 ml & 25 ml)     Greiner, Frickenhausen 

Mikrotiterplatten (96 well)     Greiner, Frickenhausen 

sterile Mikrotiterplatten (6 well, 24 well & 96 well) Greiner, Frickenhausen 

Oasis® HLB 3cc (60 mg) Flangeless 

Cartidges      Waters, Eschborn 

Parafilm      Roth, Karlsruhe 

Pasteurpipetten     Merck, Darmstadt 

Pipettenspitzen (10 µl, 200µl & 1000 µl)  Greiner, Frickenhausen 

PVDF-Membran      GE Healthcare, München 

       & Roth, Karlsruhe 

Nitrozellulose-Membran    GE Healthcare, München 

Reaktionsgefäße (200µl, 1.5 & 2 ml)   Greiner, Frickenhausen 

Zentrifugenröhrchen     Beckmann, München  
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2.2.2 Geräte 

Name       Hersteller/Bezugsquelle 

Autoflow, Hera Safe, Heraeus HS18   Heraeus-Instruments, Hanau 

Bio-Rad Chemidoc XRS System   Bio-Rad Laboratories, München 

Bio-Rad iQ5 Multicolor Real Time PCR  Bio-Rad Laboratories, München 

Branson Sonifier, Cell Disrupter B15   Branson Ultrasonics, Danbury 

Brutschrank CO2 Inkubator    Heraeus-Instruments, Hanau 

Elektrophoresekammer 

Novo Mini Cell X-Cell Sure LockTM   Invitrogen, Karlsruhe 

ELISA-Reader Digiscan    ASYS Hitech, Eugendorf (AUT) 

Eppendorf Thermomixer comfort   Eppendorf, Hamburg 

Eppendorf-Rack      Roth, Karlsruhe 

Fluoreszenzspektrometer SLM 

Aminco Bowman Series 2    SLM Instruments, Urbana 

Feinwaage AB204 & AT 261    Mettler, Gießen 

Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse E800  Nikon, München 

Gefrierschränke (-20°C)    Liebherr-Hausgeräte GmbH, 

Ochsenhausen 

Gefrierschrank (-80°C)    Heraeus, -Instruments, Hanau 

Gekühlte Kondensationsfalle    Savant/Thermo Scientific, Bonn 

HPLC       Jasco, Gross-Umstadt 

HPLC DG-1580-53 Degaser    Jasco, Gross-Umstadt 

HPLC LG-980-02 Binary sonvent mixer  Jasco, Gross-Umstadt 

HPLC PU-980 Pump     Jasco, Gross-Umstadt 

HPLC AS-851 Autosampler    Jasco, Gross-Umstadt 
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HPLC Column thermostat    W.O. electronics,  

       Langenzersdorf 

HPLC Gilson 122 Fluorometer   Gilson, Middleton (USA) 

Inkubator, GFL 4010     GFL, Burgwedel 

Kühlzentrifuge Modell GS-6R   Beckmann, München 

Kühlzentrifuge Modell J2-HS    Beckmann, München 

Kühlzentrifuge Mikrofuge R    Beckmann, München 

Laminar Flow Bank, Hera Safe   Thermo Scientific, Bonn 

Magnetrührer Modell Variamag    Mono, München 

Manifold (24 Positionen)    Macherey - Nagel, Düren 

Multipipette       Eppendorf, Hamburg 

Nanodrop 100 Spektrometer    Thermo Scientific, Bonn 

Neubauer-Zählkammer    LO-Laboroptik Ltd., Lancing 

(UK) 

Odyssey Infrared Imaging System   LI-COR Biosciences, Bad  

       Homburg 

pH-Meter Modell CG825    Schott, Hofheim 

Pipetten       Eppendorf, Hamburg 

Pipetus®-Classic     Hirschmann, Frankfurt 

Potter mit Teflonpistell    Braun, Melsungen 

Pottergläschen (5ml)     Braun, Melsungen 

Quarzküvette Modell 101-QS 10mm   Helma, Mühlheim 

Savant SC210A SpeedVac Concentrator  Savant/Thermo Scientific, Bonn 

Sonifier, Cell Disrupter B15    Branson, Danbury (USA) 

Ultraschallbad Sonorex Super RK510H  Schalltec, Mörfelden-Waldorf 

Ultrazentrifuge Modell l8-70M   Beckmann, München 
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Vakuumpumpe, Diaphragmapumpe   Vaccubrand, Wertheim 

VictorTM X3 2030 Multilabel Reader   Perkin Elmer, Rodgau- 

Jügesheim 

Vortexer Modell Vortex-Genie 2   Roth, Karlsruhe 

Wasserbad (mit Schüttelfunktion), GFL 1083 GFL, Burgwedel 

Zentrifugen-Rotoren 

(JA-20.1, 70.1 Ti, SW-41, F241.5)   Beckmann, Münche 

 

 

2.2.3 Software 

Name       Hersteller/Bezugsquelle 

Borwin 1.50      Jasco, Gross-Umstadt 

GraphPad Prism 5.0     GraphPad Software, La Jolla 

(USA) 

MS Office Professional Plus 2007   Microsoft, Redmond (USA) 

MS Office 2011     Microsoft, Redmond (USA) 

Image Lab 4.0      Bio-Rad Laboratories, München 

ImageJ 1.45s      NIH, Bethesda (USA) 

Reference Mamager Mendeley 1.10.1  Mendeley Inc., New York (USA) 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) NCBI, Bethesda (USA) 

Primer3 4.0.0      MIT, Massachusetts (USA) 
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2.3 Western Blot Antikörper 

2.3.1 Primärantikörper  

Primärantikörper kDa Hersteller/Bezugsquelle Katalognummer 

anti-BDNF 17 Santa Cruz, Heidelberg sc-546 

anti-Cdc42 20 Santa Cruz, Heidelberg sc-8401 

anti-ERK (anti-
p44/42 MAP kinase) 

42 Cell Signaling, Frankfurt 9102S 

anti-pERK (anti-
phospho–p44/42 
MAP kinase) 

42 Cell Signaling, Frankfurt 9101S 

anti-Flotillin-1 48 BD Biosciences, 
Heidelberg 

610820 

anti-FTase β subunit 45 Millipore, Schwalbach 09-121-MI 

 

anti-GAP43 48 Millipore, Schwalbach AB5220 

anti-GAPDH 38 Millipore, Schwalbach MAB374 

anti-GGTase I β 
subunit 

42 Santa Cruz, Heidelberg sc-18994 

anti-H-Ras 20 Santa Cruz, Heidelberg sc-520 

anti-Rab3A 31 Santa Cruz, Heidelberg sc-308 

anti-Rab11B 25 Santa Cruz, Heidelberg sc-133937 

anti-RabGDIα 50 Thermo Scientific/Pierce, 
Schwerte 

27498 

anti-Rac1 20 Santa Cruz, Heidelberg sc-95 

anti-RhoA 20 Santa Cruz, Heidelberg sc-418 

anti-RhoGDIα 26 Invitrogen, Karlsruhe 51-1000Z 

anti-Synaptophysin 38 Millipore, Schwalbach MAB5258 

anti-Tiam1 200 Santa Cruz, Heidelberg sc-872 

anti-TrkB 95; 145 Santa Cruz, Heidelberg sc-12 
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2.3.2 Sekundärantikörper 

Spezies Hersteller/Bezugsquelle 

Anti-Maus (1:2000) Calbiochem, Darmstadt 

Anti-Kaninchen (1:2000) Calbiochem, Darmstadt 

Anti-Ziege (1:2000) Santa Cruz, Heidelberg 

IR Dye 800 CW anti- Maus (1:15000)  LI-COR Biosciences, Bad Homburg 

 

 

2.4 Kits 

Name Hersteller/Bezugsquelle Katalognummer 

Aβ(1-40) ELISA Invitrogen, Karlsruhe KHB3482 

Aβ(1-42) ELISA Invitrogen, Karlsruhe KHB3442 

CHOL Cholesterol 
CHOD-PAP 

Roche/Hitachi GmbH, 
Mannheim 

12016630122 

BD Bio CoatTM 
Matrigel Invasion 
Chamber 

BD Bioscience, 
Heidelberg 

B4-LB-354480 

354480 

 

Pierce® BCA Protein 
Assay Kit 

Thermo Scientific, Bonn 23225 

MTT-Kit (Cell 
Proliferation Kit I) 

Roche/Hitachi GmbH, 
Mannheim 

11465015001 

 

ChargeSwitch® Kit Invitrogen, Karlsruhe CS14010 

Verso cDNA 
synthesis® Kit 

Thermo Scientific, Bonn AB1453A 
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2.5 Zelllinien 

Zelllinie Hersteller/Bezugsquelle 

SH-SY5Y-ut Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

SH-SY5Y-Mock Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

SH-SY5Y-APP695wt Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

HEK293-ut Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

HEK293-APP695wt Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

HEK293-APPsw Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe Universität 
Frankfurt (Deutschland) 

HA (humane Astrozyten) (#ATCC-
CRL-8621) 

Institut für Klinische Pharmakologie, 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main 
(Deutschland) 

U87 (#ATCC-HTB-14) Institut für Klinische Pharmakologie, 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main 
(Deutschland) 

U343 (#ATCC-LN-229) Institut für Klinische Pharmakologie, 
Universitätsklinikum Frankfurt am Main 
(Deutschland) 
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2.6 Biologische Proben 

Probe/Spezies Bezugsquelle 

Humane Hirn-Proben Human Brain and Spinal Fluid Center, 
Los Angeles (USA) 

C57BL/6- Mäuse Centre d`Èlevage  R.Janvier, St 
Berthevin Cedex (Frankreich) 

NMRI Mäuse Charles River, Sulzbach (Deutschland)  

 

 

2.7 Lösungen und Puffer 

 

2.7.1 PBS-Puffer 

Das PBS-Pufferkonzentrat (10x) wurde mit Millipore-Wasser verdünnt und vor 

jeder Verwendung  wurde der pH-Wert von 7.4 bei 4°C eingestellt. Der Puffer 

wurde bei 4°C gelagert. 

Für die Verwendung in der Zellkultur wurden sterile Bedingungen berücksichtigt. 

 

2.7.2 Tris-HCl-Puffer 

Puffer I    Tris-HCl 5 mM, pH = 7.4 

Puffer II    Tris-HCl 50 mM, pH = 7.4 

Puffer III    Tris-HCl 100 mM, pH = 8.5 

 

2.7.3 Lösungen für die Cholesterin-Bestimmung 

Emulgatorlösung   15% Brij35 in Puffer I 

 

2.7.4 Lösungen für Isolierung der Isoprenoide aus Zellen 

Extraktions-Mix I   1-Butanol / NH4OH / EtOH  4 : 5 : 11 

(v/v/v)  
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2.7.5 Lösungen für die Isolierung der Isoprenoide aus Gewebe 

Extraktions-Mix II (für Extrelut ®)  1-Butanol / H2O / NH4OH   10 : 2 : 1 

(v/v/v) 

Extraktions-Mix III (für SPE)  n-Hexan / 2-Propanol / NH4OH 12 : 7 : 1 

(v/v/v) 

 

2.7.6 Lösungen und Puffer für die Probenderivatisierung der Isoprenoid-
Bestimmung mittels HPLC 

Die Zusammensetzung der Lösungen und Puffer basieren auf den Angaben von 

Hooff et al. (Hooff, Volmer, Wood, Müller, & Eckert, 2008)) und wurden 

entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen adaptiert. 

 

2.7.6.1 Lösung zur Verdünnung der Isoprenoid-Standardkonzentrationen 
Verdünnungslösung I   MeOH / 10 mM NH4OH  7 : 3 (v/v) 

 

2.7.6.2 Enzymverdünnungen für die Probenderivatisierung 
FTase     100 ng/µl Puffer II 

GGTaseI    100 ng/µl Puffer II 

 

2.7.6.3 Dansyl-Peptid-Verdünnungen für die Probenderivatisierung 
FPP Substrat D*-GCVLS  45 µM in Puffer II 

GGPP Substrat D*-GCVLL  45 µM in Puffer II 
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2.7.6.4 Reaktionspuffer 
   1,4 - Dithioerythritol   0.2 mM 

MgCl2     20 mM 

ZnCl2     40 µM 

Octyl-β-D-glucopyranosid  1.37 mM 

Tris-HCl (pH = 7.4)   50 mM 

 

2.7.6.5 Stop-Lösung 

Stop-Lösung    ACN / 10% HCl   10 : 1 

(v/v) 

Die Stop-Lösung wurde verwendet um die enzymatische Probenderivatisierung 

der Isoprenoide zu terminieren. 

 

2.7.7 Eluenten für die Isoprenoid-Bestimmung mittels HPLC  

Die Zusammensetzung der Eluenten basieren auf den Angaben von Hooff et al. 

(Hooff et al., 2008)) und wurden entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen 

adaptiert. 

 

 

2.7.7.1 Eluent A 

    60 % (v)  20 mM  

       Ammoniumacetat in  

        Millipore-H2O 

     40 % (v)  ACN 

2.7.7.2 Eluent B 

    10 % (v)  20 mM  

       Ammoniumacetat in  

        Millipore-H2O 

     90 % (v)  ACN 
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2.7.8 Puffer und Lösungen für die Western Blot-Analyse 

2.7.8.1 TBST-Lösung (1x) 
   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 2.42 g 

     NaCl     8 g 

     Tween 20    0.5 ml 

     HCl (konz.)    13 ml 

     H2O-Millipore    ad 1 Liter 

Der pH-Wert wurde bei Raumtemperatur auf pH = 7.4 eingestellt. 

 

2.7.8.2 Laufpuffer     

NuPage MES SDS  

running buffer (20x)   50 ml 

     H2O-Millipore    950 ml 

     NuPage Antioxidant   1 ml 

 

2.7.8.3 NuPAGE Transferpuffer (1 Gel) 
NuPage transfer buffer  50 ml 

     Methanol    100 ml 

     H2O-Millipore    850 ml 

     NuPage Antioxidant   1 ml 

 

2.7.8.4 NuPAGE Transferpuffer (2Gele)  
NuPage transfer buffer  50 ml 

     Methanol    200 ml 

     H2O-Millipore    750 ml 

     NuPage Antioxidant   1 ml 
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2.7.8.5 Novex Transferpuffer 
  Novex Tris – Glycine transfer buffer 40 ml 

     Methanol    200 ml 

     H2O-Millipore    760 ml 

     NuPage Antioxidant   1 ml 

 

2.7.8.6 Blocker-Lösung    
fettfreies Milchpulver   750 mg 

     H2O-Millipore    10 ml 

 

2.7.8.7 Natriumazid-Lösung   
NaN3 in H2O-Millipore  2 % (m/v) 

Die Natriumazid-Lösung wurde verwendet um die Verdünnungen der 

Primärantikörper zu konservieren und das Wachstum von Mikroorganismen zu 

verhindern. 

 

2.7.8.8 Lösung für die Primärantikörperverdünnung 
Lösung I    BSA    100 mg 

     NaN3    0.02 % (m/v) 

     TBST (1x)   10 ml 

 

2.7.8.9 Lösung für die Sekundärantikörperverdünnung  
Lösung II    Sekundärantikörper  1,5 µl 

     Strep-Tactin-HRP-Konjugat 1,5 µl 

     TBST (1x)   3 ml 

Alle Sekundärantikörper wurden 1:2000 verdünnt, soweit es nicht anders vermerkt 

ist (siehe Tabelle Sekundärantikörper). 
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2.7.9 Puffer für die Trennung von Membran- und cytosolischer Fraktion aus 
Zellen  

Die Zusammensetzung der Puffer basieren auf den Angaben von Ostrowski et al. 

(Ostrowski et al., 2007) und wurden entsprechend der nachfolgenden 

Beschreibungen adaptiert. 

 

 

2.7.9.1 Relaxationspuffer 
   KCl    100 mM 

NaCl    3 mM 

MgCl2    3.5 mM 

EDTA    1 mM 

PIPES    10 mM 

Der pH-Wert wurde bei 4°C auf pH = 7.3 eingestellt. 
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2.7.10 Puffer für die Trennung von Membran- und cytosolischer Fraktion aus 
Hirngewebe  

Die Zusammensetzung der Puffer basieren auf den Angaben von Ma et al. (Ma et 

al., 2008) und wurden entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen adaptiert. 

 

2.7.10.1 Puffer IV 

    Triton X-100   0.5% (m/v) 

Natriumdeoxycholat   0.5% (m/v) 

SDS    0.5% (m/v) 

EDTA    1 mM 

NaF     5 mM 

Urea    6 M 

Leupeptin    10 µg/ml 

Pepstatin    10 µg/ml 

PMSF    100 µM 

Aprotinin in PBS (1x)  3 µg/ml 

Natriumpyrophosphat  2.5 mM 

aktiviertes Natrium- 

orthovanadat in PBS (1x)  1 mM 

Der pH-Wert wurde bei 4°C auf pH = 7.3 eingestellt. 

 

2.7.11 Puffer für die Präparation der cytosolischen Fraktion zur Bestimmung 
der GGTase-Aktivität aus Zellen oder Hirngewebe  

Die Zusammensetzung der Puffer basieren auf den Angaben von Goossens et al. 

(Goossens, Deweer, Pommery, Hénichart, & Goossens, 2005) und wurden 

entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen adaptiert. 
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2.7.11.1 Puffer V (Puffer für die Präparation der cytosolischen Fraktion) 
    HEPES   0.1 M 

     MgCl2    25 mM 

     1,4 – Dithioerythritol  10 mM 

Der pH-Wert wurde bei 4°C auf pH = 7.4 eingestellt. 

 

2.7.11.2 Puffer zur Bestimmung der GGTase-Aktivität aus Zellen oder 

Hirngewebe mittels Fluoreszenzspektrometer  
 

GGTase-Aktivitäts-Assay-Puffer 1,4 – Dithioerythritol  5 mM 

     MgCl2    12 mM 

     ZnCl2    12 µM 

Octyl-β-D-glucopyranosid 0.2 % (m/v) 

     Tris-HCl (pH = 7.4)  50mM 

     D*-GCVLL   4 µM 

     GGPP    6 µM 

 

2.7.12 Lösungen für den MTT-Assay 

MTT-Reagenz    MTT in PBS (1x)  5 mg/ml 

Solubilisierungslösung  SDS in 0.01 M HCl  10 % (m/v) 

 

2.7.13 Lösungen für den Kristallviolett-Assay 

Glutaraldehyd-Lösung  Glutaraldehyd in PBS (1x) 0.1 % (m/v) 

Kristallviolett-Lösung   Kristallviolett in PBS (1x) 0.1 % (m/v) 

Detergenz-Lösung   Triton X-100 in PBS (1x) 0.2 % (v/v) 
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2.8 Zellkultur-Medien 

2.8.1 SH-SY5Y-Zellen 

2.8.1.1 SH-SY5Y-ut (untransfiziert) 
MEM    500ml 

FCS    50 ml 

L-Glutamin   5 ml 

P/S    3 ml 

 

2.8.1.2 SH-SY5Y-APP695wt (APP695-transfiziert) 
DMEM + GlutaMAX  500 ml 

FCS    5 ml 

nicht-essentielle AS   5ml 

MEM Vitamine  5 ml 

Pyruvat   5 ml 

P/S    3 ml 

Hygromycin B   3 ml 
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2.8.2 HEK293-Zellen 

2.8.2.1 HEK293-ut (untransfiziert) 
DMEM + GlutaMAX  500 ml 

FCS    5 ml 

P/S    3 ml 

 

2.8.2.2 HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert) 
DMEM + GlutaMAX  500 ml 

FCS    5 ml 

P/S    3 ml 

G418 (400 µg/ml)  1ml 

 

2.8.2.3 HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert) 
DMEM + GlutaMAX  500 ml 

FCS    5 ml 

P/S    3 ml 

G418 (400 µg/ml)  1ml 

 

 

2.8.3 Humane Astrozyten 

     MEM    500 ml 

     FCS    50 ml 

     P/S    3 ml 
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2.8.4 Glioblastoma-Zelllinien 

2.8.4.1 U87  
     DMEM    500 ml 

     FCS    50 ml 

     L-Glutamin   5 ml 

     P/S    3 ml 

 

2.8.4.2 U343 
     DMEM + GlutaMAX  500 ml 

     FCS    50 ml 

     L-Glutamin   5 ml 

     P/S    3 ml 

 

2.8.5 Medium zum Einfrieren von Zellen 

Zum Einfrieren der Zellen wurde für alle Zelllinien ein Einfrier-Medium mit 

folgender Zusammensetzung verwendet. 

Einfrier-Medium: 

     20ml DMEM + GlutaMAX 40 % (v) 

FCS    50 % (v) 

DMSO  (steril filtriert)  10 % (v) 
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2.8.6 Medium für die Zell-Behandlung mit Inhibitoren oder Modulatoren 

Zur Behandlung der Zellen wurde für alle Zelllinien ein Medium mit folgender 

Zusammensetzung verwendet. 

 

OptiMEM   500 ml 

P/S    3 ml 

 



Methoden 

 105 

3 Methoden 

3.1 Zellkultur - Methoden 

3.1.1 Passagieren 

3.1.1.1 SH-SY5Y-Zellen 

Das Passagieren erfolgte bei den SH-SY5Y-ut (untransfiziert), SH-SY5Y-Mock 

(Leervektor-transfiziert) und SH-SY5Y-APP695wt (APP695-transfiziert) – Zellen 

auf die gleiche Art und Weise. Bei einer konfluenten Zelldichte von ca. 90 % wurde 

das vorhandene Medium abgesaugt und die Zellen mit sterilem PBS gewaschen. 

Danach wurde das PBS (1x) abgesaugt und 37°C warmes Trypsin auf die Zellen 

gegeben. Sobald die Zellen begannen sich abzulösen wurde sofort das 

entsprechende Kulturmedium zugegeben, um die Wirkung von Trypsin zu stoppen. 

Die Zellen wurden nun 10 Mal vereinzelt und in der gewünschten Verdünnung in 

eine neue Kulturflasche ausgesät.  

 

3.1.1.2 HEK293-Zellen 

Das Passagieren erfolgte bei den HEK293-ut (untransfiziert), HEK293-APP695wt 

(APP695-transfiziert) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert) – Zellen auf die 

gleiche Art und Weise. Bei einer konfluenten Zelldichte von ca. 90 % wurde das 

vorhandene Medium abgesaugt und und neues Medium auf die Zellen gegeben. 

Die Zellen wurden nun 10 Mal vereinzelt und in der gewünschten Verdünnung in 

eine neue Kulturflasche ausgesät.  

 

3.1.1.3 Humane Astrozyten 

Bei einer konfluenten Zelldichte von ca. 90 % wurde das vorhandene Medium 

abgesaugt und die Zellen mit sterilem PBS (1x) gewaschen. Danach wurde das 

PBS (1x) abgesaugt und 37°C warmes Trypsin auf die Zellen gegeben. Sobald die 

Zellen begannen sich abzulösen wurde sofort das entsprechende Kulturmedium 

zugegeben, um die Wirkung von Trypsin zu stoppen. Die Zellen wurden nun 10 

Mal vereinzelt und in der gewünschten Verdünnung in eine neue Kulturflasche 

ausgesät.  
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3.1.1.4 Glioblastoma-Zelllinien 
 

U87  

Bei einer konfluenten Zelldichte von ca. 90 % wurde das vorhandene Medium 

abgesaugt und 37°C warmes Trypsin auf die Zellen gegeben. Sobald die Zellen 

begannen sich abzulösen wurde sofort das entsprechende Kulturmedium 

zugegeben, um die Wirkung von Trypsin zu stoppen. Die Zellen wurden nun 10 

Mal vereinzelt und in der gewünschten Verdünnung in eine neue Kulturflasche 

ausgesät.  

 

U343 

Bei einer konfluenten Zelldichte von ca. 90 % wurde das vorhandene Medium 

abgesaugt und die Zellen mit sterilem PBS (1x) gewaschen. Danach wurde das 

PBS (1x) abgesaugt und 37°C warmes Trypsin auf die Zellen gegeben. Sobald die 

Zellen begannen sich abzulösen wurde sofort das entsprechende Kulturmedium 

zugegeben, um die Wirkung von Trypsin zu stoppen. Die Zellen wurden nun 10 

Mal vereinzelt und in der gewünschten Verdünnung in eine neue Kulturflasche 

ausgesät.  

 

3.1.2 Einfrieren 

Das Einfrieren der Zellen erfolgte für alle verwendeten Zelllinien gleichermaßen. 

Die Zellen wurden bei Passage 2 und einer Konfluenz von ca. 90 % von der 

Kulturflasche abgelöst und in einem sterilen Falcon (15 ml) bei 1000 rpm für 3 

Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der resultierte Überstand wurde 

abgesaugt. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml 4°C temperiertem Einfrier-

Medium resuspendiert und in ein Kryoröhrchen überführt. Die Zellen wurden in 

einer Einfrierbox für 24 Stunden bei -80°C gelagert und danach in den 

Stickstofftank, der mit flüssigem Stickstoff gefüllt ist, überführt. 
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3.1.3 Auftauen 

Das Auftauen der Zellen wurde für alle verwendeten Zelllinien auf die gleiche Art 

und Weise durchgeführt. Die Kryoröhrchen wurden aus dem flüssigen Stickstoff 

entnommen und auf Raumtemperatur erwärmt. Sofort nach dem Auftauen der 

Zellsuspension wurde diese in ein Falcon, das 37°C temperiertes Medium enthielt, 

überführt und bei 1000 rpm für 3 Minuten bei Raumpemperatur zentrifugiert. Der 

entstandene Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Medium 

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine Zellkulturflasche mit frischem 

Medium ausgesät. 

 

3.1.4 Zellernte 

Das Ernten der Zellen wurde für alle verwendeten Zellen in gleicher Weise 

bewerkstelligt. Zuerst wurde das alte Kulturmedium abgesaugt und die Zellen in 

4°C temperiertem unsterilem PBS (1x) von der Kulturflasche abgelöst und 

vereinzelt. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon (15 ml) überführt und bei 1000 

rpm für 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der enstandene Überstand 

wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml unsterilem PBS (1x) mit Complete ® 

Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette in 50 ml 1x PBS) aufgenommen und in ein 

Reaktionsgefäß überführt. Bei 1000 rpm wurde nun erneut für 10 Minuten und 4°C 

zentrifugiert. Das resultierte Zellpellet wurde nun bei -80°C eingefroren oder direkt 

für die entsprechende Analyse verwendet. 

 

3.1.5 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das alte Kulturmedium abgesaugt und die 

Zellen mit frischem Medium von der Kulturflasche abgelöst und vereinzelt. Die 

Zellsuspension wurde in ein Falcon (15 ml) überführt und bei 1000 rpm für 5 

Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde 

abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml frischem Medium resuspendiert. 10 µl dieser 

Zellsuspension wurden mit 90 µl 0.4 % (m/v) Trypanblau-Lösung vermischt. Von 

dieser Lösung wurden 10 µl in einer Neubauer-Zählkammer unter dem 

Lichtmikroskop ausgezählt. 
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3.1.6 Präparation des Kulturmediums für die Aβ-Bestimmung 

Zur Bestimmung von sekretiertem Aβ1-40 bzw. Aβ1-42 wurde das Serum-freie 

Kulturmedium nach 24h Sekretion entnommen, mit 1 µM PMSF versetzt und bei -

20 °C gelagert. 

 

3.1.7 Inhibitor-Inkubationsprotokolle 

Für die Behandlung der verschiedenen Zelllinien mit Inhibitoren und Modulatoren 

des Mevalonat-Weges muss eine Beeinflussung der zellulären Cholesterin-

Homöostase durch exogenes Cholesterol ausgeschlossen werden. In den 

standardmäßig verwendeten Kulturmedien für die jeweiligen Zelllinien ist FCS 

enthalten, welches von den Zellen aufgenommen werden kann um ein 

Cholesterin-Defizit zu kompensieren. Aus diesem Grund wurde für die Inkubation 

mit verschiedenen Inhibitoren und Modulatoren des Mevalonat-Weges das Serum-

freie OptiMEM, lediglich mit dem Zusatz von Penicillin/Streptomycin, verwendet.  

 

Inhibitoren und Modulatoren 

Inhibitoren 

Name Enzymtarget Lösungsmittel Konzentration 

GGTI 2133 Geranylgeranyltransferase I DMSO 10 µM; 25 µM 

GGTI 286 Geranylgeranyltransferase I DMSO 2 µM 

Lovastatin HMG-CoA-Reduktase EtOH 10 µM 

Perillylalkohol Farnesyltransferase EtOH 250 µM 

DAPT γ-Sekretase DMSO 1 µM 

β-Sekretase-
Inhibitor IV 

β-Sekretase DMSO 1 µM 
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Modulatoren 

Oligomerisierung des Amyloid-Beta Peptids 

Die Oligomerisierung des Amyloid-Beta Peptids wurde angelehnt an die Methode 

von Cernescu et al. (Cernescu et al., 2012) durchgeführt.  

Das Amyloid-Beta Peptid wurden als lyophilisiertes Pulver bis zur Verwendung bei 

-20°C gelagert. Das Resuspedieren erfolgte auf Eis und unter Verwendung von 

gekühlten Materialien, um eine vorzeitige Aggregation zu verhindern. Um die 

Oligomerisierung der Peptide zu erreichen wurde 1mg des lyophilisierten Pulvers 

in 200µl HFIIP gelöst, da HFIIP die alpha-helikale Strukture stabilisiert und 

dadurch die Ausbildung von Oligomeren begünstigt. Die erhaltene Stammlösung 

von 500µM wurde in Aliquoten à 10µl in Eppendorfgefäße aufgeteilt und bei -20°C 

gelagert. 24 Stunden vor Beginn der geplanten Inkubation wurde der Peptidfilm in 

2µl DMSO resuspendiert und mit Millipore-H2O auf eine Konzentration von 100µM 

eingestellt. Der Ansatz wurde dann für 24 Stunden bei 4°C inkubiert. 

 

 

Inkubationszeiten 

Die Inhibitoren und Modulatoren wurden bei 37°C und 5% CO2 je nach Substanz 

für die folgende Dauer inkubiert: 

Name    Dauer und Bedingung der Inkubation  

GGTI 2133   48h Behandlung an folgenden Zeitpunkten: 0h, 24h 

Lovastatin   24h Einmal-Behandlung 

DAPT    24h Einmal-Behandlung 

β-Sekretase-Inhibitor IV 24h Einmal-Behandlung 

Oligomerisiertes Aβ  24h Einmal-Behandlung 
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3.2 Biologische Proben 

3.2.1 Humane Hirn-Proben von Patienten mit Alzheimer Demenz  

Die humanen post mortem Hirn-Proben stammen von dem Human Brain and 

Spinal Fluid Center (HBSFRC, Los Angeles, USA). Die Proben wurden auf 

Trockeneis verschickt und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Für die Präparation 

bestimmter Hirnregionen wurde das Hirn auf Eis seziert und anschließend 

entsprechend der Verwendung je nach Analyse aufgearbeitet.  

Bei den humanen post mortem Hirn-Proben handelt es sich um Schnitte aus dem 

frontalen Kortex von männlichen Patienten mit Alzheimer Demenz und Kontrollen 

passenden Alters. Die männlichen Patienten mit Alzheimer Demenz waren bei 

Eintritt des Todes im Schnitt 80,4 ± 4,8 Jahre alt, die post mortem Intervalle lagen 

bei 16,5 ± 5,0 Stunden. Die männlichen Kontrollpersonen waren zum Zeitpunkt 

des Todes im Alter von 77,8 ± 3,5 Jahren und die post mortem Intervalle lagen bei 

15,0 ± 4,4 Stunden. Die Patienten wurden nach Eintritt des Todes anhand der 

Standards des Consortium to Establish a registry for Alzheimers Disease (CERAD) 

als neurologisch gesund oder als an Alzheimer Demenz erkrankt klassifiziert. Das 

CERAD hat bestimmte Standards etabliert, nach welchen die klinische Diagnose 

zur Klassifizierung des Schweregrades der Alzheimer Demenz bei Patienten 

erfolgt (Rossetti, Munro Cullum, Hynan, & Lacritz, 2010). 

 

3.2.2 Murine Hirn-Proben 

Versuchstierhaltung 

Die Mäuse wurden in Käfigen (Makrolon, Typ II, Altromin GmbH, Deutschland) 

gehalten, in jedem Käfig befand sich außer dem Einstreu eine Plastikröhre und 

Zellulosetücher. Die Haltung der Tiere erfolgte bei 23°C, einer konstanten relativen 

Luftfeuchtigkeit (45 bis 65%) und einem hell-dunkel-Zyklus von 12 Stunden. Futter 

(Standarddiät Ratte/Maus 1320, Altromin GmbH, Deutschland) und Wasser 

wurden ad libitum gefüttert. Einmal wöchentlich wurden die Käfige gewechselt, 

gereinigt und desinfiziert. Alle Experimente dieser Arbeit wurden in 

Übereinstimmung mit dem aktuellen Tierschutzgesetz (TierSchG) und den 

Leitlinien für die Unterbringung und Pflege von Tieren, die für Versuche und 

andere wissenschaftliche Zwecke verwendet werden (2007/526/EG) durchgeführt. 

Für die Experimente wurden nur gesunde Tiere eingesetzt, Tiere mit sichtbaren 
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Hautläsionen oder Tumoren wurden ausgeschlossen. Die Anzahl der verwendeten 

Versuchstiere wurde anhand des Studiendesigns und den statistischen 

Anforderungen festgelegt. Die Studien wurden nach dem Absolvieren der 

Trainings-Kurse entsprechend FELASA Kategorie B und C durchgeführt. 

 

C57BL/6 Mäuse 

Bei den C57BL/6 Mäusen handelt es sich um einen verbreiteten Inzucht-Stamm 

von Labor-Mäusen. 1921 wurden die C57BL/6 Mäuse von C.C. Little am Bussey 

Institute for Research in Applied Biology durch die Paarung des Weibchens N°57 

mit dem Männchen N°52 des kommerziellen Zuchtbetriebs von Miss Abby Lathrop 

in den USA entwickelt. Die Kolonie wurde in zwei Sub-Stämme geteilt, bevor 1937 

die beiden Stämme C57BL/6 und C57BL/10 resultierten. 1948 wurde der C57BL/6 

Stamm am Jackson Laboratory und 1951 an den National Institutes of Health 

eingeführt.  

Die Versuchstiere wurden von dem Centre d`Èlevage  R.Janvier, St Berthevin 

Cedex (Frankreich) bezogen. 

 

NMRI Mäuse (Naval medical research Institute Mäuse) 

Bei den NMRI Mäusen handelt es sich um einen verbreiteten Auszucht-Stamm 

von Labor-Mäusen. Die ursprüngliche Kolonie von Swiss Mäusen waren 

Auszuchtmäuse, die 1926 von Clara Lynch aus Lausanne in der Schweiz 

stammen. Diese wurden 1937 Poiley übersendet, durch Inzucht bis zu F51 wurden 

die sogenannten NIH/PI Mäuse erzeugt. Dann wurden die Tiere dem Naval 

Medical Research Institute übergeben. 1955 wurden sie bei der Bundes-

Forschungsanstalt für Viruskrankheiten und 1958 am Zentralinstitut für 

Versuchstierzucht in Hannover eingeführt. 

Die Versuchstiere wurden von Charles River, Sulzbach (Deutschland) bezogen. 

 

Altersstudie C57/Bl6 Mäuse 

Die Altersstudie wurde an C57BL/6 Mäusen durchgeführt. Die Versuchstiere 

wurden von dem Centre d`Èlevage  R.Janvier, St Berthevin Cedex (Frankreich) 

bezogen. Für diese Studie wurden männliche Tiere im Alter von 3 und 23 Monaten 

verwendet.  
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Fütterungsstudie mit 7,8 Dihydroxyflavon 

Kontroll-Lösung   0,2% Agarose in H2O 

7,8-Dihydroxyflavon-Lösung  75 mg 7,8-Dihydroxyflavon in 3 ml Kontroll-

Lösung 

 

Die Fütterungsstudie mit 7,8-Dihydroxyflavon wurde an C57BL/6 Mäusen 

durchgeführt. Die Versuchstiere wurden von dem Centre d`Èlevage  R.Janvier, St 

Berthevin Cedex (Frankreich) bezogen. Futter (Standarddiät Ratte/Maus 1320, 

Altromin GmbH, Deutschland) und Wasser standen den Versuchstieren während 

der gesamten Fütterungsstudie ad libitum zur Verfügung.  

Die Tiere wurden mit Hilfe einer Schlundsonde einmal täglich zur gleichen 

Tageszeit mit 100 mg 7,8-Dihydroxyflavon / kg Körpergewicht der Maus für 

insgesamt 21 Tage gavagiert. Die Tiere wurden vor jeder Fütterung gewogen und 

mit dem entsprechenden Volumen der 7,8-Dihydroxyflavon-Lösung gavagiert. Bei 

den Kontroll-Tieren wurde auf gleiche Weise die Kontroll-Lösung gavagiert. 

Während der gesamten Fütterungsstudie wurden die Gewichte der Versuchstiere 

einmal täglich ermittelt und protokolliert, um den körperlichen Zustand der Tiere zu 

überwachen. 
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Für diese Studie wurden männliche und weibliche Tiere im Alter von 3 und 23 

Monaten verwendet. Die Studie wurde in sechs Versuchstiergruppen unterteilt. 

Diese Versuchstiergruppen wurden nach den Kriterien Alter, Geschlecht und Art 

der Fütterung unterschieden und wurden wie folgt festgelegt: 

 

Versuchstiergruppe Alter Geschlecht Fütterung 

Gruppe 1 3 Monate männlich Kontroll-Lösung 

Gruppe 2 3 Monate weiblich Kontroll-Lösung 

Gruppe 3 23 Monate männlich Kontroll-Lösung 

Gruppe 4 23 Monate weiblich Kontroll-Lösung 

Gruppe 5 23 Monate männlich 7,8 Dihydroxyflavon-

Lösung 

Gruppe 6 23 Monate weiblich 7,8 Dihydroxyflavon-

Lösung 

 

 

3.2.3 Präparation von Gewebe 

Direkt nach der Tötung des Versuchstieres durch Überstrecken und der 

anschließenden Dekapitation wurde das Hirn auf Eis seziert und in die beiden 

Hemisphären (ohne Kleinhirn und Hirnstamm) geteilt, in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80°C bis zur Aufarbeitung gelagert. 

Alle anderen verwendeten Organe (Leber, Milz, Niere, Testes) wurden ebenfalls 

direkt nach der Tötung des Versuchstieres durch Überstrecken und der 

anschließenden Dekapitation entnommen, in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

bei -80°C bis zur Aufarbeitung gelagert. 
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3.3 Methoden zur biochemische Charakterisierung 

3.3.1 BCA Proteinbestimmung 

Der Gesamt-Proteingehalt wurde unter Verwendung des Pierce® BCA Protein 

Assay Kits (Thermo Scientific, Bonn) durchgeführt. Die Bestimmung basiert auf der 

Methode von Smith et al. (Smith et al.1985). Bei der zu Grunde liegenden 

Reaktion läuft im basischen Milieu die sogenannte Biuret-Reaktion statt, hierbei 

wird Cu2+ von den Proteinen (u.a. Cystein, Tryptophan, Tyrosin) stöchiometrisch 

zu Cu+ reduziert. Cu+ lagert sich in das 2,2`-Bichinolin-4,4`-dicarbonsäure-Molekül 

(bicinchoninic acid=BCA) ein und bildet einen violetten Farbkomplex, dessen 

Absorption bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen wird.  

Zur Quantifizierung wurde BSA (Bovines Serum Albumin) in den Konzentrationen 

0.1, 0.2, 0.33, 0.5 und 1.0 mg/ml als Standardsubstanz verwendet. In eine 96-well-

Platte (Sorensen et al., 1986) wurden jeweils 10 µl des verwendeten Puffers 

(Leerwert), der verschiedenen Standardkonzentrationen (0.1mg/ml bis 1.0 mg/ml 

BSA) und der zu bestimmenden Proben-Lösungen in der entsprechenden 

Verdünnung pipettiert. In jedes well wurden 200 µl Arbeitslösung (Kit-Reagenz A : 

Kit-Reagenz B; 50 : 1 (v/v)) des Pierce® BCA Protein Assay Kits (Thermo 

Scientific, Bonn) zupipettiert. Da die Biuret-Reaktion Zeit- und Temperatur-

abhängig verläuft, wurde die verwendete 96-well-Platte bei 37°C für 30 Minuten 

inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 570 nm 

mittels ELISA-Reader (Modell Digiscan, Firma HighTech) gemessen. Alle Werte 

wurden als Tripletts gemessen. 

 

3.3.2 Gesamtcholesterin-Bestimmung 

Der Gesamtcholesteringehalt wurde nach der CHOD – PAP - Methode 

(Cholesteroloxidase Peroxidase Aminophenazon Phenol-Methode) unter 

Verwendung der CHOL Cholesterol CHOD-PAP – Lösung (Roche/Hitachi GmbH, 

Mannheim) durchgeführt. Bei dieser Analyse werden Cholesterin-Ester durch die 

Cholesterin-Esterase in freies Cholesterin und Fettsäure gespalten. Das freie 

Cholesterin wird durch die Cholesterin-Oxidase (CHOD) unter Sauerstoff-

Verbrauch zu 4-Cholesten-3-on und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Katalysiert 

von der (Meerrettich-) Peroxidase (POD) bildet das entstandene 

Wasserstoffperoxid mit 4-Aminophenazon (PAP) und Phenol den roten Farbstoff 

4-(p-Benzochinonmonoimino)-phenazon. Die Farbintensität ist der Konzentration 
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an freiem Cholesterin direkt proportional und wird bei 492nm photometrisch gegen 

einen Leerwert gemessen. Als Standardsubstanz wurde Cholesterin in den 

Konzentrationen 50, 100, 200, 300 und 400 µg/ml verwendet. Alle Proben und 

Standards wurden als Tripletts gemessen. Es wurden 10µl Leerwert, Standard 

oder Probe in einer 96-well Platte aufgetragen.  Zur Erhöhung der Sensitivität 

wurde das Testmaterial zunächst für 15 Minuten mit 5µl einer 15%igen Brij35-

Lösung (nicht-ionische Emulgatorlösung) inkubiert. Im Anschluss wurden 200µl 

Kit-Reagenzlösung zupipettiert. Der Ansatz wurde für 60 Minuten bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert und anschließend bei 492nm 

mittels ELISA-Reader (Modell Digiscan, Firma HighTech) vermessen. Die 

erhaltenen Cholesterinwerte wurden auf den Proteingehalt der Probe normiert. 

 

3.3.3 Bestimmung von Aβ (1-42) mittels ELISA 

Die quantitative Bestimmung von Aβ (1-42) wurde mittels human Aβ 42 ELISA-Kit 

(Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt. Zur Bestimmung des sekretierten Aβ (1-42) 

wurden die Proben wie unter „Präparation des Kulturmediums für die Aβ-

Bestimmung“ beschrieben gesammelt. Die Durchführung des Assays erfolgte 

gemäß den Angaben des Herstellers. Die Absorption der entsprechenden 

Standards und Proben wurde hierfür bei 450 nm mittels VICTORTMX3 gemessen. 

Die erhaltenen Aβ (1-42)-Messwerte wurden auf den Proteingehalt der 

entsprechenden Zell-Probe normiert. 

 

3.3.4 Trennung von Membran – und cytosolischer Fraktion 

Trennung von Membran – und cytosolischer Fraktion aus Zellen 

Die Methode zur Trennung von Membran – und cytosolischer Fraktion aus Zellen 

basiert auf den Angaben von Ostrowski et al. (Ostrowski et al., 2007) und wurden 

entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen adaptiert. 

Nach dem Ernten der Zellen wurden sie lysiert, indem sie in Relaxationspuffer für 

15 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die Proben 

durch 10 Pulse am Sonifier homogenisiert und für 5 Minuten bei 500 g bei 4°C 

zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde anschließend bei 110000 g bei 

4°C für 60 Minuten in einer Beckmann – Ultrazentrifuge erneut zentrifugiert. Der 
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entstandene Überstand (cytosolische Franktion) wurde abgenommen und das 

Membran-Pellet in Relaxationpuffer resuspendiert (Membranfraktion). 

 

Trennung von Membran – und cytosolischer Fraktion aus Hirngewebe 

Die Methode zur Trennung von Membran – und cytosolischer Fraktion aus 

Hirngewebe basiert auf den Angaben von von Ma et al. (Ma et al., 2008) und 

wurden entsprechend der nachfolgenden Beschreibungen adaptiert. 

Das Hirngewebe wurde mittels Potter (Braun, Melsungen) bei 800 rpm auf Eis in 

Puffer II unter Zugabe von Halt® und Phosstop® Phosphatase – Inhibitor 

homogenisiert. Das Homogenat wurde unter Verwendung einer Beckmann – 

Ultrazentrifuge bei 100000 g und 4°C  für 20 Minuten zentrifugiert. Der 

entstandene Überstand (cytosolische Franktion) wurde abgenommen und das 

Pellet in Puffer IV resuspendiert. Nach 10 Pulsen am Sonifier wurde erneut in der 

Beckmann – Ultrazentrifuge bei 100000 g und 4°C  für 20 Minuten zentrifugiert um 

den Überstand (Membranfraktion) zu erhalten. 
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3.3.5 Western Blot – Analyse 

Probenvorbereitung 

Nach Bestimmung des Proteingehalts mittels BCA Proteinbestimmung wurden die 

zu analysierenden Proben auf den gewünschten Proteingehalt eingestellt und mit 

Puffer II wurden die Volumina der Proben auf ein einheitliches Volumen 

angeglichen. 

 

Elektrophorese und Transfer für Proteine bis zu 100 kDa 

Proteine mit einer Molekülmasse bis zu 100 kDa wurden unter Verwendung von 

NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gradientengelen und NuPAGE Sample Buffer (4x) 

aufgetrennt. Nach dem Einstellen der Proteinmenge wurden die Proben mit den 

entsprechenden Volumenteilen NuPAGE Sample Buffer (4x) und NuPAGE 

Reducing Agent (10x) versetzt und für 10 Minuten bei 95°C in einem Thermomixer 

inkubiert. Um die entstandenen Kondensationströpfchen vom Deckel des 

Probengefäßes wieder der Lösung zuzuführen, wurden die Proben bei 3000 rpm 

und 4°C kurz zentrifugiert. Je nach Antikörper wurden nun 10 bis 80 µg Protein je 

Probe in die Geltaschen des NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gradientengels pipettiert. 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das XCell IITMBlot 

Modul, Precision Plus WesternCTM Protein Standard und der Laufpuffer 

verwendet. Für die Sammelphase wurde an den Gelen eine elektrische Spannung 

von 60 Volt für 8 Minuten angelegt. Anschließend erfolgte die Trennphase bei 

einer Spannung von 190 Volt für 40 Minuten. 

Für den Transfer der Proteine wurde ebenfalls das XCell IITMBlot Modul und der 

NuPAGE Transferpuffer verwendet. Je nach Detektions-Methode wurden PVDF - 

oder Nitrozellulose – Membranen ausgewählt. Zum Aktivieren der PVDF – 

Membran wurde diese für 10 Minuten in Methanol eingelegt, die Nitrozellulose – 

Membran wurde für 10 Minuten in Millipore-Wasser aktiviert. Anschließend wurden 

die Membranen bei Raumtemperatur in Transferpuffer bis zur Verwendung 

eingeweicht. Der Transfer der Proteine auf die entsprechende Membran erfolgte 

unter Verwendung des Transferpuffers bei einer Spannung von 30 Volt für 90 

Minuten.  
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Elektrophorese und Transfer für Proteine bis zwischen 100 und 200 kDa 

Für die Elektrophorese von Proteine mit einer Molekülmasse zwischen 100 und 

200 kDa wurden unter Verwendung von Novex 4% Tris - Glycin Gele und Novex 

Sample Buffer (2x) verwendet. Nach dem Einstellen der Proteinmenge wurden die 

Proben mit den entsprechenden Volumenteilen Novex Sample Buffer (2x) und 

NuPAGE Reducing Agent (10x) versetzt und für 2 Minuten bei 85°C in einem 

Thermomixer inkubiert. Die entstandenen Kondensationströpfchen wurden bei 

3000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Danach wurden 20 µg Protein je Probe in die 

Geltaschen des Novex 4% Tris - Glycin Gels pipettiert. Zur elektrophoretischen 

Auftrennung der Proteine wurde das XCell IITMBlot Modul, Precision Plus 

WesternCTM Protein Standard und der Laufpuffer verwendet. Die Sammelphase 

erfolgte bei einer Spannung von 60 Volt für 8 Minuten, die darauffolgende 

Trennphase bei einer Spannung von 125 Volt für 60 Minuten.  

Für den Transfer der Proteine wurde das XCell IITMBlot Modul, der Novex 

Transferpuffer und PVDF – Membranen verwendet. Zum Aktivieren der PVDF – 

Membran wurde diese für 10 Minuten bei Raumtemperatur in Methanol und 

danach in Transferpuffer bis zur Verwendung eingelegt. Der Transfer der Proteine 

auf die Membran erfolgte bei einer Spannung von 25 Volt für 120 Minuten.  

 

Blocken 

Um unspezifische Bindungen des Primärantikörpers auf der Membran zu 

vermeiden wurde diese im Anschluss an den Transfer für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 10 ml Blocker-Lösung inkubiert. Danach 

wurde die Membran in Millipore-Wasser gewaschen und bis zur Inkubation mit 

dem Primär-Antikörper in TBST-Lösung (1x) bei 4°C gelagert. 

 

Inkubation mit dem Primärantikörper 

Folgende Primärantikörper wurden in den angegebenen Konzentrationen und 

Zeiten für die Inkubation der Membranen verwendet: 
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Primärantikörper Verdünnung Inkubationszeit Temperatur 

anti-BDNF 1 : 500 über Nacht 4°C 

anti-Cdc42 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-ERK 

(anti-p44/42 MAP kinase) 

1 : 2000 über Nacht 4°C 

anti-pERK 

(anti-phospho–p44/42 MAP 

kinase) 

1 : 2000 über Nacht 4°C 

anti-Flotillin-1 1 : 500 30 Minuten RT 

anti-FTase β subunit 1 : 4000 über Nacht 4°C 

anti-GAP43 1 : 5000 über Nacht 4°C 

anti-GAPDH 1 : 300 15 Minuten RT 

anti-GGTase I β subunit 1 : 5000 über Nacht 4°C 

anti-H-Ras 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-Rab3A 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-Rab11B 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-RabGDIα 1 : 1000 30 Minuten RT 

anti-Rac1 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-RhoA 1 : 1000 über Nacht 4°C 

anti-RhoGDIα 1 : 250 30 Minuten RT 

anti-Synaptophysin 1 : 5000 über Nacht 4°C 

anti-Tiam1 1 : 500 60 Minuten RT 

anti-TrkB 1 : 500 über Nacht 4°C 
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Inkubation mit dem Sekundärantikörper 

Nach dem Blocken erfolgte das Waschen der Membran und die Inkubation mit 

dem Sekundärantikörper unter Verwendung des Snap i.d protein detection system. 

Die Membranen wurden nach der Inkubation mit dem Primärantikörper mit jeweils 

50 ml TBST-Lösung (1x) gewaschen und anschließend für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur mit 3 ml des entsprechenden Sekundärantikörpers 

(Verdünnungen siehe Tabelle) inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran 

erneut mit 50 ml TBST-Lösung (1x) gewaschen und bis zur Detektion in dieser 

Lösung aufbewahrt. Die Sekundärantikörper wurden in den folgenden 

Verdünnungen verwendet: 

Antikörper Verdünnung 

Anti-Maus IgG-HRP 1 : 2000 

Anti-Kaninchen IgG-HRP 1 : 2000 

Anti-Ziege IgG-HRP 1 : 2000 

IR Dye 800 CW anti- Maus IgG-HRP 1:15000 

 

 

 

Western Blot Detektion 

Für die Detektion der Proteine wurden ECL Chemilumineszenz Reagenz, ECL 

Prime Chemilumineszenz Reagenz oder Super Signal ® West Femto gemäß der 

Herstellerangaben verwendet. 1 ml des jeweiligen Detektions-Reagenzes wurden 

mit 0.5 ml TBST-Lösung (1x) verdünnt und die Membran mit dieser Lösung 

zwischen 30 Sekunden und 5 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Banden wurden mittels Bio-Rad Chemidoc XRS System detektiert und die 

Intensität mit der Image Lab 4.0 Software ausgewertet. 
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3.3.6 RNA Isolierung, Reverse Transkription, Primer Design und qRT-PCR 

Die RNA wurde mittels der Trizol-Methode aus dem Hirngewebe des präfrontalen 

Kortex isoliert und mit Hilfe des ChargeSwitch® Kits (Invitrogen, Karlsruhe) 

aufgereinigt. Die Durchführung der Aufreinigung erfolgte gemäß den Angaben des 

Herstellers. Die aufgearbeitete RNA wurde in Abhängigkeit von der Größe des 

Pellets in 50 bis 100 µl ChargeSwitch® Elution Buffer aufgenommen. Die 

Konzentration der RNA wurde durch die Messung der Absorptionsrate bei 260/280 

nm und 260/230 nm mit einem Nanodrop 100 Spektrometer (Thermo Scientific, 

Bonn) gemessen. 500 ng der RNA wurden jeweils unter Verwendung des Verso 

cDNA synthesis® Kits (Thermo Scientific, Bonn) mittels Bio-Rad iQ5 Multicolor 

Real Time PCR transkribiert, die Durchführung erfolgte gemäß den Angaben des 

Herstellers. 

Interne Primer wurden für jedes Traget entworfen. Die NCBI`s Entrez Gene 

database  wurde als Quelle der Nukleotidsequenzen jedes Gens herangezogen. 

Unter Verwendung des Programms BLAST wurden die Inton/Exon Grenzen 

identifiziert und die Primer wurden so entworfen, dass die Amplifizierung um diese 

Regionen die Eliminierung der Amplifikation der genomischen DNA der 

gewünschten cDNA bevorzugt. Die Primer-Sequenz wurde mit dem MIT 

Programm „Primer3“ generiert. Die folgenden Primer wurden verwendet: 

 

GGTase Iβ: links  5’- ATC CAG GAG  GTT TCA GTT C -3’ 

  rechts  5’- CTC TGC AAA ATG AGC CTT GGT -3’ 

 

GAPDH: links  5’- GAA ATC CCA TCA CCA TCT TCC -3' 

  rechts  5’- ATG GTT CAC ACC CAT GAC G -3’ 

 

Die RNA Primer und der Master Mix wurden von Dharmacon bezogen. Die 

relativen Mengen der mRNA wurden durch real-time Analyse unter Verwendung 

von Solaris qPCR Master Mix durchgeführt. Die Themperaturzyklen wurden 

gemäß den Angaben des Herstellers programmiert. Jeder Reaktionsansatz 

bestand aus einem Volumen von 25 µl und enthielt 250 ng des cDNA Templates 

und den erforderlichen Gehalt der Forward und Reverse Primer. GAPDH wurde 
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als Referenz-Gen zur Normierung der experimentellen Daten genutzt und dafür 

wurde die Genexpressionsanalyse unter Durchführung der ΔΔCT Berechnung 

durchgeführt. 

 

 

3.3.7 Isolierung der Isoprenoide aus Zellen 

Die Extraktion der Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) wurde angelehnt an die Methode von Tong 

et al. (Tong, Holstein, & Hohl, 2005) und Hooff et al. (Hooff, Peters, et al., 2010) 

durchgeführt.  

Nach der Zellernte wurden die Zellen in 4°C temperiertem Puffer II aufgenommen 

und durch 10 Pulse am Sonifier homogenisiert. Im Anschluss wurde der 

Proteingehalt der Proben mittels BCA Proteinbestimmung ermittelt. Für die 

Extraktion der Isoprenoide wurden die Proben auf einen Proteingehalt von 600 µg 

Protein eingestellt und mit 70°C temperiertem Extraktions - Mix I versetzt und für 

eine Minute auf dem Vortexer geschüttelt und danach für 20 Minuten im 

Thermomixer bei 70°C und einer Schüttelfrequenz von 10 Sekunden bei 350 rpm 

pro Minute inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Proben auf 4°C abgekühlt 

und bei 15000 rpm und 4°C  für 10 Minuten zentrifugiert. Der entstandene 

Überstand (Extrakt 1) wurde abgenommen und das Pellet erneut in mit 70°C 

temperiertem Extraktions - Mix I versetzt. Nach 10 Pulsen am Sonifier wurde 

erneut im Thermomixer bei 70°C und einer Schüttelfrequenz von 10 Sekunden bei 

350 rpm pro Minute inkubiert und der entstandene Überstand (Extrakt 2) mit dem 

Extrakt 1 vereinigt. Das Lösemittel-Gemisch der vereinigten Proben-Extrakte 

wurde nun unter reduziertem Druck bei einer Temperatur von ca. 70°C in der 

SpeedVac Zentrifuge 2 Stunden bis zur völligen Trockene abgezogen.  
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3.3.8 Isolierung der Isoprenoide aus Gewebe 

Die Extraktion der Isoprenoide Farnesylpyrophosphat (FPP) und 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) wurde angelehnt an die Methode von Hooff 

et al. (Hooff et al., 2008) durchgeführt. 

Für die Isolierung der Isoprenoide FPP und GGPP wurde das zu untersuchende 

Gewebe in 1.2 ml Puffer III gegeben und jeweils 10µl Halt Phosphatase-Inhibitor 

und 10µl PhosStop Phosphatase-Inhibitor hizugefügt und am Potter bei 800 rpm 

mit 10 Hüben homogenisiert. Alle verwendeten Lösungen und Puffer wurden vor 

und während dem Homogenisieren auf Eis gekühlt. 1 ml des entstandenen 

Homogenats wurde auf eine mit Extrelut gepackte Säule gegeben und bei 

Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal mit jeweils 

2 ml Extraktions-Mix II eluiert und bei 4°C und 15.000 rpm für 10 Minuten 

zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde abdekantiert und unter 

reduziertem Druck bei einer Temperatur von ca. 70°C in der SpeedVac Zentrifuge 

2 Stunden bis zur völligen Trockene abgezogen. Die Probengefäße wurden im 

Anschluss auf Raumtemperatur gebracht und mit jeweils 186,5 ml Methanol 

versetzt und gevortext. Im Anschluss wurde je je 3,5 ml Millipore-H2O zugegeben 

und nach erneutem Vortexen für 10 Minuten in das Ultraschall-Bad gestellt. Nach 

10 Pulsen am Sonifier wurde die Probe dann auf eine mit n-Hexan, Isopropanol, 

Methanol und Millipore-H2O konditionierte SPE Säule gegeben. Nachdem die 

Probe über die Säule gelaufen war wurde diese mit 2% igem Methanol gewaschen 

und die gebundenen Isoprenoide mit jeweils 2 ml Extraktions-Mix III eluiert. Der 

entstandene Extrakt wurde unter reduziertem Druck bei einer Temperatur von ca. 

70°C in der SpeedVac Zentrifuge 2 Stunden bis zur völligen Trockene abgezogen. 
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3.3.9 Proben-Derivatisierung für die Isoprenoidbestimmung mittels HPLC 

Für die Proben-Derivatisierung wurde nun der getrocknete Probenrückstand mit 

jeweils 20 µl Puffer II und 11 µl Reaktionspuffer versetzt, für 1 Minuten gevortext 

und danach für 3 Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Danach wurden jeweils 

4.5 µl des D*-GCVLS und D*-GCVLL (fluoreszenzaktive Dansyl-Peptide), je 500 

ng FTase und GGTase I zugegeben und dieses Gemisch 90 Minuten im 

Thermomixer bei 37°C und einer Schüttelfrequenz von 10 Sekunden bei 350 rpm 

pro Minute inkubiert. Durch Zugabe von jeweils 50µl Stop-Lösung wurde die 

Proben-Derivatisierung nach Ablauf der Inkubation beendet und die Proben für 10 

Minuten und 4°C bei 15000 rpm zentrifugiert. Der entstandene Überstand jeder 

Probe wurde abgenommen und in ein Gals-Vial überführt und in den 4°C 

temperierten Autosampler der HPLC zum vermessen gestellt. 

 

3.3.10 Derivatisierung der Standards für die Isoprenoidbestimmung mittels 
HPLC 

Die Standardsubstanzen FPP und GGPP wurden in Verdünnungslösung I auf die 

Konzentrationen 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 und 800 ng/ml verdünnt und 

bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. Zum Erstellen der externen 

Standardgeraden wurden jeweils 10µl FPP- und GGPP-Standardverdünnung der 

gleichen Konzentration in ein Probengefäß pipettiert. Daraufhin folgte die Zugabe 

von jeweils 11 µl Reaktionspuffer , je 4.5 µl des D*-GCVLS und D*-GCVLL 

(fluoreszenzaktive Dansyl-Peptide), je 500 ng FTase und GGTase I und dieses 

Gemisch wurde für 90 Minuten im Thermomixer bei 37°C und einer 

Schüttelfrequenz von 10 Sekunden bei 350 rpm pro Minute inkubiert. Durch 

Zugabe von jeweils 50µl Stop-Lösung wurde die Derivatisierung nach Ablauf der 

Inkubation beendet und die Standards für 5 Minuten und 4°C bei 15000 rpm 

zentrifugiert. Der entstandene Überstand jedes Standards wurde abgenommen 

und in ein Gals-Vial überführt und in den 4°C temperierten Autosampler der HPLC 

zum vermessen gestellt. 
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3.3.11 Chromatographische Konditionen des HPLC-FD-Systems für die 
Isoprenoidbestimmung 

Die chromatographische Trennung der Isoprenoide FPP und GGPP wurde an 

einem Jasco HPLC-System mittels Gradienten-Elution an einer analytischen 

Ascentis® Express C-18 reversed phase Säule von Supelco (100×2.1 mm, 2.7 

µm), geschützt mit einer Phenomenex Security guard column (C-18, 4×2.0 mm) 

Vorsäule durchgeführt. Für die Gradientenelution wurden zwei Läufmittel als 

mobile Phase verwendet: Eluent A und Eluent B. Der Gradient wurde für 1.5 

Minuten mit 35% Eluent B begonnen und danach innerhalb von 6.5 Minuten linear 

auf 100% Eluent B gesteigert. Die Zusammensetzung wurde dann für 6 Minuten 

bei 100% Eluent B gehalten und anschließend innerhalb von 2 Minuten auf 35% 

Eluent B gesenkt. Die komplette Laufzeit betrug 20 Minuten bei einer konstanten 

Fluss-Rate von 0.5 ml/min und 35°C Säulenofen-Temperatur. Die Detektion der 

Analyten erfolgte durch einen Gilson Fluoreszenz-Detektor mit einer Excitation von 

340 nm und einer Emission von 525 nm. Die Retentionszeiten der fluoreszenz-

gelabelten Analyten betrug ca. 4.1 Minute für FPP und 11.0 Minuten für GGPP. 

 

3.3.12 Bestimmung der relativen GGTase-Aktivität aus Zellen oder 
Hirngewebe 

Die Bestimmung der GGTase-Aktivität wurde mittels Fluoreszenzspektrometer 

angelehnt an die Methode von Goossens et al. (Goossens et al., 2005) 

durchgeführt.  

Zusätzlich wurde die Inhibition der Geranylgeranyltransferase mittels 

Fluoreszenzspektroskopie überprüft. Das Dansyl-Peptid D*-GCVLL verfügt über 

ein spezifisches CaaX-Motiv (GCVLL). Die aktive GGTase-I katalysiert spezifisch 

die Prenylierung mit GGPP an den Cystein-Rest in der  CaaX-Sequenz des 

Dansyl-Moleküls, was zu dessen Fluoreszenzaktivität führt. Anders als bei der 

GGTase-I sind kurze Peptide wie die Dansyl-Peptide keine Substrate der GGTase-

II (Rab-GGTase) (Seabra, Goldstein, et al., 1992; Taylor et al., 2003). Durch die 

Bestimmung der Fluorenszenz kann somit ein direkter Rückschluss auf die 

Enzymaktivität der GGTase-I getroffen werden. Die Inhibition des Enzyms kann 

analog über die abgeschwächte Fluoreszenzaktivität in Folge der Verwendung 

eines spezifischen GGTase-Inhibitors nachgewiesen werden. 
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Preparation der cytosolischen Fraktion aus Zellen oder Hirngewebe zur 
Bestimmung der GGTase-Aktivität 

Zur Preparation der cytosolischen Fraktion wurde die Hemisphäre  (siehe 

Preparation von Gewebe) oder das Zellpellet (siehe Zellernte) in eiskaltem Puffer 

V aufgenommen und am Potter bei 800 rpm mit 10 Hüben homogenisiert. Das 

Homogenat wurde nun für 30 Minuten und 4°C bei 10000 g zentrifugiert. Der 

hierbei entstandene Überstand wurde dann für 60 Minuten und 4°C bei 100000 g 

zentrifugiert und der hierbei entstandene Überstand aliquotiert und bis zur 

Verwendung im GGTase-Aktivitäts-Assay bei -80°C gelagert.  

Im Anschluss erfolgte die Proteinbestimmung der Proben (siehe BCA 

Proteinbestimmung). 

GGTase-Aktivitäts-Assay 

Die GGTase-Aktivität wurde durch die Fluoreszenzmessung bei einer Excitation 

von 340 nm und einer Emission von 505 nm unter Verwendung des Bowman II 

Aminco Spectrofluorometers (SLM Aminco, Urbana, USA) bestimmt. Für 

Bestimmung der GGTase-Aktivität wurde der GGTase-Aktivitäts-Assay-Puffer in 

der Küvette bei 37°C vortemperiert und der Leerwert vermessen. Direkt vor der 

Enzymaktivitäts-Messung wurden 100µg Protein der cytosolischen Fraktion einer 

Probe in die Küvette zupipettiert und vermessen. Alle Werte wurden als Tripletts 

gemessen. 

 

3.3.13 MTT-Assay 

Zur Quantifizierung des Zellviabilität und Zytotoxizität nach der Behandlung mit 

bestimmten Inhibitoren wurden MTT-und Kristallviolett-Assay durchgeführt. 

 

Der MTT-Assay wurde unter Verwendung des MTT-Kit „Cell Proliferation Kit I“ 

(Roche/Hitachi GmbH, Mannheim) nach den Herstellerangaben durchgeführt. Bei 

diesem Assay verursachen verschiedene Enzyme, die am Elektronentransfer in 

der mitochondrialen Atmungskette beteiligt sind, aber auch eine Reihe von NADH- 

bzw. NADPH-abhängigen Redoxenzymen die reduktive Spaltung des 

Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid 

(MTT) zu einem farbigen Formazansalz, welches in Lösung bei einer Absorption 

von 570nm gemessen werden kann. Aus diesem Grund läuft die beschriebene 
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Reaktion nur in metabolisch aktiven Zellen ab und wird zur Bestimmung von 

Zellviabilität und Zytotoxizität verwendet. 

 

Da die Dichte der ausgesäten Zellen einen großen Einfluss auf die 

Reproduzierbarkeit des Assays hat, wird für jede Zelllinie eine definierte Zellzahl 

ausgesät. Für die Durchführung des MTT-Assays wurden je nach Zelllinie folgende 

Zellzahlen in eine 96-well-Platte in dem entsprechenden Vollmedium ausgesät: 

 

Zelllinie Zellzahl pro well 

U87 10000 

U343 20000 

 

Nach 12 Stunden wurde das Medium vollständig abgesaugt und durch das Serum-

freie Inkubationsmedium (siehe Inhibitor-Inkubationsprotokolle) mit der 

entsprechenden Inhibitor-Konzentration (siehe Inhibitoren und Modulatoren) für die 

entsprechende Inkubationszeit (siehe Inkubationszeiten) inkubiert. Der Blank 

enthielt nur das Serum-freie Medium und die Kontrollen enthielten das Serum-freie 

Medium und die entsprechende Menge an reinem Lösungsmittel. Zwei Stunden 

vor Ende der Inkubationszeit wurden in jedes well 20 µl MTT-Reagenz zupipettiert 

und die Inkubation fortgesetzt. Nach Ende der Inkubation wurden in jedes well 100 

µl Solubilisationslösung hinzugegeben. Die bei der Reaktion gebildeten 

Formazankristalle wurden über Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 gelöst 

und am darauffolgenden Tag bei einer Absorption von 570 nm am ELISA-Reader 

vermessen. Alle Werte wurden als Tripletts gemessen.  
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3.3.14 Kristallviolett-Assay 

Zur Quantifizierung des Zellviabilität und Zytotoxizität nach der Behandlung mit 

bestimmten Inhibitoren wurden MTT-und Kristallviolett-Assay durchgeführt. 

Die Bestimmung der Zellviabilität bzw. der Zytotoxizität mittels Kristallviolett-Assay 

wurde angelehnt an die Methode von Gillies et al. (Gillies, Didier, & Denton, 1986) 

durchgeführt.  

Der bei diesem Assay verwendete Farbstoff Kristallviolett bindet an DNA-

assoziierte Nukleoproteine in den Zellen und sorgt so für das Anfärben der Zellen. 

Auch bei der Durchführung des Kristallviolett-Assays spielt die Zellzahl für die 

Reproduzierbarkeit des Assays eine große Rolle. Aus diesem Grund wurde für 

jede Zelllinie eine definierte Zellzahl für den Assay in Vollmedium in eine 24-well-

Platte ausgesät: 

 

Zelllinie Zellzahl pro well 

U87 50000 

U343 100000 

 

Nach 12 Stunden wurde das Medium vollständig abgesaugt und durch das Serum-

freie Inkubationsmedium (siehe Inhibitor-Inkubationsprotokolle) mit der 

entsprechenden Inhibitor-Konzentration (siehe Inhibitoren und Modulatoren) für die 

entsprechende Inkubationszeit (siehe Inkubationszeiten) inkubiert. Die Kontrollen 

enthielten das Serum-freie Medium und die entsprechende Menge an reinem 

Lösungsmittel. Nach Ende der Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die 

Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurde in jedes well 250 µl 

Glutaraldehyd-Lösung zugegeben und diese für 30 Minuten bei RT auf dem 

Schüttler inkubiert um die Zellen zu fixieren. Nach dem Fixirene der Zellen wurde 

die Glutaraldehyd-Lösung abgesaugt und erneut mit PBS-Puffer gewaschen. 

Daraufhin wurden jedes well mit 250 µl Kristallviolett-Lösung für 30 Minuten bei RT 

auf dem Schüttler inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde das nicht-gebundene 

Kristallviolett durch Waschen mit Millipore-H2O für 10 Minuten entfernt. Um nun 

das gebundene Kristallviolett zu quantifizieren, wurden jeweils 200 µl Detergenz-

Lösung pro well zupipettiert, welches dafür sorgt, dass die Zellen lysieren und das 

Kristallviolett in Lösung geht. Nach einer Inkubation von 1 Stunde bei RT wurden 
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jeweils 100 µl in eine 96-well-Platte überführt und die Extinktion der Proben 

photometrisch bei einer Absorption von 570 nm am ELISA-Reader vermessen. Die 

Extinktion der vermessenen Lösung korreliert direkt mit der Zellmasse und wurde 

deshalb zum Nachweis von Zellviabilität und Zytotoxizität verwendet. Alle Werte 

wurden als Tripletts gemessen. 

 

 

3.3.15 Migrations-Assay 

Die in vitro Bestimmung des Migrations-Verhaltens wurde angelehnt an die 

Methode nach Liang et al. (Liang CC, Park AY, 2007) durchgeführt.  

Bei dem sogenannten „Scratch-Assay“, der auch „wound healing Assay“ genannt 

wird, wird in einer konfluente Zellschicht eine zellfreie Spur (der „Scratch“) erzeugt 

um dann anhand der Beobachtung dieser zellfreien Stelle das Migrations-

Verhalten der Zellen in einem bestimmten Zeitintervall zu beobachten.  

Zur reproduzierbaren Durchführung des Assays wurde für jede Zelllinie eine 

definierte Zellzahl in Vollmedium in eine 6-well-Platte ausgesät: 

 

Zelllinie Zellzahl pro well 

U87 300000 

U343 600000 

 

Nach 24 Stunden wurde das Medium vollständig abgesaugt und durch das Serum-

freie Inkubationsmedium (siehe Inhibitor-Inkubationsprotokolle) mit der 

entsprechenden Inhibitor-Konzentration (siehe Inhibitoren und Modulatoren) für die 

entsprechende Inkubationszeit (siehe Inkubationszeiten) inkubiert. Die Kontrollen 

enthielten das Serum-freie Medium und die entsprechende Menge an reinem 

Lösungsmittel. Nach 6 Stunden wurden 10 µg/ml Mitomycin C zugegeben. 

Mitomycin C ist ein zytostatisch wirksames Antibiotikum, welches nach 

enzymatischer Aktivierung mit DNA-Strängen interkaliert und hierdurch ihre 

Dissoziation während der Replikation und Transkription gehemmt ist. Diese DNA-

Schäden lösen über Aktivierung von Signalkaskaden einen Zellzyklus-Arrest aus 
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und verhindern so die weitere Zellteilung. Nach weiteren 2 Stunden, also 8 

Stunden nach Behandlungsbeginn, wurde der Scratch mit Hilfe einer sterilen 

Pipettenspitze gezogen. Direkt nach dem Scratch wurde mit einer Nikon Eclipse 

TE2000-S Kamera ein Bild von dem Scratch aufgenommen. Nach weiteren 16 

Stunden wurde erneut ein Bild von dem Scratch aufgenommen. Ein Gittersystem 

wurde verwendet um bei den gleichen Koordinaten direkt nach dem Scratch und 

nach Ablauf der Inkubationszeit ein weiteres Bild von der Selben Stelle zu 

generieren. Für die quantitative Analyse wurde das erste und zweite Bild korreliert 

und die in den Sratch migrierten Zellen gezählt. Alle Proben wurden als 

Quadruplets gemessen. 

 

3.3.16 Invasions-Assay 

Die in vitro Bestimmung des Invasions-Verhaltens wurde angelehnt an die 

Methode von Albini et al. (Albini et al., 1987) unter Verwendung von BD Bio 

CoatTM Matrigel Invasion Chamber (BD Bioscience, Heidelberg) nach den 

Herstellerangaben durchgeführt.  

Das BD Bio CoatTM Matrigel Invasion Chamber beinhaltet eine PET-Membran mit 

8 µm großen Poren, die in einer Matrigel Matrix. Die Matrigel Matrix stellt eine 

rekonstituierte in vitro Basismembran dar, die die Poren der PET-Membran 

verschließt und so nicht invasive Zellen von der Migration durch die Poren der 

PET-Membran abhält. Im Gegensatz dazu sind invasive Zellen in der Lage sich 

von der Matrigel-Schicht zu lösen und durch diese Matrigel-Schicht und die Poren 

der PET-Membran zu wandern. Dieses invasive Verhalten kann mittels 

Lichtmikroskop beobachtet werden.  

Für die Durchführung des Assays wurden 24-well-Platten verwendet. In jedes well 

wurden 500 µl Medium für die zu untersuchende Zelllinie (siehe Zellkultur-Medien) 

vorgelegt und das Boyden Chamber eingesetzt. In jedes Boyden Chamber wurden 

nun 25000 Zellen in 500 µl Serum-freiem Inkubationsmedium (siehe Inhibitor-

Inkubationsprotokolle) mit der entsprechenden Inhibitor-Konzentration (siehe 

Inhibitoren und Modulatoren) für die entsprechende Inkubationszeit (siehe 

Inkubationszeiten) inkubiert. Die Kontrollen enthielten das Serum-freie Medium 

und die entsprechende Menge an reinem Lösungsmittel. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurden die Zellen oberhalb der Matrigel-Schicht vorsichtig entfernt. 

Die invasiven Zellen auf der Unterseite der PET-Membran wurden durch eine 

Inkubation mit Methanol für 2 Minuten fixiert und anschließend mit Kristallviolett-
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Lösung angefärbt. Das überschüssige Kristallviolett wurde durch zweifaches 

Waschen mit Millipore-H2O entfernt. Anschließend wurde die Membran getrocknet 

und mit einer Nikon Eclipse TE2000-S Kamera ein Bild von der Membran 

aufgenommen um die Zellen zu quantifizieren. Mit Hilfe eines Gittersystems 

wurden jeweils 10 Quadranten eines Boyden Chambers ausgezählt und gemittelt.  

 

 

3.4 Statistik 

Die Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte mit den entsprechenden 

Standardabweichungen (± SEM) angegeben. n bezeichnet die Anzahl der 

Einzelwerte aus unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert kleiner als 0,05 wurde 

als statistisch signifikant festgelegt. Hierbei galt * = P < 0,05, ** = P < 0,01, *** P < 

0,001 und ns = nicht signifikant. Der statistische Vergleich zwischen zwei Gruppen 

wurde mit dem Student ́s paired t-test ermittelt. Um signifikante Unterschiede der 

relativen GGTase-Aktivität bei einer Wellenlänge zwischen 400 nm und 600 nm zu 

überprüfen, wurden die Daten mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) 

analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad 

Prism (Version 5.00, GraphPad Software, La Jolla, USA). Für die Ergebnisse der 

Western Blot Analysen ist jeweils ein repräsentatives Bild abgebildet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Gehirnalterung 

Bei der zerebralen Alterung finden zahlreiche molekulare Veränderungen statt, 

welche mit Veränderung von Synapsen, Axonen und Dendriten einhergehen. Die 

Beeinträchtigung des alternden Gehirns erfolgt noch vor dem Verlust der Neurone 

durch die Schädigung und Dysfunktion der Synapsen (Jellinger & Attems, 2013). 

Die Rho-Familie der kleinen GTPasen spielt eine wichtige Rolle bei der neuronalen 

Homöostase und Signaltransduktion (Feltri, Suter, & Relvas, 2008). 

Die Rho-GTPasen regulieren das axonale Wachstum und die Synaptogenese 

(Spillane & Gallo, 2014; Um et al., 2014). Bei den meisten Rho-GTPasen erfolgt 

eine Prenylierung mit dem Isoprenoid GGPP. Die Geranylgeranylierung wird 

katalysiert durch die Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I). Diese post-

translationale Modifikation bedingt die Insertion der GTPasen in zelluläre 

Membranen (Wright & Philips, 2006), die für ihre Funktion benötigt wird (Samuel & 

Hynds, 2010). Die Gehalte der beiden Isoprenoide FPP und GGPP in murinen 

Gehirngewebe sind im Alter signifikant erhöht (Hooff et al., 2012). Zudem führt die 

Verringerung der GGPP Gehalte  zu einer Reduktion prenylierter GTPasen 

(Ostrowski et al., 2007; Rilling et al., 1993). Aus diesem Grund liegt der Fokus der 

vorliegenden Arbeit auf der Untersuchung der Rho-GTPasen und deren Verteilung 

im Cytosol und den Membranen von Neuronen und murinem Hirngewebe. 
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Abbildung 6. Vereinfachte Darstellung des Signalweges, der maßgeblich die Organisation des 
Cytoskeletts, das Neuritenwachstum und die Synaptogenese reguliert. Im Cytosol werden 
inaktive GDP-gebundene Rho-GTPasen bevorzugt mit GGPP prenyliert, katalysiert durch die 
Geranylgeranyl-Transferase-I (GGTase-I). Rab-GTPasen werden mit GGPP durch die 
Geranylgeranyl-Transferase-II (GGTase-II) prenyliert. Diese Prenylierung ist erforderlich für die 
Insertion der GTPasen in Membranen, wo sie durch GEFs (guanine nucleotide exchange factors) 
aktiviert werden. Die GEFs werden ihrerseits nach der Bindung von Wachstumsfaktoren (growth 
factor = GF) an den adequaten Rezeptor aktiviert. Die Aktivierung der GDP-gebundenen GTPase 
erfolgt durch Phosphorylierung zum GTP-gebundenen Stadium. Die aktive GTPase kann durch 
GAPs (GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. Im Cytosol halten GDIs (guanidine 
nucleotide-dissotiation inhibitors) die GDP-gebunden GTPase im inaktiven Stadium. Aktive Rho-
GTPasen, vor allem Rac1, können über diverse Effektoren nachgelagerte Signalkaskaden aktivieren, 
die letztendlich zur Organisation des Cytoskeletts, zum Neuritenwachstum und zur Synaptogenese 
führen. 
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4.1.1 Zelluläre Verteilung von Rho- und Rab-GTPasen in Hirngewebe junger 
und alter C57BL/6 Mäuse 

Als Modellsystem für die Untersuchung des Einflusses der Gehirnalterung auf die 

Gehalte von Rho- und Rab-GTPasen wurden männliche C57BL/6 Mäuse im Alter 

von 3 und 23 Monaten verwendet. Um Rückschlüsse auf die Aktivität und 

Funktionalität der Rho- und Rab-GTPasen zu erhalten wurde die zelluläre 

Lokalisation der Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 und auch der Rab-

GTPasen Rab3A und Rab11B untersucht. Hierfür wurden neben dem 

Gesamthomogenat des Hirngewebes der Versuchstiere auch Präparationen von 

Membran- und Cytosol-Fraktionen des Hirngewebes analysiert. 

Basierend auf den erhöhten Gehalten an GGPP in Hirngewebe alter Mäuse (Hooff 

et al., 2012) wurde im Zuge dieser Arbeit untersucht, ob diese Erhöhung die 

Konsequenz einer beeinträchtigten Funktion der GGTase-I und der GGTase-II, im 

Sinne der Substratakkumulation, darstellt. 

Membran-gebundenes prenyliertes Rac1 zeigte eine signifikante Reduktion in 

Hirngewebe 23 Monate alter C57BL/6 Mäuse  im Vergleich zu den 3 Monate alten 

Tieren. Diese Reduktion war verbunden mit einer signifikanten Erhöhung des im 

Cytosol lokalisierten Rac1, wobei aber die Gehalte  von Rac1 im 

Gesamthomogenat zwischen dem Hirngewebe der 23 Monate alten und dem der 3 

Monate alten C57BL/6 Mäuse keinen Unterschied aufwiesen. Dies deutet darauf 

hin, dass im Alter eine verminderte Prenylierung von Rac1 vorliegt. 

Analog den Untersuchungsergebnissen der Rho-GTPase Rac1, wiesen die 

Gehalte der Rho-GTPasen RhoA und Cdc42 die gleichen Effekte auf. Auch hier 

konnte weder für RhoA noch für Cdc42 ein Unterschied der Proteingehalte im 

Gesamthomogenat zwischen dem Hirngewebe der beiden Altersgruppen detektiert 

werden. Während im Hirngewebe der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse für RhoA 

und ebenso für Cdc42 die Gehalte an Membran-gebundenem prenylierten Protein 

im Vergleich zu den 3 Monate alten Mäusen signifikant erniedrigt waren, lag eine 

Erhöhung der Proteingehalte in den Präparationen des Cytosols aus dem 

Hirngewebe der 23 Monate alten Mäuse vor. Diese Daten lassen vermuten, dass 

insgesamt die Gehalte an prenylierten Rho-GTPasen im gealterten Gehirn 

reduziert sind. 

 

 



Ergebnisse 

 135 

 

Abbildung 7. Proteingehalte der Rho-GTPase Rac1 im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die 
WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und von 
Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate 
alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) 
zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-GTPase 
Rac1 (membrane Rac1) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der 
Cytosolpräparationen (cytosol Rac1) und der Gesamthomogenate (total Rac1) wurden auf GAPDH 
normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 
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Abbildung 8. Proteingehalte der Rho-GTPase RhoA im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die 
WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und von 
Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate 
alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase RhoA (a, b, 
c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-
GTPase RhoA (membrane RhoA) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol RhoA) und der Gesamthomogenate (total RhoA) 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 
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Abbildung 9. Proteingehalte der Rho-GTPase Cdc42 im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die 
WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und von 
Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate 
alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Cdc42 (a, b, 
c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-
GTPase Cdc42 (membrane Cdc42) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Cdc42) und der Gesamthomogenate (total Cdc42) 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 

 

 

Die Prenylierung der Rho-GTPasen erfordert die Aktivität der Transferase 

GGTase-I (Casey, 1992), die Prenylierung der Familie der Rab-GTPasen wird 

durch die GGTase-II katalysiert (Anant et al., 1998; Seabra, Goldstein, et al., 

1992). 

Um herauszufinden ob die altersbedigte Reduktion der Membran-gebundenen 

Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 spezifisch bei Proteinen auftritt, die 

katalysiert von der GGTase-I prenyliert werden, wurden nun die Gehalte 

verschiedener Rab-GTPasen ermittelt. Die Proteine Rab3A und Rab11B gehören 

zu der Familie der Rab-GTPasen und werden im zentralen Nervensystem 

exprimiert (Kelly et al., 2012; Stenmark & Olkkonen, 2001). Auch ihre Gehalte 

wurden in Hirnen von 3 und 23 Monate alten C57BL/6 Mäusen gemessen. Im 

Gesamthomogenat des Hirngewebes der beiden Altersgruppen wurden für die 
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beiden Rab-GTPasen Rab3A und Rab11B keine Unterschiede detektiert. Rab11B 

zeigte auch in den Präparationen der Membran- und Cytosol-Fraktionen aus den 

Gehirnen der 3 und 23 Monate alten Versuchstiere keine Veränderungen. Jedoch 

ergab die Untersuchung der Gehalte an Membran-gebundenem Rab3A in den 

Gehirnen der 23 Monate alten Mäuse eine signifikante Erhöhung im Vergleich zu 

den 3 Monate alten Mäusen. In den cytosolischen Präparationen der Mäusehirne 

wurde eine altersbedingte Reduktion der Rab3A-Gehalte detektiert. 

 

 

Abbildung 10. Proteingehalte der Rab-GTPase Rab11B im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die 
WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und von 
Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate 
alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab11B (a, 
b, c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab-
GTPase Rab11B (membrane Rab11B) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rab11B) und der Gesamthomogenate (total 
Rab11B) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den 
jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=6. 
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Abbildung 11. Proteingehalte der Rab-GTPase Rab3A im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die 
WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und von 
Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate 
alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, 
c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab-
GTPase Rab3A (membrane Rab3A) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rab3A) und der Gesamthomogenate (total Rab3A) 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 

 

Im Cytosol blockieren die guanine dissociation inhibitors (GDIs) den 

Nucleotidaustausch der kleinen GTPasen und halten diese dadurch in der 

inaktiven GDP-gebundenen Form in einem löslichen Komplex (DerMardirossian & 

Bokoch, 2005). Auf diese Weise wird die Membranassoziation der kleinen 

GTPasen reguliert und über ihre Lokalisation wird wiederum ihre Funktionalität 

gesteuert (Jacqueline Cherfils & Zeghouf, 2013). Spezifische Rho- und RabGDIs 

erkennen den Geranylgeranylrest der Rho- und Rab-GTPasen. Gegenstand 

aktueller Diskussionen ist die Möglichkeit, dass RhoGDIs auch prenylierte 
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GTPasen in ihrer aktiven GTP-gebundenen Form im Cytosol komplexieren 

(Samuel & Hynds, 2010). Die Bindung der Rho-GDIs an den Rho-GTPasen stellt 

eine mögliche Erklärung für die altersbedingten Unterschiede in der zellulären 

Verteilung der GTPasen dar. 

RhoGDI-α bindet spezifisch Rac1, RhoA und Cdc42 (Olofsson, 1999; Wennerberg 

& Der, 2004), wohingegen die beiden weiteren Rho-GDIs RhoGDI-β und RhoGDI-γ 

keine oder nur eine sehr geringe Affinität zu Rac1, RhoA und Cdc42 besitzen 

(Adra et al., 1997; Dovas & Couchman, 2005; Zalcman et al., 1996). Die 

Untersuchung der Gehalte an RhoGDI-α in den Gesamthomogenaten der Gehirne 

der 3 und 23 Monate alten Mäuse zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden 

Altersgruppen. 

Von den drei Isoformen der RabGDIs die sowohl im menschlichen als auch im 

murinen Organismus exprimiert werden (S. K. Wu et al., 1996) ist RabGDI-α im 

Gehirn angereichert, wobei die beiden Rab-GDIs RabGDI-β und RabGDI-γ 

ubiquitär exprimiert werden (Alory & Balch, 2001; S. Pfeffer & Aivazian, 2004). 

 
Es gab auch keinerlei altersbedingte Veränderung der Proteingehalte von 

RabGDI-α im Hirnhomogenat der 3 und 23 Monate alten Versuchstiergruppen. 

 

 

Abbildung 12. Proteingehalte von RhoGDI-α  und RabGDI-α  im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Cytosolpräparationen (a, b) aus Hirngewebe junger (3 Monate 
alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die 
Funktion von RhoGDI-α und RabGDI-α zu charakterisieren. Die Proteingehalte der 
Cytosolpräparationen (RhoGDIα/GAPDH und RabGDIα/GAPDH) wurden auf GAPDH normiert. 
Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert 
± SEM, ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=4. 
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Die Proteingehalte der Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 und auch der Rab-

GTPasen Rab3A und Rab11B wiesen keinen Unterschied zwischen dem 

Gesamthomogenat des Gehirngewebes von 3 und 23 Monate alten C57BL/6 

Mäusen auf. Jedoch konnte bei allen drei Rho-GTPasen festgestellt werden, dass 

die Membran-gebundenen prenylierten Proteine des Gehirngewebes der 23 

Monate alten Mäuse im Vergleich zu den 3 Monate alten Tieren signifikant 

erniedrigt waren. Außerdem lagen in den Präparationen des Cytosols aus dem 

Hirngewebe der 23 Monate alten Mäuse im Vergleich zu den 3 Monate alten 

Tieren die Rho-GTPasen signifikant erhöht vor. Eine andere zelluläre Lokalisation 

zeigte sich bei den untersuchten Rab-GTPasen. Während die Membran- und 

Cytosol-Präparationen keinerlei Unterschiede zwischen den Altersgruppen bei der 

Rab-GTPase Rab11B zeigte, konnte eine signifikante Erhöhung der Gehalte an 

Membran-gebundenem Rab3A und eine signifikante Erniedrigung des 

cytosolischen Rab3A in den Gehirnen der 23 Monate alten Mäuse im Vergleich zu 

den 3 Monate alten Mäusen detektiert werden. Diese Befunde beruhen jedoch 

nicht auf einer unterschiedlichen Expression der spezifischen GDIs RhoGDI-α und 

RabGDI-α, da diese keine altersbedingten Unterschiede zwischen den 

Versuchstiergruppen zeigten. 

 

 

4.1.2 GGPP, GGTase-Aktivität, GGTase-Iβ-Protein- und Gen-Expression in 

Hirngewebe junger und alter C57BL/6 Mäuse 

Die Gehalte der Membran-gebundenen Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 

waren in den Hirnen alter Versuchstiere reduziert, jedoch nicht die der Rab-

GTPasen Rab3A und Rab11B. Die Proteinfamilien der Rho- und der Rab-

GTPasen benötigen GGPP für ihre Prenylierung. Der Grund für die altersbedingte 

Reduktion der prenylierten Rho-GTPasen kann nicht durch einen Mangel an 

GGPP erklärt werden. Denn im Vergleich zu den 3 Monate alten C57BL/6 Mäusen 

lagen die Gehalte an GGPP in den Hirnen der 23 Monate alten Tiere signifikant 

erhöht vor. Das Enzym GGTase-I ist ein Heterodimer, welches aus einer α-

Untereinheit und einer β-Untereinheit aufgebaut ist. Die α-Untereinheit der 

GGTase-I ist identisch zu der α-Untereinheit der Farnesyltransferase (FTase). Die 

β-Untereinheit der GGTase-I reguliert die Bindung von GGPP an Rac1, RhoA, 

Cdc42 und anderen Rho-GTPasen (Casey & Seabra, 1996; Taylor et al., 2003). 

Die Proteingehalte der GGTase-Iβ im Gesamthomogenat aus den Hirnen der 23 
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Monate alten C57BL/6 Mäuse waren verglichen mit denen der jungen Kontrolltiere 

signifikant erniedrigt. Die Reduktion der Proteingehalte der GGTase-Iβ war zudem 

mit einer altersbedingten stark ausgeprägten Reduktion der GGTase-Iβ mRNA 

Expression assoziiert. Die erniedrigten Werte auf Ebene der mRNA und der des 

Proteins GGTase-Iβ korrelieren direkt mit der zusätzlich untersuchten relativen 

GGTase-Aktivität, die ebenfalls in den Hirnen der alten Tiere reduziert vorlag. 

 

 

Abbildung 13. GGPP, relative GGTase-Aktivität, Proteingehalt und mRNA-Expression der 
GGTase-Iβ  im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die Analysen des Hirngewebes junger (3 Monate 
alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Funktion 
der GGTase-I zu charakterisieren. Die Gehalte des Isoprenoids GGPP (a) wurden mittels HPLC-FD 
Methode quantifiziert. Die relative GGTase-Aktivität (b) (relative GGTase activity) wurde mittels 
Fluorimetrie bestimmt. Die Proteingehalte (c) (GGTaseIβ/GAPDH) wurden mittels WesternBlot 
Analyse und die mRNA-Expression (d) (GGTaseIβ mRNA/GAPDH) mittels qRT-PCR der GGTase-Iβ 
im Gesamthomogenat gemessen auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots 
sind bei dem Graphen  (c) dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; 
p***<0.001), n=8 (GGPP), n=4 (relative GGTase-Aktivität), n=6 (GGTase-Iβ Protein- und mRNA-
Expression). 
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Bei der Untersuchung des Gehirngewebes der beiden Altersgruppen der C57BL/6 

Mäuse lagen die Gehalte an GGPP in den 23 Monate alten Tieren signifikant 

höher vor als bei den 3 Monate alten Mäusen. Andererseits zeigte sich eine 

altersbedingte Reduktion der Protein- und mRNA Expression der GGTase-Iβ. 

Weiterhin lag die relative GGTase-Aktivität in den Hirnen der alten Tiere im 

Vergleich zu den jungen Kontrolltieren ebenfalls reduziert vor. Diese 

Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass die altersbedingte Veränderung 

der Prenylierung und damit verbundenen Lokalisation der Rho-GTPasen Rac1, 

RhoA und Cdc42 eine direkte Konsequenz der altersbedingten Reduktion der 

GGTase-I darstellen könnten. 

 

4.1.3 Synaptische Markerproteine Synaptophysin und GAP-43 in 
Hirngewebe junger und alter C57BL/6 Mäuse 

Synaptophysin, ein Glycoprotein presynaptischer Vesikelmembranen und das 

(growth-associated protein) GAP-43, eine Membrankomponente des neuronalen 

Wachstumskegels, werden einzig in Synapsen exprimiert und verteilt. Aus diesem 

Grund finden die beiden Proteine Synaptophysin und GAP-43 einen verbreiteten 

Nutzen als synaptische Markerproteine (Benowitz, Perrone-Bizzozero, Finklestein, 

& Bird, 1989; Benowitz & Routtenberg, 1997; Y. C. Chen, Chen, Lei, & Wang, 

1998; Dickey et al., 2003; Jahn, Schiebler, Ouimet, & Greengard, 1985; Navone et 

al., 1986; Saito et al., 1994; Sherriff, Bridges, Gentleman, Sivaloganathan, & 

Wilson, 1994; Snipes et al., 1987; Wiedenmann & Franke, 1985; Xiong & Chen, 

2010). 

Beide synaptischen Marker, Synaptophysin und GAP-43, lagen im Gehirngewebe 

der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse verglichen mit den 3 Monate alten 

Kontrolltieren signifikant reduziert vor. Diese Befunde lassen auf eine 

altersbedingte Regression der Synapsen schließen. 



Ergebnisse 

144 

 

Abbildung 14. Proteingehalte von Synaptophysin und GAP-43 im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot der Gesamthomogenate aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) 
und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Proteingehalte 
der beiden synaptischen Marker Synaptophysin (a) und GAP-43 (b) zu bestimmen. Die 
Proteingehalte wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei 
den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), 
n=6. 

 

 

4.1.4 Relative GGTase-Aktivität in Hirngewebe junger und alter NMRI-
Mäuse, Inhibition der GGTase-I mittels GGTI-286 

Die Enzymaktivität der GGTase-I wurde in einem weiteren Tiermodell überprüft. 

Hierfür wurden NMRI Mäuse herangezogen. Im Hirngewebe gealterter (23 Monate 

alter) NMRI Mäuse lag im Vergleich zu den jungen (3 Monate alten) Kontrolltieren 

die GGTase-Aktivität analog der Enzymaktivität im Hirngewebe der C57BL/6 

Mäuse signifikant reduziert vor. Die Cholesteringehalte im Hirngewebe wiesen 

keinen Unterschied zwischen den 3 und 23 Monate NMRI Mäusen auf. Außerdem 

konnte die Aktivität der GGTase-I durch 2µM des spezifischen GGTase-I-Inhibitors 

GGTI-286 in beiden Altersgruppen signifikant gesenkt werden.  

So wurde der Befund der altersbedingten Reduktion der relativen GGTase-Aktivität 

auch in einer zweiten murinen Spezies bestätigt und konnte durch die 

pharmakologische Inhibition mittels des spezifischen GGTase-I-Inhibitors GGTI-

286 in beiden Altersgruppen (3 und 23 Monate) der NMRI Mäuse reduziert 

werden. 
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Abbildung 15. Relative GGTase-Aktivität im Hirngewebe der NMRI Mäuse. Die Analysen des 
Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) NMRI Mäuse wurde 
durchgeführt um die Funktion der GGTase-I näher zu charakterisieren. Die relative GGTase-Aktivität 
(a, b) (relative GGTase activity) wurde mittels Fluorimetrie bestimmt. Abbildung (a) zeigt neben dem 
Leerwert (blank) das Emissionspektrum der relativen Enzymaktivität der GGTase-I isoliert aus dem 
Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) NMRI Mäuse. Die 
Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlänge von 340 nm und der Emission von 400 nm bis 600 
nm. Abbildung (b) zeigt die relative GGTase-Aktivität gemessen bei einer Anregungswellenlänge von 
340 nm und der Emission von 505 nm. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus dem Hirngewebe der 
beiden Altersgruppen der NMRI Mäuse (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode 
ermittelt. Die chemische Strukturformel des spezifischen GGTase-I-Inhibitors GGTI-286 ist in 
Abbildung (d) dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), 1way 
ANOVA (p***<0.0001), n=3. 
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Abbildung 16. Effekt des GGTase-Inhibitors GGTI-286 auf die relative GGTase-Aktivität im 
Hirngewebe der NMRI Mäuse. Die Analysen des Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3) und 
gealterter (23 Monate alter = 23) NMRI Mäuse wurde durchgeführt um die Funktion der GGTase-I 
näher zu charakterisieren. Die relative GGTase-Aktivität (a, b) (relative GGTase activity) wurde 
mittels Fluorimetrie bestimmt. Die Graphen (a, b) zeigen die relative GGTase-Aktivität gemessen bei 
einer Anregungswellenlänge von 340 nm und der Emission von 505 nm. Die isolierte GGTase-I aus 
dem Hirngewebe der jungen (a) und auch der gealterten (b) NMRI Mäuse wurde durch 2 µM GGTI-
286 inhibiert. Die isolierten Enzyme, die statt dem Inhibitor mit dem Solvent DMSO versetzt wurden, 
dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels Fluorimetrie. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-
Test (p*<0.05), n=3. 

 

Die GGTase-I ist ein Bisubstrat-Enzym, welches entweder das Isoprenylsubstrat 

GGPP oder die C-terminale Sequenz CAAL selektiert. Es existiert eine Vielzahl 

von strukturell unterschiedlichen GGTase-I-Inhibitoren. Neben einigen natürlich 

vorkommenden Inhibitoren der GGTase-I, gibt es die Gruppe der 

peptidomimetischen Inhibitoren. Bei diesen ist die zentrale aliphatische 

Dipeptideinheit der CAAL-Sequenz durch einen sogenannten „hydrophoben 

Spacer“ ersetzt, wodurch auch die ursprüngliche Peptidbindung durch eine 

Aminbindung ausgetauscht wurde (El Oualid, Cohen, van der Marel, & Overhand, 

2006). Zu dieser Gruppe gehören die Inhibitoren GGTI-286, GGTI-298 und GGTI-

2133. Strukturell sind diese sehr ähnlich aufgebaut, sie unterscheiden sich jedoch 

stark in ihrer Selektivität. So ist der Inhibitor GGTI-286 zwar ein sehr potenter, aber 

wenig selektiver Inhibitor der GGTase-I. Während für den Inhibitor GGTI-298 

bislang keine in vitro Daten zu seiner Selektivität vorliegen, zeichnet sich der 

Inhibitor GGTI-2133 auch im Vergleich zu den anderen bekannten Vertretern der 

peptidomimetischen GGTase-I-Inhibitoren durch seine hohe Wirksamkeit und sehr 

hohe Selektivität aus (El Oualid et al., 2006; Vasudevan et al., 1999). Aus diesem 

Grund wurden die weiteren in vitro Experimente dieser Arbeit mit dem GGTase-I-

Inhibitor GGTI-2133 durchgeführt. 
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Tabelle 1 Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) ausgewählter peptidomimetischer 
GGTase-I-Inhibitoren auf die GGTase-I, die FTase und verschiedene kleine GTPasen nach 
Qian et al. und Vasudevan et al. (Qian, Vogt, Vasudevan, Sebti, & Hamilton, 1998; Vasudevan 
et al., 1999). (nd = nicht definiert). 

GGTase-Inhibitor 
 

IC50 in 
vitro 
GGTase-I 

IC50 in 
vitro 
FTase 

IC50 in 
vitro 
(Zellkultur) 

 

240 ±  
65 nM 

183 ±  
104 nM 

H-Ras: 
1000 nM 
 
K-Ras: 
2 µM 
 
Rap1A: 
2000 nM 

 

nd nd H-Ras: 
>2000 nM 
 
Rap1A:  
3000 nM 

 

38 ±  
9 nM 

5400 ±  
750 nM 

H-Ras: 
>30000 nM 
 
Rap1A: 
10000 nM 

 

 

4.1.5 Inhibition der GGTase-I mittels GGTI-2133 in SH-SY5Y Zellen 

Die relative GGTase-Aktivität, die Protein- und mRNA-Expression der GGTase-Iβ 

im Hirngewebe alter Mäuse verglichen mit jungen Mäusen wies eine signifikante 

Verringerung auf, obwohl die Gehalte des Isoprenoids GGPP eine altersbezogene 

Erhöhung zeigten. Die Veränderungen der GGTase-I waren verbunden mit einer 

Verschiebung der zellulären Proteinlokalisation der Rho-GTPasen Rac1, RhoA 

und Cdc42 (Kapitel 4.1.1). Die altersbedingt veränderte zelluläre Lokalisation 
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dieser Rho-GTPasen im Hirngewebe drückte sich in der Reduktion des Membran-

gebundenen prenylierten Proteins Rac1, RhoA und Cdc42 aus.  

Um die Rolle der GGTase-I in diesem Kontext näher zu untersuchen, wurde das 

humane neuronale Zellmodell der immortalisierten neuroblastoma Zelllinie SH-

SY5Y herangezogen. SH-SY5Y Zellen wurden hierfür mit dem spezifischen 

GGTase-I-Inhibitor GGTI-2133 behandelt.  

 

 

Abbildung 17. Verkürzter Mevalonat-/Isoprenoid-/Cholesterol-Biosytheseweg. Der 
Mevalonatweg ist ein entscheidender Stoffwechselprozess in eukaryotischen Zellen, bei welchem 
das Mevalonat den Präkursor verschiedener Intermediate wie dem Farnesylpyrophosphat (FPP), 
dem Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und dem Cholesterol darstellt. Die Synthese von FPP 
wird katalysiert durch die Farnesylpyrophosphat-Synthase (FDPS) und die 
Geranylgeranylpyrophosphat-Synthase (GGPPS) katalysiert die Synthese von GGPP. GGPP ist das 
Substrat der posttranslationalen Geranylgeranylierung kleiner GTPasen. Die Geranylgeranylierung 
der Rho-GTPasen wird die duch die GGTase-I katalysiert, die Geranylgeranylierung der Rab-
GTPasen erfolgt durch die katalytische Wirkung der GGTase-II. Diese posttranslationale 
Geranylgeranylierung (-GG) der kleinen GTPasen ist kritisch für ihre Lokalisation an Membranen und 
somit für die optimale Funktion. GGTI-2133 ist ein spezifischer Inhibitor der GGTase-I, dessen 
chemische Strukturformel in dieser Abbildung dargestellt ist. 
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Der Fokus der Analysen war verbunden mit der Fragestellung zu dem Einfluss der 

GGTase-I auf den Gehalt des prenylierten Membran-gebundenen Proteins Rac1. 

Die Ergebnisse dieser in vitro Experimente sind ähnlich zu den 

Untersuchungsergebnissen bei der Altersstudie mit den C57BL/6 Mäusen. Die 

Inhibition der GGTase-I durch die Inkubation der SH-SY5Y Zellen mit den beiden 

Konzentrationen 10 µM und 25 µM GGTI-2133 induzierte die Verschiebung der 

zellulären Lokalisation hin zu einer Abnahme des Proteingehaltes an prenyliertem 

Membran-gebundenem Rac1 und einer Zunahme an Rac1 im Cytosol. Der 

Proteingehalt an Rac1 im Gesamthomogenat der behandelten SH-SY5Y Zellen 

wies keinen Unterschied zu den Kontrollzellen auf. Auch die Proteingehalte an 

cytosolischem RhoGDI-α und RabGDI-α zeigten keine Veränderung zwischen den 

mit GGTI-2133 inkubierten SH-SY5Y Zellen und den Kontrollen. Durch die 

Inhibition der GGTase-I mittels GGTI-2133 wurde jedoch nicht die Prenylierung 

und Lokalisation der Rab-GGTase Rab3A beeinflusst. Die Behandlung mit dem 

GGTase-I-Inhibitor GGTI-2133 führte in den SH-SY5Y Zellen zu einer 

konzentrationsabhängigen Zunahme des Isoprenoids GGPP, wobei Gehalte von 

FPP und Cholesterin keine Unterschiede zwischen den mit GGTI-2133 

behandelten SH-SY5Y Zellen und den Kontrollen zeigten. Diese Ergebnisse 

korrelieren mit den Daten aus der Altersstudie mit den C57BL/6 Mäusen und 

bestätigt die Auswirkung der verringerten Expression und Aktivität der GGTase-I 

im neuronalen Zellmodell. 
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Abbildung 18. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 µmol/L GGTI-
2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels WesternBlot und HPLC-
FD Methode.  Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und 
vom Gesamthomogenat (c) aus den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde verwendet 
um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte des 
Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rac1 (membrane Rac1) wurden auf den Membran-
Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rac1) und der 
Gesamthomogenate (total Rac1) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=3 (Proteingehalte des Membran-gebundenen 
Rac1 in SH-SY5Y Zellen, die mit 25 µmol/L GGTI-2133 behandelt wurden), n=5 (Proteingehalte des 
Membran-gebundenen Rac1 in SH-SY5Y Zellen, die mit 10 µmol/L GGTI-2133 behandelt wurden 
und der Kontrollen; Proteingehalte des Rac1 im Cytosol; Gesamtproteingehalt von Rac1). 
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Abbildung 19. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 µmol/L GGTI-
2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels WesternBlot und HPLC-
FD Methode. Um Aufschluss über die Funktion der beiden GDIs RhoGDI-α (a) und RabGDI-α (b) zu 
erhalten, wurden diese in Cytosolpräparationen der behandelten Zellen mittels WesternBlot Analyse 
untersucht. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (RhoGDIalpha, RabGDIalpha) wurden auf 
GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen 
dargestellt. Die Gehalte des Isoprenoids GGPP (c) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=5. 
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Abbildung 20. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 µmol/L GGTI-
2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  
Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und vom 
Gesamthomogenat (c) aus den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde verwendet um 
die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte des 
Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab3A (membrane Rab3A) wurden auf den Membran-
Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rab3A) und der 
Gesamthomogenate (total Rab3A) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(ns=not significant), n=5. 

 



Ergebnisse 

 153 

 

Abbildung 21. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 µmol/L GGTI-
2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels HPLC-FD Methode. Die 
Gehalte der Isoprenoide GGPP (a) und FPP (b) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Der 
Cholesterolgehalt (cholesterol) in den SH-SY5Y Zellen (c) wurde enzymatisch anhand der CHOD-
PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not 
significant), n=5. 

 

Die Behandlung der SH-SY5Y Zellen mit GGTI-2133 führte außerdem zu einer 

Abnahme der Proteinexpression der synaptischen Markerproteine Synaptophysin 

und GAP-43.  
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Abbildung 22. Proteingehalte von Synaptophysin und GAP-43 in SH-SY5Y Zellen nach der 
Behandlung mit GGTI-2133. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 µmol/L GGTI-2133 für 48 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, 
dienten als Kontrollen (control) für die Analysen mittels WesternBlot.  Die WesternBlot Analyse der 
Gesamthomogenate aus den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde durchgeführt um 
die synaptischen Marker Synaptophysin (a) und GAP-43 (b) zu bestimmen. Die Proteingehalte 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01), n=5. 

 

Da auch die in vitro Daten der SH-SY5Y Zellen nach der Behandlung mit GGTI-

2133 direkt mit der detektierten altersbedingten Abnahme der synaptischen 

Markerproteine im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse korrelieren, manifestieren 

diese Ergebnisse die Spekulation, dass ein Defizit der GGTase-I zu einem Verlust 

von Synapsen im Gehirn gealterter Mäuse führt. 
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4.2 7,8-Dihydroxyflavon (7, 8-DHF) 

Das natürlich vorkommende 7, 8-DHF fungiert als hoch affiner selektiver TrkB-

Rezeptor-Agonist und bewirkt die Dimerisierung und Autophosphorylierung des 

TrkB-Rezeptors und dadurch die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege (Jang 

et al., 2010). Somit besitzt 7, 8-DHF die gleichen neurotrophen Eigenschaften wie 

BDNF. Das Flavon 7, 8-DHF überquert die Blut-Hirn-Schranke, bindet selektiv an 

TrkB-Rezeptoren und aktiviert diese, auch in Abwesenheit von endogenem BDNF 

(D. C. Choi et al., 2010; Jang et al., 2010). So vermittelt 7, 8-DHF das Überleben 

von Neuronen, deren Differenzierung, synaptische Plastizität und Neurogenese 

(Liu et al., 2010; Tsai et al., 2013; Zeng et al., 2011; Zeng, Lv, et al., 2012; Zeng, 

Liu, et al., 2012; Z. Zhang et al., 2014). 

 

 

4.2.1 Pharmakologische Wirkung von 7, 8-Dihydroxyflavon in Hirngewebe 
junger und alter C57BL/6 Mäuse 

Analog der Untersuchung des Einflusses der Gehirnalterung auf die Gehalte von 

Rho- und Rab-GTPasen wurden als Tiermodell für die Untersuchung des 

Einflusses des 7, 8-Dihydroxyflavons auf die Gehirnalterung männliche C57BL/6 

Mäuse im Alter von 3 und 23 Monaten verwendet.  

 

Im Vergleich zu den 3 Monate alten C57BL/6 Mäusen lagen die Gehalte an GGPP 

in den Hirnen der 23 Monate alten Tiere signifikant erhöht vor. Die Fütterung der 

C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon führte in den Hirnen der gealterten Tiere 

zu einer Abnahme des Isoprenoids GGPP. Der Cholesteringehalt in den Hirnen 

der 23 Monate alten Tiere lag im Vergleich zu den Hirnen der 3 Monate alten 

C57BL/6 Mäuse ebenfalls signifikant erhöht vor. Jedoch bewirkte die Fütterung der 

gealterten Tiere mit 7, 8-Dihydroxyflavon keine Veränderung des 

Cholesteringehaltes in deren Gehirnen verglichen mit den 23 Monate alten 

Kontrolltieren. 
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Abbildung 23. Einfluss von 7, 8-DHF auf GGPP und Cholesterol im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die Analysen des Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3), gealterter (23 Monate alter = 23) 
und gealterter C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-DHF gefüttert wurden, diente dazu den Effekt des 7, 8-
DHFs auf die Gehirnalterung zu charakterisieren. Die Gehalte des Isoprenoids GGPP (a) wurden 
mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus dem Hirngewebe 
der C57BL/6 Mäuse (b) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), n=8. 

 

Die zelluläre Lokalisation der Rho-GTPase Rac1 und der Rab-GTPase Rab3A 

wurden untersucht, um Rückschlüsse auf die Aktivität und Funktionalität dieser 

Rho- und Rab-GTPasen zu erhalten. Hierfür wurden neben dem 

Gesamthomogenat des Hirngewebes der Versuchstiere auch Präparationen von 

Membran- Fraktionen analysiert. 

Das Membran-gebundene prenylierte Rac1 wies eine signifikante Reduktion in 

Hirngewebe 23 Monate alter C57BL/6 Mäuse  im Vergleich zu den 3 Monate alten 

Tieren auf. Zwischen dem Gehalt von Rac1 im Gesamthomogenat des 

Hirngewebes der 23 Monate alten und dem Gehalt der 3 Monate alten C57BL/6 

Mäuse lag kein Unterschied vor. Die Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 

Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon induzierte die Verschiebung der zellulären 

Lokalisation von Rac1 hin zu einer Zunahme des Proteingehaltes an prenyliertem 

Membran-gebundenem Rac1 auf das Niveau der Gehalte in den Hirn-

Präparationen der 3 Monate alten Tiere. Der Proteingehalt an Rac1 im 

Gesamthomogenat der Hirne der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-

Dihydroxyflavon gefüttert wurden, wies keinen Unterschied zu den 3 und 23 

Monate alten Kontrolltieren auf.  
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Abbildung 24. Proteingehalte der Rho-GTPase Rac1 im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse im 
Zuge der Fütterungsstudie mit 7, 8-DHF. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a) 
und vom Gesamthomogenat (b) aus Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3), gealterter (23 Monate 
alter = 23) und gealterter C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-DHF gefüttert wurden, wurde durchgeführt um 
die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b) zu charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-
gebundenen geranylgeranylierten Rac1 (Rac1/Flotillin-1) wurden auf Flotillin-1 normiert und die 
Proteingehalte des Gesamthomogenates (Rac1/GAPDH) wurden auf GAPDH normiert. 
Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert 
± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=8. 

 

Auch der Gehalt des im zentralen Nervensystem exprimierten Proteins Rab3A 

wurde in Hirnen von 3 und 23 Monate alten C57BL/6 Mäusen quantifiziert. Im 

Gesamthomogenat des Hirngewebes wurde zwischen den beiden Altersgruppen 

kein Unterschied detektiert. Die Analyse der Gehalte an Membran-gebundenem 

Rab3A in den Hirnen der 23 Monate alten Mäuse zeigte eine signifikante 

Erhöhung im Vergleich zu den 3 Monate alten Mäusehirnen. Bedingt durch die 

Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon kam es 

im Vergleich zu den unbehandelten 23 Monate alten Tieren zu einer Reduktion 

des Gehaltes an membrangebundenem Rab3A in den Hirn-Präparationen. Diese 

Erniedrigung des membrangebundenen Rab3As erfolgte auf das Niveau der 

Gehalte aus den Hirnen der 3 Monate alten C57BL/6 Mäuse. 

Um den zellulären Mechanismus hinter der Wirkung des 7, 8-Dihydroxyflavons 

näher zu beleuchten, wurden mit dem Gesamthomogenat der Versuchstier-Hirne 

WesternBlot Analysen der Proteine TrkB, BDNF und Tiam 1 durchgeführt. 

Der full-length TrkB (145 kDa) vermittelt Signale, die das Überleben und die 

Differenzierung von Neuronen und die synaptische Plastizität bewirken, diese 

Effekte werden von den verkürzten Isoformen truncated TrkB und TrkB-Shc (95 

kDa) inhibiert, indem sie mit dem full-length TrkB Heterodimere bilden (J. Wong et 

al., 2013). Weder der Proteingehalt des full-length TrkBs (145 kDa) noch der 

Proteingehalt der verkürzten Isoformen des TrkBs (95 kDa) zeigten einen 
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Unterschied zwischen den Hirnen der 3 Monate alten C57BL/6 Mäuse, der 23 

Monate alten Tiere und der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-

Dihydroxyflavon gefüttert wurden.    

BDNF reguliert durch die Aktivierung des TrkB-Rezeptors die Orientierung von 

Axonen, die synaptischen Funktionen, die Synaptogenese und die neuronale 

Differenzierung. In diesem Zusammenhang ist BDNF in der Lage über die 

Aktivierung des TrkB-Rezeptors verschiedene Rho-GTPasen, wie Rac1, Cdc42 

und RhoA zu aktivieren. Analog der Analysen der TrkB-Proteingehalte ergab die 

Untersuchung des Proteingehaltes an BDNF keinen Unterschied zwischen den 

Hirnen der drei Versuchstiergruppen (3 Monate alte C57BL/6 Mäuse, 23 Monate 

alte C57BL/6 Mäuse und 23 Monate alte C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-

Dihydroxyflavon gefüttert wurden).    

Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) ist ein Rac1-spezifischer GEF, 

der mit dem TrkB-Rezeptor interagiert und auf diese Weise die BDNF-induzierte 

Aktivierung von Rac1 vermittelt, die in der Neuanordnung des Zytoskeletts und 

Veränderungen der zellulären Morphologie resultiert (Miyamoto et al., 2006; P. 

Zhou et al., 2007). 

Der Proteingehalt an Tiam1 zeigte eine signifikante Reduktion in den Hirnen der 

23 Monate alten C57BL/6 Mäusen verglichen mit den 3 Monate alten Tieren. Die 

Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon bewirkte 

eine Erhöhung des Proteingehaltes an Tiam1 auf das Niveau der 3 Monate alten 

Tiere. 
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Abbildung 25. Proteingehalte von Rab3A, TrkB, BDNF und Tiam1 im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse im Zuge der Fütterungsstudie mit 7, 8-DHF. Die WesternBlot Analyse von 
Memranpräparationen (a) und vom Gesamthomogenat (b, c, d) aus Hirngewebe junger (3 Monate 
alter = 3), gealterter (23 Monate alter = 23) und gealterter C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-DHF gefüttert 
wurden, wurde herangezogen um neben der Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a) auch den 
Effekt des 7, 8-DHFs auf zu charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen 
geranylgeranylierten Rab3A (Rab3A/Flotillin-1) wurden auf Flotillin-1 normiert und die Proteingehalte 
des Gesamthomogenates (b, c, d) wurden auf GAPDH normiert.  Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(p*<0.05; ns=not significant), n=8.hen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; 
p**<0.01), n=5. 

 

Bei den Untersuchungen des Hirngewebes von C57BL/6 Mäusen konnte eine 

altersbedingte Veränderung der GGPP-Gehalte festgestellt werden, wobei das 

GGPP in Hirnen gealterter Mäuse im Vergleich zu den jungen Tieren in höheren 

Mengen vorlag . Die Fütterung der C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon führte 

in den Hirnen der gealterten Tiere zu einer Abnahme des Isoprenoids GGPP. Der 

Cholesteringehalt in den Hirnen der 23 Monate alten Tiere lag im Vergleich zu den 

Hirnen der 3 Monate alten C57BL/6 Mäuse erhöht vor, jedoch bewirkte die 

Fütterung der gealterten Tiere mit 7, 8-Dihydroxyflavon keinen Effekt auf deren 

Cholesteringehalt. 

Während kein Unterschied der Proteinexpression von Rac1 im Gesamthomogenat 

des Gehirngewebes der beiden untersuchten Altersgruppen der C57BL/6 Mäuse 
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festgestellt wurde, wies das Membran-gebundene prenylierte Rac1 eine 

altersbedingte Reduktion auf. Die Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse 

mit 7, 8-Dihydroxyflavon zeigte zwar keine Auswirkung auf die Rac1 und Rab3A 

Gehalte im Gesamthomogenat des Hirngewebes, aber sie induzierte die 

Verschiebung der zellulären Lokalisation von Rac1 hin zu einer Zunahme des 

Proteingehaltes an prenyliertem Membran-gebundenem Rac1 auf das Niveau der 

Gehalte in den Hirn-Präparationen der 3 Monate alten Tiere. Bedingt durch die 

Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon kam es 

im Vergleich zu den unbehandelten 23 Monate alten Tieren zu einer Reduktion 

des Gehaltes an membrangebundenem Rab3A in den Hirn-Präparationen. Diese 

Erniedrigung des membrangebundenen Rab3As erfolgte auf das Niveau der 

Gehalte der Gehirne der 3 Monate alten C57BL/6 Mäuse. 

Die Proteingehalte des BDNFs, des full-length TrkBs (145 kDa) und auch der 

verkürzten Isoformen des TrkBs (95 kDa) zeigten keinen Unterschied zwischen 

den Hirnen der drei Versuchstiergruppen, also weder das Alter noch die Fütterung 

mit 7, 8-Dihydroxyflavon beeinflussten die Expression dieser Proteine. 

Der Proteingehalt des Tiam1 zeigte eine signifikante Reduktion in den Hirnen der 

23 Monate alten C57BL/6 Mäusen verglichen mit den 3 Monate alten Tieren. Die 

Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon bewirkte 

eine Erhöhung des Proteingehaltes an Tiam1 auf das Niveau der 3 Monate alten 

Tiere. Diese Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass der Rac1-

spezifischer GEF Tiam1 im Alter reduziert expremiert wird. Da Tiam1 die 

Entwicklung von Synapsen, das Remodeling von dendritischen Spines und das 

Neuritenwachstum reguliert, könnte die reduzierte Proteinexpression von Tiam1 

zur negativen Beeinträchtigung dieser Funktionen im Alter beitragen. Durch die 

Fütterung mit 7, 8-Dihydroxyflavon konnte im Tiermodell die altersbedingte 

Reduktion des Tiam1 Gehaltes nivelliert werden. Die Befunde der 

Fütterungsstudie mit 7, 8-Dihydroxyflavon weisen darauf hin, dass die im Alter 

veränderte zelluläre Lokalisation von Rac1 in einem direkten Zusammenhang mit 

der altersbedingten Reduktion des Rac1-spezifischen GEFs Tiam1 steht. Ebenso 

stützen die Ergebnisse der vorliegenden Studie frühere Publikationen in welchen 

gezeigt wurde, dass 7, 8-DHF die gleichen neurotrophen Eigenschaften wie BDNF 

besitzt. 
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4.3 Morbus Alzheimer 

Die beiden Sekretasen β- und γ-Sekretase sind maßgeblich bei der APP-

Prozessierung beteiligt und für die Bildung des β -Amyloid-Peptids verantwortlich. 

Um den Zusammenhang zwischen der Funktion der beiden Sekretasen und der 

Lipidhomöostase der Isoprenoide FPP und GGPP zu untersuchen, wurden 

Analysen an untransfizierten und transfizierten menschlichen embryonalen 

Nierenzellen, den "Human Embryonic Kidney"-Zellen (HEK293) durchgeführt. 

Neben untransfizierten (ut) HEK293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie dienten, 

wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; 

APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische 

Mutation = sw) Zellen untersucht.  

 

 

4.3.1 Sekretion von Aβ 1-42 in HEK293 Zellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen 

 

Abbildung 26. Aβ 1-42 Gehalte humaner embryonaler Nierenzellen HEK293 mit verschiedenen 
APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die Aβ 1-42 Gehalte 
wurden mittels ELISA Methode quantifiziert und auf den Proteingehalt normiert. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001), n=4. 

 

Von den beiden untersuchten APP-transfizierten HEK293-Zellinien produzieren die 

HEK293-APP695wt  Zellen einen signifikant geringeren Aβ 1-42 Gehalt im Vergleich 

zu den HEK293-APPsw Zellen. 
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Um den jeweiligen Einfluss der beiden Sekretasen β- und γ-Sekretase auf die 

Prenylierung verschiedener GTPasen zu analysieren, wurden der β -Sekretase-

Inhibitor VI und der γ-Sekretase-Inhibitor DAPT für die nachfolgenden 

Untersuchungen verwendet. 

 

 

4.3.2 Einfluss der β-Sekretase-Inhibition auf Aβ 1-42 in HEK293 Zellen mit 
verschiedenen APP-Transfektionen 

 

Abbildung 27. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die 
Aβ1-42 Gehalte humaner embryonaler Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. 
Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die 
APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und 
HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen 
wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt (β = mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelte Zellen). Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen. Die Aβ1-42 Gehalte wurden 
mittels ELISA Methode quantifiziert und auf den Proteingehalt normiert. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 

Die Aβ1-42 Gehalte der APP695-transfizierten HEK293-APP695wt Zellen waren im 

Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen signifikant erhöht. Noch stärker 

erhöhte Aβ1-42 Gehalte wiesen die APPsw-transfizierten HEK293-APPsw Zellen 

auf. Es zeigte sich also, dass die HEK293-APPsw Zellen mehr extrazelluläres Aβ1-

42  produzieren und sezernieren als die HEK293-APP695wt Zellen. Für die 

Untersuchungen stellten demnach die HEK293- APP695wt Zellen eine Zellinie dar, 

welche einen nur gering erhöhten Aβ1-42-Gehalt aufweist. Und die HEK293-APPsw 

Zellen stellten eine Zellinie mit einem stark erhöhten Aβ1-42-Gehalt dar. 

Die Inhibition der β-Sekretase mittels 1 µM β-Sekretase-Inhibitor IV ließ sich 

eindeutig anhand der Aβ1-42 Gehalte der HEK293-APP695wt Zellen als auch bei 

den HEK293-APPsw Zellen nachweisen. Bei den untransfizierten HEK293 Zellen 
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waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit dem Solvent DMSO 

behandelten Kontrollen und den Zellen, die mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV 

behandelt wurden nachzuweisen. Jedoch bewirkte die Behandlung mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV bei den HEK293-APP695wt und den HEK293-APPsw Zellen 

eine signifikante Verringerung des Aβ1-42 Gehaltes. 

 

 

4.3.3 Einfluss der γ-Sekretase-Inhibition auf Aβ 1-42 in HEK293 Zellen mit 

verschiedenen APP-Transfektionen 

 

Abbildung 28. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Aβ1-42 Gehalte 
humaner embryonaler Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt (DAPT = mit DAPT 
behandelte Zellen). Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c 
= control) für die Analysen. Die Aβ1-42 Gehalte wurden mittels ELISA Methode quantifiziert und auf 
den Proteingehalt normiert. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; 
ns=not significant), n=4. 

 

Auch die Inhibition der γ-Sekretase mittels DAPT zeigte sich eindeutig anhand der 

Aβ1-42 Gehalte der HEK293-APP695wt und der HEK293-APPsw Zellen. Die 

Behandlung mit 1 µM DAPT bewirkte eine signifikante Reduktion des Aβ1-42 

Gehaltes der HEK293-APP695wt Zellen und auch bei den HEK293-APPsw Zellen 

im Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle. 

Ähnlich wie bei der Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV zeigte sich auch 

durch die Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT kein signifikanter 
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Unterschied bei den untransfizierten HEK293 Zellen zwischen den jeweiligen 

Kontrollen und den Inhibitor-behandelten Zellen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl die Inhibition der β-

Sekretase mittels 1 µM β-Sekretase-Inhibitor IV als auch die Inhibition der γ-

Sekretase mittels 1 µM DAPT eine Reduktion der Aβ1-42 Gehalte in den HEK293-

APP695wt und den HEK293-APPsw Zellen bewirkte. 

 

 

4.3.4 γ-Sekretase-Inhibition mittels DAPT 

4.3.4.1 Einfluss der γ-Sekretase-Inhibition auf GTPasen in HEK293 Zellen 

mit verschiedenen APP-Transfektionen 

Um den Einfluss der γ-Sekretase auf die Lokalisation und Funktionalität 

verschiedener kleiner GTPasen zu untersuchen wurden Zellen mit dem γ-

Sekretase-Inhibitor DAPT behandelt. Es wurden neben dem Gesamthomogenat 

auch Membran- und Cytosol-Präparationen von DMSO-behandelten Kontrollzellen 

und DAPT-behandelten Zellen generiert und mittels WesternBlot Analyse auf die 

jeweilige GTPase analysiert. 
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Abbildung 29. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT in humanen embryonalen 
Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, 
die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische 
Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK293 Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L DAPT (D) für 24 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, 
dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode. Die WesternBlot 
Analyse von Memranpräparationen (M) und von Cytosolpräparationen (C) aus den mit DAPT 
behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der 
GTPasen Rac1, H-Ras, RhoA, Cdc42 und Rab3A zu charakterisieren. Die Proteingehalte der 
Membran-gebundenen GTPasen wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen wurden auf GAPDH normiert. Repräsentative Ausschnitte 
der WesternBlots sind in der Abbildung dargestellt um die Lokalisation der GTPasen mit und ohne 
DAPT-Behandlung zu verdeutlichen. 

 

In dem Gesamthomogenat der untersuchten untransfizirten HEK293 Zellen, der 

HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen zeigte sich, dass die transfizierten 

HEK293 Zellen im Vergleich zu den untransfizierten Zellen einen erhöhten Gehalt 

an Rac1 aufweisen. Der Rac1 Gehalt korreliert mit dem Aβ1-42 Gehalt, dass heißt, 

dass bereits bei den HEK293-APP695wt Zellen eine signifikante Erhöhung des 

Gehaltes an Rac1 im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen zu 

detektieren war. Die HEK293-APPsw Zellen, die verglichen mit den 

untransfizierten HEK293 Zellen einen stärker erhöhten Aβ1-42 Gehalt aufwiesen als 

die HEK293-APP695wt Zellen, zeigten auch eine noch stärkere Erhöhung des 

Rac1 Gehaltes. Durch die Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT wurde 

der Rac1 Gehalt in keiner der drei untersuchten Zelllinien signifikant beeinflusst. 
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Bei den untersuchten Membran-Präparationen wiesen die HEK293-APP695wt 

Zellen eine einfach signifikante Erhöhung des Gehaltes an Rac1 im Vergleich zu 

den untransfizierten HEK293 Zellen auf. Die Rac1 Gehalte der HEK293-APPsw 

Zellen waren im Vergleich zu den Rac1 Gehalten der untransfizierten HEK293 

Zellen zweifach signifikant erhöht. Ähnlich wie in den Gesamthomogenaten der 

drei untersuchten Zellinien bewirkte die Behandlung mit DAPT auch in den 

Membran-Fraktionen der Zellen keine signifikante Veränderung der Rac1 Gehalte. 

Die Rac1 Gehalte der cytosolischen Präparationen zeigten weder zwischen den 

einzelnen Zellinien noch durch die Behandlung mit DAPT eine signifikante 

Veränderung. 

  



Ergebnisse 

 167 

 

Abbildung 30. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Rac1-Gehalte in 
humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen 
(b) und von Cytosolpräparationen (c) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-
sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rac1 wurden auf den Membran-
Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und die Gesamthomogenate 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; ns=not significant), 
n=4. 
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Im Gesamthomogenat der HEK293 Zellen waren die Gehalte der Rho-GTPase 

RhoA in den transfizierten HEK293-APP695wt Zellen im Vergleich zu den 

untransfizierten HEK293 Zellen einfach signifikant erhöht. Die Gesamthomogenate 

der HEK293-APPsw Zellen zeigten verglichen mit den untransfizierten HEK293 

Zellen eine zweifach signifikante Erhöhung des RhoA-Gehaltes. Die Behandlung 

mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT hatte in keiner der drei untersuchten Zelllinien 

einen signifikanten Einfluss auf die RhoA-Gehalte. 

Sowohl die RhoA-Gehalte der Membran-Präparationen der HEK293-APP695wt 

Zellen als auch die der HEK293-APPsw Zellen waren im Vergleich zu den 

untransfizierten HEK293 Zellen zweifach signifikant erhöht. Durch die Behandlung 

mit DAPT zeigte sich weder bei den RhoA-Gehalten der untransfizierten HEK293 

Zellen, noch bei denen der transfizierten HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw 

Zellen eine signifikante Änderung. 

Die RhoA-Gehalte der Cytosol-Präparationen der HEK293-APP695wt Zellen 

wiesen im Vergleich mit den untransfizierten HEK293 Zellen keinen Unterschied 

auf. Allerdings zeigte sich bei den HEK293-APPsw Zellen verglichen mit den 

untransfizierten HEK293 Zellen eine zweifach signifikante Erhöhung des RhoA-

Gehaltes. Wie in den Gesamthomogenaten und den Membran-Präparationen hatte 

die Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT in keiner der drei Zelllinien 

eine Auswirkung auf die RhoA-Gehalte der Cytosol-Präparationen. 
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Abbildung 31. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die RhoA-Gehalte in 
humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen 
(b) und von Cytosolpräparationen (c) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-
sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase RhoA (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten RhoA wurden auf den Membran-
Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und die Gesamthomogenate 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; ns=not significant), 
n=4. 
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Die Gehalte der kleinen GTPase Cdc42 zeigten in den Gesamthomogenaten der 

HEK293 untransfiziert, HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen keinen 

Unterschied zwischen den drei untersuchten Zellinien. Durch die Behandlung mit 

dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT zeigte sich in keiner der drei Zelllinien eine 

Veränderung der Cdc42-Gehalte im Gesamthomogenat. 

Im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen wiesen die HEK293-

APP695wt und HEK293-APPsw Zellen eine signifikante Erhöhung der Cdc42-

Gehalte in den Membran-Präparationen auf. Keinerlei Einfluss hatte die 

Behandlung mit DAPT auf die Cdc42-Gehalte in den Membran-Präparationen der 

Zelllinien HEK293 untransfiziert, HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen. 

Die Cytosol-Präparationen der HEK293-APP695wt Zellen zeigten im Vergleich mit 

den untransfizierten HEK293 Zellen eine signifikante Reduktion des Cdc42-

Gehaltes. Ebenso wiesen Im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen 

auch die HEK293-APPsw Zellen eine signifikante Erniedrigung des Cdc42-

Gehaltes in den untersuchten cytosolischen Fraktionen auf. Die mit DAPT 

behandelten untransfizierten HEK293 Zellen, HEK293-APP695wt und HEK293-

APPsw Zellen zeigten in den Cytosol-Präparationen keinen Unterschied der 

Cdc42-Gehalte im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. 
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Abbildung 32. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die cdc42-Gehalte in 
humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen 
(b) und von Cytosolpräparationen (c) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-
sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase cdc42 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten cdc42 wurden auf den Membran-
Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und die Gesamthomogenate 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), 
n=4. 
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Neben den Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 wurden auch die Gehalte der 

Ras-GTPase H-Ras im Gesamthomogenat, den Membran- und Cytosol-

Präparationen der untransfizierten HEK293 Zellen, HEK293-APP695wt und 

HEK293-APPsw Zellen untersucht. Der H-Ras-Gehalt des Gesamthomogenates 

der HEK293-APP695wt Zellen war im Vergleich mit den untransfizierten HEK293 

Zellen nicht verändert. Bei dem Gesamthomogenat der HEK293-APPsw Zellen 

wurde aber ein signifikant niedriger Gehalt an H-Ras im Vergleich zu den 

untransfizierten HEK293 Zellen festgestellt. Die DAPT-Behandlung der Zellen 

hatte keine Auswirkung auf die H-Ras-Gehalte des untersuchten 

Gesamthomogenates der untransfizierten HEK293 Zellen, HEK293-APP695wt und 

HEK293-APPsw Zellen. 

Vergleicht man die H-Ras-Gehalte der Membran-Präparationen der HEK293-

APP695wt Zellen mit den H-Ras-Gehalten der untransfizierten HEK293 Zellen, so 

lagen die H-Ras-Gehalte der HEK293-APP695wt Zellen dreifach signifikant 

niedriger als die der untransfizierten HEK293 Zellen. Auch die H-Ras-Gehalte der 

Membran-Präparationen der HEK293-APPsw Zellen waren dreifach signifikant 

niedriger als die H-Ras-Gehalte der Membran-Präparationen der untransfizierten 

HEK293 Zellen. Die Inkubation der Zellen mit DAPT bewirkte keine Veränderung 

der H-Ras-Gehalte in den Membranfraktionen der untransfizierten HEK293 Zellen, 

HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen. 

Der Gehalt der Ras-GTPase H-Ras lag in den Cytosol-Präparationen der HEK293-

APP695wt verglichen mit den untransfizierten HEK293 Zellen signifikant erhöht 

vor. Keinen signifikanten Unterschied wies der Vergleich der H-Ras-Gehalte der 

cytosolischen Fraktionen zwischen den untransfizierten HEK293 Zellen und den 

HEK293-APPsw Zellen auf. Weder bei den untransfizierten HEK293 Zellen, den 

HEK293-APP695wt Zellen, noch bei den HEK293-APPsw Zellen veränderte die 

Behandlung der Zellen mit DAPT die Gehalte des Proteins H-Ras in den Cytosol-

Präparationen. 
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Abbildung 33. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die H-Ras-Gehalte in 
humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen 
(b) und von Cytosolpräparationen (c) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-
sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Ras-GTPase H-Ras (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten H-Ras wurden auf den Membran-Marker 
Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und die Gesamthomogenate wurden 
auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen 
dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 



Ergebnisse 

174 

Um weitere Aufschlüsse über den Einfluss der γ-Sekretase auf die Prenylierung 

und Lokalisation kleiner GTPasen zu erhalten, wurden untransfizierte HEK293 

Zellen, HEK293-APP695wt Zellen sowie HEK293-APPsw Zellen mit dem γ-

Sekretase-Inhibitor DAPT inkubiert und deren Gesamthomogenate, Membran- und 

Cytosol- Präparationen mittels WesternBlot Analyse auf die Rab-GTPase Rab3A 

untersucht. 

Bei der Untersuchung der Gesamthomogenate zeigte sich zwischen den 

untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den HEK293-

APPsw Zellen kein signifikanter Unterschied der Rab3A-Gehalte. Und auch durch 

die Inkubation mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT wurden keine signifikanten 

Änderungen der Rab3A-Gehalte zwischen den Kontrollen und Behandlungen bei 

den Gesamthomogenaten der Zellen detektiert. 

Ebenso waren zwischen den Membran-Präparationen der drei untersuchten 

Zelllinien keinerlei Unterschiede zu erkennen. Weiterhin bewirkte die Behandlung 

mit DAPT keine signifikante Änderung der Rab3A-Gehalte in den Membran-

Fraktionen der untransfizierten HEK293 Zellen, der HEK293-APP695wt Zellen und 

der HEK293-APPsw Zellen. 

Die Rab3A-Gehalte der Cytosol-Präparationen unterschieden sich nicht zwischen 

den untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den 

HEK293-APPsw Zellen. Analog der Gesamthomogenate und der Membran-

Präparationen wiesen auch die Cytosol-Präparationen keine Veränderung der 

Rab3A-Gehalte durch die Inkubation mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT auf. 
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Abbildung 34. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Rab3A-Gehalte in 
humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen 
(b) und von Cytosolpräparationen (c) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-
sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, c) zu 
charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten Rab3A wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und die 
Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind 
bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (ns=not significant), 
n=4. 
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4.3.4.2 Einfluss der γ-Sekretase-Inhibition auf GGPP, FPP und Cholesterol 

in HEK293 Zellen mit verschiedenen APP-Transfektionen 

Weiterhin wurden in den untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt 

Zellen und den HEK293-APPsw Zellen die Gehalte der beiden Isoprenoide FPP 

und GGPP, sowie die Cholesterol-Gehalte untersucht.  

Hierbei zeigte sich im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen bei den 

HEK293-APP695wt Zellen und auch bei den HEK293-APPsw Zellen ein signifikant 

höherer Gehalt des Isoprenoids FPP. Dieser höhere FPP-Gehalt wurde in den 

HEK293-APP695wt Zellen und in den HEK293-APPsw Zellen durch die 

Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT signifikant reduziert. Die 

Inkubation mit DAPT führte zu keiner Veränderung des FPP-Gehaltes bei den 

behandelten untransfizierten HEK293 Zellen im Vergleich zu den mit dem Solvent 

DMSO behandelten Kontrollen. 

Auch die Gehalte des Isoprenoids GGPP lagen bei den beiden transfizierten 

Zelllinien HEK293-APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen verglichen mit 

den untransfizierten HEK293 Zellen signifikant höher vor. Zwischen den HEK293-

APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen liegt kein signifikanter Unterschied 

der GGPP-Gehalte vor. Die Inkubation mit DAPT bewirkte in keiner der drei 

untersuchten Zelllinien eine Veränderung der GGPP-Gehalte. 

Die Untersuchung der Cholesterol-Gehalte zeigte keine Unterschiede zwischen 

den untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den 

HEK293-APPsw Zellen. Die Inkubation mit DAPT hatte keinen Einfluss auf die 

Cholestrol-Gehalte in den drei Zelllinien. 
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Abbildung 35. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Gehalte der 
Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen embryonalen 
Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, 
die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische 
Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 Stunden 
in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten 
als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels HPLC-FD Methode. Die Gehalte der Isoprenoide 
FPP (a) und GGPP (b) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte 
(cholesterol) aus den mit DAPT behandelten HEK-Zellen (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-
PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not 
significant), n=8. 
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4.3.5 Zusamenfassung: Isoprenoide und GTPasen in HEK293 Zellen mit 
verschiedenen APP-Transfektionen 

Bei der Untersuchung des Gesamthomogenates zeigten die HEK293-APP695wt 

Zellen und die HEK293-APPsw Zellen höhere Gehalte an Rac1 und RhoA im 

Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen. Auch bei den untersuchten 

Membran-Präparationen wiesen die beiden APP-transfizierten Zelllinien im 

Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen höhere Rac1 und RhoA Gehalte 

auf. Die Rac1 Gehalte der cytosolischen Präparationen zeigten zwischen den 

einzelnen Zellinien keine Unterschiede. Die RhoA-Gehalte der Cytosol-

Präparationen der HEK293-APP695wt Zellen wiesen im Vergleich mit den 

untransfizierten HEK293 Zellen keinen Unterschied auf. Allerdings zeigte sich bei 

den HEK293-APPsw Zellen verglichen mit den untransfizierten HEK293 Zellen 

höhere RhoA-Gehalte. 

Die Gehalte der kleinen GTPase Cdc42 zeigten in den Gesamthomogenaten der 

HEK293 untransfiziert, HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen keinen 

Unterschied zwischen den drei untersuchten Zellinien. Im Vergleich zu den 

untransfizierten HEK293 Zellen wiesen aber die HEK293-APP695wt und die 

HEK293-APPsw Zellen höhere Cdc42-Gehalte in den Membran-Präparationen 

und niegrigere Cdc42-Gehalte in den Cytosol-Präparationen auf. 

Der H-Ras-Gehalt des Gesamthomogenates der HEK293-APP695wt Zellen war im 

Vergleich mit den untransfizierten HEK293 Zellen nicht verändert. Bei dem 

Gesamthomogenat der HEK293-APPsw Zellen wurde aber ein niedrigerer Gehalt 

an H-Ras im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen festgestellt. 

Vergleicht man die H-Ras-Gehalte der Membran-Präparationen der HEK293-

APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen mit den H-Ras-Gehalten der 

untransfizierten Zellen, so lagen diese niedriger als die der untransfizierten 

HEK293 Zellen. Der Gehalt der Ras-GTPase H-Ras lag in den Cytosol-

Präparationen der HEK293-APP695wt verglichen mit den untransfizierten HEK293 

Zellen signifikant erhöht vor, wobei kein Unterschied zwischen den cytosolischen 

Fraktionen der untransfizierten HEK293 Zellen und HEK293-APPsw Zellen zu 

detektieren war. 

Bei der Untersuchung der Rab3A-Gehalte im Gesamthomogenate, in den 

Membran- und Cytosol-Präparationen zeigte sich zwischen den drei untersuchten 

Zelllinien kein Unterschied. 
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Im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen zeigten beide APP-

transfizierten Zelllinien (HEK293-APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen) 

höhere Gehalte der Isoprenoide FPP und GGPP. Die Untersuchung der 

Cholesterol-Gehalte zeigte keine Unterschiede zwischen den untransfizierten 

HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den HEK293-APPsw Zellen. 

Zusammendfassend kann festgestellt werden, dass beide APP-transfizierten 

Zelllinien im Vergleich zu den untransfizierten Zellen klare Unterschiede der 

Proteinexpression der untersuchten Rho- und Ras-GTPasen und auch bei den 

Isoprenoiden FPP und GGPP aufwiesen. Dies deutet auf eine veränderte 

Regulation dieser Proteine und deren Prenylierung hin, die vermutlich im 

Zusammenhang mit der erhöhten Sezernierung von Aβ1-42. stehen könnte. 
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Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse des Vergleichs der Gehalte der Proteine Rac1, 
RhoA, Cdc42, H-Ras und Rab3A in verschiedenen zellulären Präparationen 
(Gesamthomogenat, Membran- und Cytosolpräparation) und der Isoprenoide FPP und GGPP, 
sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen 
APP-Transfektionen. Neben untransfizierten HEK-293 Zellen, wurden die APP überexprimierenden 
HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-
transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die Effekte beziehen sich auf den 
Vergleich mit den untransfizierten HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zellen fungierten. ê steht für eine 
Reduktion, é steht für eine Erhöhung und = steht für keinen Unterschied im Vergleich zu den 
untransfizierten HEK-293 Zellen. Die Angaben der Effekte beziehen sich auf den Vergleich mit den 
untransfizierten HEK-293 Zellen. 

 HEK293-APP695wt HEK293-APPsw 

Rac1 Gesamthomogenat é é 

Rac1 Membranfraktion é é 

Rac1 Cytosolfraktion = = 

RhoA Gesamthomogenat é é 

RhoA Membranfraktion é é 

RhoA Cytosolfraktion = é 

Cdc42 Gesamthomogenat = = 

Cdc42 Membranfraktion é é 

Cdc42 Cytosolfraktion ê   ê   

H-Ras Gesamthomogenat = ê   

H-Ras Membranfraktion ê   ê   

H-Ras Cytosolfraktion é = 

Rab3A Gesamthomogenat = = 

Rab3A Membranfraktion = = 

Rab3A Cytosolfraktion = = 

FPP é é 

GGPP é é 

Cholesterol = = 
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4.3.6 Zusamenfassung: Effekte der γ -Sekretase-Inhibition auf Isoprenoide 

und GTPasen in HEK293 Zellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen 

Die Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT fürhte in keiner der drei 

untersuchten Zelllinien im Gesamthomogenat, der Membran- und 

Cytosolpräparation zu einer Veränderung der Proteingehalte von Rac1, RhoA, 

Cdc42, H-Ras und Rab3A. Während die GGPP- und Cholesterolgehalte im 

Gesamthomogenat der untrasfizierten HEK293 Zellen, der HEK293-APP695wt 

Zellen und der HEK293-APPsw Zellen durch die Behandlung mit dem γ-

Sekretase-Inhibitor DAPT unbeeinflusst blieben, zeigte sich jedoch eine Reduktion 

der FPP-Gehalt in den HEK293-APP695wt Zellen und in den HEK293-APPsw 

Zellen durch die Behandlung mit DAPT. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 

die Aktivitäten der Transferasen FTase, GGTase-I und GGTase-II von der Aktivität 

der γ-Sekretase unbeeinflusst sind, da die Behandlung mit dem γ-Sekretase-

Inhibitor DAPT keinerlei Einfluss auf die Lokalisation und somit auch nicht auf die 

Prenylierung der untersuchten Rho-, Rab- und Ras-GTPasen zeigte. 
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Effekte der γ -Sekretase-Inhibition mittels 
DAPT auf die Gehalte der Proteine Rac1, RhoA, Cdc42, H-Ras und Rab3A und der Isoprenoide 
FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit 
verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-
APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden 
mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Die 
Effekte beziehen sich auf die jeweiligen Kontroll-Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt 
wurden. ê steht für eine Reduktion und = steht für keinen Effekt. Die Angaben der Effekte beziehen 
sich auf den Vergleich mit der jeweils gleichen unbehandelten Zelllinie. 

24 h Behandlung mit 
1 µmol/L DAPT  HEK293 ut HEK293-

APP695wt 
HEK293-
APPsw 

Rac1 Gesamthomogenat = = = 

Rac1 Membranfraktion = = = 

Rac1 Cytosolfraktion = = = 

RhoA Gesamthomogenat = = = 

RhoA Membranfraktion = = = 

RhoA Cytosolfraktion = = = 

Cdc42 Gesamthomogenat = = = 

Cdc42 Membranfraktion = = = 

Cdc42 Cytosolfraktion = = = 

H-Ras Gesamthomogenat = = = 

H-Ras Membranfraktion = = = 

H-Ras Cytosolfraktion = = = 

Rab3A Gesamthomogenat = = = 

Rab3A Membranfraktion = = = 

Rab3A Cytosolfraktion = = = 

FPP = ê  ê  

GGPP = = = 

Cholesterol = = = 
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4.3.7 β-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 

4.3.7.1 Einfluss der β-Sekretase-Inhibition auf GTPasen in HEK293 Zellen 

mit verschiedenen APP-Transfektionen 

Der Einfluss der β-Sekretase auf die Lokalisation und Funktionalität verschiedener 

GTPasen wurde in untransfizierten HEK293 Zellen, in HEK293-APP695wt Zellen 

und in HEK293-APPsw Zellen untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV behandelt. Neben dem Gesamthomogenat wurden auch 

Membran- Präparationen von DMSO-behandelten Kontrollzellen und β-Sekretase-

Inhibitor IV-behandelten Zellen hergestellt und mittels WesternBlot Analyse auf die 

jeweilige GTPase analysiert. 

 

Die Zellinien wurden als erstes auf die Gehalte der Rho-GTPase Rac1 untersucht. 

Bei der Untersuchung der Gesamthomogenate der untransfizierten HEK293 

Zellen, der HEK293-APP695wt Zellen und der HEK293-APPsw Zellen waren 

einfach signifikant höhere Rac1-Gehalte der HEK293-APP695wt Zellen und 

zweifach signifikant höhere Rac1-Gehalte der HEK293-APPsw Zellen im Vergleich 

mit den untransfizierten HEK293 Zellen detektierbar. Die Behandlung mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV führte zu keiner Änderung der Rac1-Gehalte in den 

untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den HEK293-

APPsw Zellen. 

Bei den Membran-Präparationen der Zellen zeigte sich verglichen mit den 

untransfizierten HEK293 Zellen ein einfach signifikant höherer Rac1-Gehalt bei 

den HEK293-APP695wt Zellen und ein zweifach höherer Rac1-Gehalt bei den 

HEK293-APPsw Zellen. Sowohl bei den Membran-Präparationen der HEK293-

APP695wt Zellen als auch bei den Membran-Präparationen der HEK293-APPsw 

Zellen bewirkte die Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV eine zweifach 

signifikante Erniedrigung der Rac1-Gehalte. Keine Auswirkung wurde bei den 

Membranfraktionen der untrasfizierten HEK293 Zellen durch die Inkubation mit 

dem β-Sekretase-Inhibitor IV detektiert. 
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Abbildung 36. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die 
Rac1-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. 
Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die 
APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und 
HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen 
wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) 
für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a) 
und Memranpräparationen (b) aus den mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelten HEK-ut, HEK-APPwt 
und HEK-sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b) zu 
charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten Rac1 wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Gesamthomogenate wurden auf GAPDH 
normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; ns=not significant), n=4. 

 

Zusätzlich zu der Untersuchung der Rho-GTPase Rac1, wurde auch der Gehalt 

der Ras-GTPase H-Ras analysiert. Bei der Analyse der H-Ras-Gehalte der 

Gesamthomogenate wurde zwischen den untransfizierten HEK293 Zellen und den 

HEK293-APP695wt Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt. Der H-Ras-

Gehalt im Gesamthomogenat der HEK293-APPsw Zellen lag jedoch signifikant 

niedriger als der H-Ras-Gehalt im Gesamthomogenat der untransfizierten HEK293 

Zellen.  

Bei den untransfizierten HEK293 Zellen bewirkte die Behandlung mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV eine signifikante Erhöhung des H-Ras-Gehaltes im 

Gesamthomogenat der Zellen. Bei den HEK293-APP695wt Zellen hingegen hatte 

der β-Sekretase-Inhibitor IV keinen signifikanten Einfluss auf die H-Ras-Gehalte 

bei der Untersuchung des Gesamthomogenates der Zellen. Und durch die 

Inkubation mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV erhöhte sich auch der H-Ras-Gehalt 

im Gesamthomogenat der HEK293-APPsw Zellen. 

Der Vergleich der H-Ras-Gehalte der Membran-Präparationen der untransfizierten 

HEK293 Zellen zeigt signifikant niedrigere Gehalte bei den HEK293-APP695wt 

Zellen und auch bei den HEK293-APPsw Zellen. 
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Die Behandlung der Zellen mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV führte weder bei den 

Membran-Präparationen der untransfizierten HEK293 Zellen, noch bei den 

Membran-Präparationen der HEK293-APP695wt Zellen zu einer Veränderung der 

H-Ras-Gehalte. Aber bei den Membran-Präparationen der HEK293-APPsw Zellen 

wurde bedingt durch die β-Sekretase-Inhibitor IV –Behandlung eine signifikante 

Erhöhung des H-Ras-Gehaltes ermittelt. 

 

 

Abbildung 37. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die H-
Ras-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. 
Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die 
APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und 
HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen 
wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) 
für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a) 
und Memranpräparationen (b) aus den mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelten HEK-ut, HEK-APPwt 
und HEK-sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der Ras-GTPase H-Ras (a, b) zu 
charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten H-Ras wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Gesamthomogenate wurden auf GAPDH 
normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 

 

Neben den Gehalten der Rho-GTPase Rac1 und der Ras-GTPase H-Ras wurde 

auch der Gehalt der Rab-GTPase Rab3A untersucht. Die Gesamthomogenate der 

untransfizierten HEK293 Zellen zeigten keinen signifikanten Unterschied des 

Rab3A-Gehaltes im Vergleich zu den HEK293-APP695wt Zellen und den HEK293-

APPsw Zellen. 

Bei der Untersuchung der untransfizierten HEK293 Zellen, der HEK293-APP695wt 

Zellen und der HEK293-APPsw Zellen hatte die Behandlung der Zellen mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV keine signifikante Auswirkung auf die Rab3A-Gehalte. 
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Auch zwischen den Membran-Präparationen der drei untersuchten Zelllinien gab 

es keinerlei Unterschiede der Rab3A-Gehalte. Außerdem hatte die Behandlung mit 

dem β-Sekretase-Inhibitor IV keine signifikante Änderung der Rab3A-Gehalte in 

den Membran-Fraktionen der untransfizierten HEK293 Zellen, der HEK293-

APP695wt Zellen und der HEK293-APPsw Zellen zur Folge. 

 

 

Abbildung 38. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV iauf die 
Rab3A-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet 
wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp 
= APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. 
Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c 
= control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a) und Memranpräparationen (b) aus den mit β-Sekretase-Inhibitor IV 
behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der 
Rab-GTPase Rab3A (a, b) zu charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen 
prenylierten Rab3A wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der 
Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind 
bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (ns=not significant), 
n=4. 
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4.3.7.2 Einfluss der β-Sekretase-Inhibition auf GGPP, FPP und Cholesterol 

in HEK293 Zellen mit verschiedenen APP-Transfektionen 

Die Auswirkung der β-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die 

Gehalte der beiden Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-

Gehalte wurde in untransfizierten HEK293 Zellen, in HEK293-APP695wt Zellen 

und in HEK293-APPsw Zellen untersucht. 

Weder in den untransfizierten HEK293 Zellen, noch in den HEK293-APP695wt 

Zellen bedingte die Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV eine signifikante 

Veränderung der FPP-Gehalte. In den HEK293-APPsw Zellen jedoch führte die 

Inhibition der β-Sekretase durch den β-Sekretase-Inhibitor IV zu einer signifikanten 

Reduktion des FPP-Gehaltes. 

Ähnlich verhielt es sich mit den Gehalten des Isoprenoids GGPP. Während die 

GGPP-Gehalte weder bei den untransfizierten HEK293 Zellen, noch bei den 

HEK293-APP695wt Zellen durch die β-Sekretase-Inhibitor IV-Behandlung 

beeinflusst wurden, bewirkte die Inkubation der HEK293-APPsw Zellen mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV eine Reduktion des GGPP-Gehaltes im Vergleich mit den 

DMSO-behandelten Kontroll-Zellen. 

Die Cholesterol-Gehalte der untransfizierten HEK293 Zellen, der HEK293-

APP695wt Zellen und der HEK293-APPsw Zellen wiesen keinen Unterschied 

zwischen den drei Zelllinien auf. Die Inhibition der β-Sekretase durch den β-

Sekretase-Inhibitor IV hatte keine Auswirkung auf die Cholesterol-Gehalte in den 

untransfizierten HEK293 Zellen, den HEK293-APP695wt Zellen und den HEK293-

APPsw Zellen. 
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Abbildung 39. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die 
Gehalte der Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen 
embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) 
HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden 
HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-
transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen.  Die 
Gehalte der Isoprenoide FPP (a) und GGPP (b) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Die 
Cholesterolgehalte (cholesterol) aus den mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelten HEK-Zellen (c) 
wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-
Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=8. 
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4.3.8 Zusamenfassung: Effekte der β-Sekretase-Inhibition auf Isoprenoide 

und GTPasen in HEK293 Zellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen 

Die Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV fürhte in keiner der drei 

untersuchten Zelllinien im Gesamthomogenat zu einer Veränderung der 

Proteingehalte von Rac1 und Rab3A. Jedoch bewirkte die β-Sekretase-Inhibition 

mittels β-Sekretase-Inhibitor IV eine Erhöhung der H-Ras Expression in HEK293-

APPsw Zellen, wohingegen die beiden Zellinien der untransfizierten HEK293 

Zellen und der HEK293-APP695wt Zellen durch die Behandlung keine 

Unterschiede zu den Kontrollzellen aufwiesen. 

In den Membranfraktionen der HEK293-APP695wt Zellen und der HEK293-APPsw 

Zellen wurde der Rac1 Gehalt durch die Behandlung dem β-Sekretase-Inhibitor IV 

reduziert. Dies deutet auf eine Reduktion der Prenylierung und somit der Aktivität 

von Rac1 in APP-transfizierten Zellen hin. Keinen Effekt hatte die Behandlung mit 

dem β-Sekretase-Inhibitor IV in der Membranfraktion der untransfizierten HEK293 

Zellen. 

Die Proteinexpression der Ras-GTPase H-Ras wurde durch die Behandlung mit 

dem β-Sekretase-Inhibitor IV in der Membranfraktion der HEK293-APPsw Zellen 

erhöht. Dieser Befund weist auf eine erhöhte Prenylierung des H-Ras hin. Analog 

der Untersuchungsergebnisse im Gesamthomogenat, wiesen die beiden Zellinien 

der untransfizierten HEK293 Zellen und der HEK293-APP695wt Zellen auch in den 

Membranfraktionen durch die Behandlung keine Unterschiede zu den 

Kontrollzellen auf. Da die Erhöhung von H-Ras durch die Behandlung mit dem β-

Sekretase-Inhibitor IV lediglich in den Hek293 Zellen mit der schwedischen 

Mutation (HEK293-APPsw) aufgetreten ist, scheint es sich um einen spezifischen 

Effekt zu handeln, der im Zusammenhang mit dem höheren endogenen Aβ1-42 

Gehalt in den APP-transfizierten HEK293-APPsw Zellen stehen könnte. 

Der GGPP- und FPP-Gehalt der HEK293-APPsw Zellen wurde durch die 

Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV reduziert, jedoch zeigte sich kein 

Effekt auf die Gehalte dieser beiden Isoprenoide durch die Inhibitor-Behandlung in 

den untransfizierten HEK293 Zellen und der HEK293-APP695wt Zellen. Da die 

beiden Isoprenoide FPP und GGPP durch die Inhibition der β-Sekretase in den 

APP-transfizierten HEK293-APPsw Zellen reduziert wurden, könnten die erhöhten 

Gehalte des Membran-gebundenen prenylierten H-Ras auf eine erhöhte Aktivität 

der FTase hindeuten. 



Ergebnisse 

190 

Der Cholesterolgehalt im Gesamthomogenat der untrasfizierten HEK293 Zellen, 

der HEK293-APP695wt Zellen und der HEK293-APPsw Zellen blieb durch die 

Behandlung mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV unbeeinflusst. 

 

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels 
β-Sekretase-Inhibitor IV auf die Gehalte der Proteine Rac1, H-Ras und Rab3A und der 
Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen embryonalen 
Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, 
wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = 
APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die 
HEK Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Die Effekte beziehen sich auf die jeweiligen Kontroll-Zellen, die mit dem Solvent 
DMSO behhandelt wurden. ê steht für eine Reduktion, é  steht für eine Erhöhung und = steht für 
keinen Effekt. 

24 h Behandlung mit 
1 µmol/L β-Sekretase-
Inhibitor IV 

HEK293 ut HEK293-
APP695wt 

HEK293-
APPsw 

Rac1 Gesamthomogenat = = = 

Rac1 Membranfraktion = ê ê 

H-Ras Gesamthomogenat = = é 

H-Ras Membranfraktion = = é 

Rab3A Gesamthomogenat = = = 

Rab3A Membranfraktion = = = 

FPP = = ê 

GGPP = = ê 

Cholesterol = = = 
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4.3.9 Effekte von oligomerisiertem Aβ auf GGPP, FPP und Cholesterol in 
untransfizierten HEK293 Zellen 

Bei der amyloidogenen APP-Prozessierung spaltet zuerst die β-Sekretase das 

APP an seiner Ektodomäne, wobei ein N-terminales sekretiertes sAPPβ Fragment 

und ein membranständig C-terminales C99 Fragment entstehen. Bei der 

anschließenden heterogene Spaltung des C99 durch die γ-Sekretase entstehen 

extrazelluläre Aβ-Peptide verschiedener Länge und eine im Cytoplasma 

lokalisierte „APP intracellular domain“ (AICD).  

Der Einfluss von oligomerisiertem Aβ auf die Isoprenoide FPP und GGPP, sowie 

auf die Cholesterol-Gehalte wurde in untransfizierten HEK293 Zellen untersucht. 

Hierfür wurden die untransfizierten Zellen für 24 Stunden mit physiologischen 

Konzentrationen an exogenem oligomerisrtem Aβ inkubiert, um anschließend die 

Effekte zu analysieren. 

Im Vergleich zu den mit dem Solvent DMSO behandelten Kontroll-Zellen führte die 

Inkubation der untransfizierten HEK293 Zellen mit exogenem oligomerisiertem Aβ 

zu einem signifikant höheren FPP-Gehalt. Auch der GGPP-Gehalt in den HEK293 

Zellen erhöhte sich signifikant durch die Behandlung mit exogenem 

oligomerisiertem Aβ in den untersuchten untransfizierten HEK293 Zellen. Die 

Behandlung mit exogenem oligomerisiertem Aβ hatte jedoch in den 

untransfizierten HEK293 Zellen keine Änderung des Cholesterol-Gehaltes zur 

Folge. 

Die Untersuchungsergebnisse der in vitro Studie mit exogenem oligomerisiertem 

Aβ zeigen mit der Erhöhung der Isoprenoide FPP und GGPP die gleichen Effekte 

wie die Untersuchung der HEK293 Zellen, bei welchen beide APP-transfizierten 

Zelllinien (HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen) höhere FPP- und 

GGPP-Gehalte aufwiesen. Dies bestätigt die Annahme, dass ein Zusammenhang 

zwischen der Regulation der Isoprenoide FPP und GGPP und Aβ besteht. 
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Abbildung 40. Effekte von oligomerisiertem Aβ in humanen embryonalen Nierenzellen. Für die 
Untersuchungen wurden untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen verwendet. Die HEK-293 Zellen 
wurden mit jeweils 0.01 µmol/L oligomerisiertem Aβ für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) 
für die Analysen. Die Gehalte der Isoprenoide FPP (a) und GGPP (b) wurden mittels HPLC-FD 
Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus den mit oligomerisiertem Aβ 
behandelten HEK-293 Zellen (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=8. 
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4.4 Glioblastom (Glioblastoma multiforme) 

Auch für die Pathogenese der Glioblastoma multiforme spielen kleine G-Proteine 

und ihre Prenylierung eine wichtige Rolle. Prenylierte Ras-und Rho-Proteine 

aktivieren direkt nachgeschaltete Effektoren und üben dadurch einen deutlichen 

Einfluss auf die Onkogenese und Tumorbiologie aus. Veränderungen der 

Ras/Rho-vermittelten Signaltransduktion, wie dem Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg 

haben sich als zentraler Schritt in der molekularen Pathogenese der Glioblastoma 

multiforme (GBM) herausgestellt (End, 1999; Grzmil & Hemmings, 2010; Lo, 

2010b). Die Farnesyltransferase (FTase) katalysiert die Farnesylierung der Ras-

GTPase H-Ras, und die GGTase-I katalysiert die Geranylgeranylierung der Rho-

GTPase Rac1. Diese post-translationale Prenylierung ermöglicht den kleinen 

GTPasen die Insertion in zelluläre Membranen. Diese Lokalisation ist wiederum für 

die transformierende Aktivität der kleinen GTPasen notwendig, mit 

breitgefächerten Folgen für die Weiterleitung von Signalen, die das Wachstum, die 

Diferenzierung und Apoptose der Zellen bewirken (Alexander & Friedl, 2012; Eric 

K Rowinsky & Patnaik, 2000; X. Zhou et al., 2013). 

Ein Präkursor der beiden Isoprenoide FPP und GGPP im 

Cholesterinbiosytheseweg ist das Mevalonat, dessen Bildung von der 

Enzymaktivität der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)-Reduktase 

abhängt. Die HMG-CoA-Reduktase ist das Geschwindigkeits-bestimmende Enzym 

des Cholesterinbiosytheseweges. Statine sind Inhibitoren der HMG-CoA-

Reduktase, sie inhibieren die Proliferation und Migration von Gliomazellen und 

induzieren deren Apoptose in vitro und in vivo (Bababeygy et al., 2009; H. Wu et 

al., 2009). Lovastatin hemmt das Wachstum humaner GBM Zellen und induziert 

deren Apoptose (Chan et al., 2008; Jones et al., 1994). Langzeitstudien mit den 

Statinen Simvastatin und Lovastatin zeigten eine inverse Assoziation zwischen der 

Intensität der Statin-Behandlung und dem Glioma-Risiko (Ferris, McCoy, Neugut, 

Wrensch, & Lai, 2012; Gaist et al., 2013). Eine direkte Wirkung der HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitoren ist deren Fähigkeit die Gehalte der Isoprenoide zu senken.  

Eine weitere vielversprechende Substanz ist der Perillylalkohol (POH), ein in der 

Natur vorkommendes Monoterpen, das in der Lage ist die FTase und die GGTase-

I zu inhibieren (End, 1999; Ren et al., 1997; Unlu et al., 2000). In einer klinischen 

Studie der Phase I/II mit rezidivierenden GBM Patienten verlängerte die 

Behandlung mit POH die Lebenserwartung der Patienten um mehrere Monate 

(Clovis O da Fonseca et al., 2011; Clovis O DA Fonseca et al., 2013; Clovis 



Ergebnisse 

194 

Orlando da Fonseca, Linden, et al., 2008). Es ist jedoch nicht geklärt, dass eine 

Hemmung der FTase oder der GTPase der klinischen Wirkung zugrunde liegt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Einflüsse von Lovastatin und POH auf die 

Ispoprenoidgehalte und die Prenylierung der kleinen GTPasen H-Ras und Rac1 

getestet um ihre Beteiligung über die Inhbition des Ras-Raf-MEK-ERK 

Signalweges auf onkogene Funktionen zu untersuchen. Für die Analysen wurden 

die beiden GBM Zellinien U87 und U343 herangezogen. 

 

 

 

Abbildung 41. Verkürzter Mevalonat-/Isoprenoid-/Cholesterol-Biosytheseweg. Der 
Mevalonatweg ist ein entscheidender Stoffwechselprozess in eukaryotischen Zellen. Hierbei stellt 
das Mevalonat den Präkursor verschiedener Intermediate wie dem Farnesylpyrophosphat (FPP), 
dem Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und dem Cholesterol dar. Der Geschwindigkeits-
bestimmende Schritt dieses Biosyntheseweges ist die synthese von Mevalonat und wird katalysiert 
durch die HMG-CoA-Reduktase. Statine, wie beispielsweise Lovastatin, sind HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren und in der Lage diesen Geschwindigkeits-bestimmende Schritt zu inhibieren. GGPP ist 
das Substrat der posttranslationalen Geranylgeranylierung kleiner Rho-GTPasen, die duch die 
GGTase-I katalysiert wird. Die FTase farnesyliert die Ras-GTPasen mit dem FPP-Rest. Diese 
posttranslationalen Modifikationen der kleinen GTPasen sind kritisch für ihre Lokalisation an 
Membranen und somit für die optimale Funktion. 
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Zahlreiche Publikationen zeigen eine große Bandbreite der verwendeten 
Konzentrationen von Perillylalkohol in virto (Tabelle 5). Hierbei ist anzumerken, 
dass zahlreiche in vitro Versuche mit sehr hohen Konzentrationen von 
Perillylalkohol durchgeführt wurden, die in diesem Maße in vivo wohl niemals zu 
erreichen sind. Aus diesem Grund wurde im Vergleich zu den bereits existierenden 
Publikationen für die Versuche der vorliegenden Arbeit eine eher niedrigere 
Konzentration von 250 µM Perillylalkohol gewählt. 
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Tabelle 5: Publizierte in vitro Effekte von Perillylalkohol (POH) im Hinblick auf die verwendten 
Konzentrationen. 

Konzentration 
POH Effekt in vitro 

1 µM Perillylalkohol unterdrückt die Antigen-induzierte Immunantwort 
in der  Lunge (Imamura et al., 2014). 

60 µM 
Expressionsmuster chemo-resistenter Proteine in Glioblastoma-
Zellen A172 nach Behandlung mit Perillylalkohol (de Saldanha 
da Gama Fischer et al., 2011). 

100 -1000 µM Perillylalkohol sensibilisiert maligne Glioma für radio- und 
Chemotherapie (Rajesh, Stenzel, & Howard, 2003). 

250-750 µM Effekte von Perillylalkohol auf Metabolite des p21 in humanen 
Tumor-Zellinien (Hudes et al., 2000). 

250 -800 µM 

Der Arrest des Zellzyklus durch POH, Geraniol and farnesol ist 
vermittelt durch p21 (Cip1) und p27 (Kip1) in humanen 
pankreatischen Adenocarcinoma Zellen (Wiseman, Werner, & 
Crowell, 2007). 

250 -2500 µM 
In vitro Induktion von Apoptose in U937 Zellen durch POH und 
Sensibilisierung durch Pentoxyfyllin: Erhöhte BCL-2 und BAX 
Proteinexpression (Gómez-Contreras et al., 2006). 

250 -5000 µM POH wirkt als Na/K-ATPase-Inhibitor (D. G. Garcia et al., 2010). 

300 – 700 µM 
POH inhibiert Calcium-abhängig den NF 
-kappaB Siganlweg (Berchtold, Chen, Miyamoto, & Gould, 
2005). 

400 µM Spaltung des hTERT–mTOR–RAPTOR Proteinkomplexes 
durch POH und Rapamycin (Sundin, Peffley, & Hentosh, 2013). 

400 µM POH inhibiert die Telomerase-Aktivität in Prostata-Krebszellen 
(Sundin, Peffley, Gauthier, & Hentosh, 2012). 

500 µM POH inhibiert das wachstum von humanen Brust-Krebszellen in 
vitro und in vivo (Yuri et al., 2004). 

600 -1500 µM Behandlung von Temozolomid-resistenten Glioma mit POH 
(Cho et al., 2012). 

1000 µM 

R-(+)-POH induziert veränderungen des Zellzyklus, ein 
verändertes Aktinzytoskelett und verringert Ras- und p34 
(Cdc42)-Expression in Kolon-Adenocarcinoma SW480-Zellen 
(Cerda, Wilkinson, Thorgeirsdottir, & Broitman, 1999). 

1000 -2000 µM POH induziert Apoptose in humanen GBM Zellen (Fernandes et 
al., 2005). 

1200 µM 
POH und Perillylsäure induzieren Zellzyklusarrest und Apoptose 
in Lungen-Krebszellen (Yeruva, Pierre, Elegbede, Wang, & 
Carper, 2007). 

1800 µM Proteomic Überblick von A172 Glioblastoma Zellen, die mit 
POH behandelt wurden (Fischer et al., 2010). 
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4.4.1 Einfluss von Lovastatin und Perillylalkohol auf die Migration und 
Invasion von GBM-Zellen 

Um die Effekte von Lovastatin und POH auf die Prozesse der Tumormigration, 

Invasion und Proliferation zu untersuchen, wurden die beiden humanen GBM 

Zelllinien U87 und U343 als Zellmodell für die in vitro Versuche herangezogen. Die 

Zellen wurden jeweils mit 10 µM Lovastatin oder 250 µM Perillylalkohol behandelt. 

Sowohl Lovastatin als auch Perillylalkohol bewirkten eine Reduktion der Migration 

und der Invasion in U87 und in U343 Zellen.  

 

 

Abbildung 42. Migration und Invasion der U87 Zellen nach der Behandlung mit Lovastatin 
(LOV). Die U87 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen 
(control) für den Migrations- und Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden 
der Behandlung durchgeführt um die Zellmigration der U87 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder 
wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-Assay 
(invaded cells) der U87 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber Assays 
durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), n=4. 
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Abbildung 43. Migration und Invasion der U343 Zellen nach der Behandlung mit Lovastatin 
(LOV). Die U343 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen 
(control) für den Migrations- und Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden 
der Behandlung durchgeführt um die Zellmigration der U343 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder 
wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-Assay 
(invaded cells) der U343 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber Assays 
durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), n=4. 
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Abbildung 44. Migration und Invasion der U87 Zellen nach der Behandlung mit Perillylalkohol 
(POH). Die U87 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen 
(control) für den Migrations- und Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden 
der Behandlung durchgeführt um die Zellmigration der U87 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder 
wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-Assay 
(invaded cells) der U87 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber Assays 
durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p***<0.001), n=4. 
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Abbildung 45. Migration und Invasion der U343 Zellen nach der Behandlung mit Perillylalkohol 
(POH). Die U343 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-
freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als 
Kontrollen (control) für den Migrations- und Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 
Stunden der Behandlung durchgeführt um die Zellmigration der U343 Zellen (a) zu analysieren. Die 
Bilder wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-
Assay (invaded cells) der U343 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber Assays 
durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001), n=4. 

 

4.4.2 Einfluss von Lovastatin und Perillylalkohol auf die Proliferation von 
GBM-Zellen 

Der MTT-Assay und auch der Kristallviolett-Assay wurden verwendet um die 

Proliferation der beiden GBM Zelllinien U87 und U343 zu evaluieren. Beide Assays 

zeigten eine Reduktion der Proliferation durch die Behandlung der U87 und U343 

Zellen mit 10 µM Lovastatin. Auch die Inkubation der GBM Zelllinien U87 und 

U343 mit 250 µM Perillylalkohol bewirkte eine Erniedrigung der Proliferation, die 

mit beiden Assays detektiert wurde. 
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Abbildung 46. Proliferation der U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit Lovastation 
(LOV). Die U87 Zellen (a und c) und die U343 Zellen (b und d) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 
24 Stunden in Serum-freien Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt 
wurden, dienten als Kontrollen (control) für den MTT- und Kristallviolett-Assay. Der MTT-Assay 
(MTT-reduction) wurde verwendet um die Zellproliferation nach der Behandlung mit Lovastatin (a, b) 
in U87 und U343 Zellen zu analysieren. Die MTT-Aktivität wurde photometrisch gemessen. Der 
Kristallviolett-Assay (absorption) der U87 und U343 Zellen, die mit LOV (c, d) behandelt wurden, 
charakterisierte ebenfalls die Zellproliferation. Nach den angegebenen Behandlungen wurden die 
Zellen gefärbt und photometrisch vermessen. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; 
p**<0.01; p***<0.001), n=15 (MTT-Assay), n= 9 (Kristallviolett-Assay). 
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Abbildung 47. Proliferation der U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit Perillylalkohol 
(POH). Die U87 Zellen (a und c) und die U343 Zellen (b und d) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt 
wurden, dienten als Kontrollen (control) für den MTT- und Kristallviolett-Assay. Der MTT-Assay 
(MTT-reduction) wurde verwendet um die Zellproliferation nach der Behandlung mit Perillylalkohol (a, 
b) in U87 und U343 Zellen zu analysieren. Die MTT-Aktivität wurde photometrisch gemessen. Der 
Kristallviolett-Assay (absorption) der U87 und U343 Zellen, die mit POH (c, d) behandelt wurden, 
charakterisierte ebenfalls die Zellproliferation. Nach den angegebenen Behandlungen wurden die 
Zellen gefärbt und photometrisch vermessen. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05), n=15 
(MTT-Assay), n= 9 (Kristallviolett-Assay). 

 

 

4.4.3 Einfluss von Lovastatin und Perillylalkohol auf die ERK-
Siagnalwirkung in GBM-Zellen 

Migration, Invasion und Proliferation der Glioblastoma Zellen werden über den 

RAF/MEK/ERK Signalweg reguliert. Für die Signaltransduktion spielt die H-Ras 

und Rac1 vermittelte Aktivierung des nachgeschalteten Proteins ERK 

(Extracellular signal-regulated kinases) eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund 

wurden die Gehalte der aktivierten phosphorylierten Form des ERK (p-ERK) und 

der Gesamtproteingehalt des ERK (t-ERK) in den Glioblastoma Zellen U87 und 

U343 detektiert. Die Proteine p-ERK und t-ERK wurden nach der Behandlung der 
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U87 und U343 Zellen mit 10 µM Lovastatin und mit 250 µM Perillylalkohol mittels 

WesternBlot Analyse bestimmt. Lovastatin reduzierte die Proteingehalte von p-

ERK in den beiden GBM Zellinien U87 und U343. Ähnlich vermindert auch die 

Behandlung der Zellen mit Perillylalkohol die Proteingehalte von p-ERK in den 

Zelllinien U87 und U343. 

 

 
Abbildung 48. Proteingehalte des phosphorylierten ERK (p-ERK) und des gesamten Proteins 
ERK (t-ERK) in U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit Lovastation (LOV) und 
Perillylalkohol (POH). Die U87 Zellen (a) und die U343 Zellen (b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Die U87 Zellen (c) und die U343 Zellen (d) 
wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freien Medium behandelt. Zellen, die 
mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot 
Analyse. Der WesternBlot Analyse des phosphorylierten ERK (p-ERK) und des Gesamtproteins ERK 
(t-ERK) wurden bei den U87 Zellen (a, c) und U343 Zellen (b, d) durchgeführt, um die ERK-
Aktivierung zu analysieren. Die Graphen zeigen das Verhältnis zwischen p-ERK und t-ERK der U87 
und U343 Zellen nach der Behandlung mit LOV und POH. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind dargestellt. Die Gehalte von p-ERK und t-ERK wurden auf GAPDH normiert. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05), n=5. 
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4.4.4 Einfluss von Lovastatin und Perillylalkohol auf die zelluläre 
Lokalisation kleiner GTPasen 

Die exakte Signaltransduktion kleiner GTPasen erfordert die posttranslationale 

Modifikation mit FPP und GGPP und die anschließende Lokalisation der kleinen 

GTPasen an Membranen (Swanson & Hohl, 2006). Um herauszufinden wie 

Lovastatin und Perillylalkohol die Prenylierung der kleinen GTPasen H-Ras und 

Rac1 beeinflussen, wurde im Folgenden ihre Insertion in zellulären Membranen 

untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Proteingehalte von H-Ras und Rac1 

mittels WesternBlot Analyse in Membranpräparationen aus den GBM Zellen U87 

und U343 nach deren Inkubation mit Lovastatin und Perillylalkohol ermittelt.  

Der Gehalt an Membran-gebundenem H-Ras war in den U87 und auch in den 

U343 Zellen durch die Behandlung mit 10 µM Lovastatin erniedrigt. Ebenso 

bewirkte die Inhibition der HMG-CoA-Reduktase durch Lovastatin eine Reduktion 

des Membran-gebundenen Rac1 in beiden GBM Zellmodellen. Diese Daten 

implizieren eine verringerte Prenylierung dieser GTPasen in Folge der Behandlung 

mit Lovastatin. Im Cytosol der U87 und U343 Zellen hatte die 

Lovastatinbehandlung eine Erhöhung des Proteingehaltes von H-Ras zur Folge. 

Aber in den cytosolischen Präparationen der mit Lovastatin behandelten U87 

Zellen konnte kein Unterschied der Gehalte an Rac1 zu den Kontrollen detektiert 

werden, wobei analog den Effekten auf das H-Ras auch die Proteingehalte an 

Rac1 im Cytosol der Lovastatin-behandelten U343 Zellen erhöht vorlagen. 
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Abbildung 49. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die zelluläre Lokalisation der Proteine H-Ras 
und Rac1 in U87 Zellen. Die U87 Zellen (a, b, c und d) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt 
wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse 
von Präparationen des Cytosols (cytosol) und der Mebranfraktion (membrane) wurden durchgeführt 
um die Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der Mebranfraktionen 
wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), 
n=5. 
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Abbildung 50. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die zelluläre Lokalisation der Proteine H-Ras 
und Rac1 in U343 Zellen. Die U343 Zellen (a, b, c und d) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt 
wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse 
von Präparationen des Cytosols (cytosol) und der Mebranfraktion (membrane) wurden durchgeführt 
um die Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der Mebranfraktionen 
wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen 
Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01), n=5. 

 

Im Cytosol der beiden GBM Zelllinien U87 und U343 induzierte die Behandlung mit 

250 µM Perillylalkohol keine Änderung der Proteingehalte der kleinen GTPasen H-

Ras und Rac1. Aber in den Membranpräparationen der U87 Zellen wurde bedingt 

durch die Perillylalkohol-Behandlung zwar der Gehalt an Membran-gebundenem 

H-Ras reduziert, jedoch wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den mit 

Perillylalkohol behandelten U87 Zellen und den Kontrollen für die Proteingehalte 

der Membran-gebundenen Rho-GTPase Rac1 detektiert, wobei eine deutliche 

Tendenz einer Reduktion erkennbar war. Anders in den U343 Zellen, hier zeigten 

die Membranpräparationen nach der Inkubation mit Perillylalkohol eine signifikante 

Reduktion der Proteingehalte von H-Ras und Rac1. 
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Abbildung 51. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die zelluläre Lokalisation der Proteine H-
Ras und Rac1 in U87 Zellen. Die U87 Zellen wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in 
Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten 
als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen 
des Cytosols (a, b; cytosol) und der Mebranfraktion (c, d; membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der cytosolischen 
Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-
1 normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=5. 
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Abbildung 52. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die zelluläre Lokalisation der Proteine H-
Ras und Rac1 in U343 Zellen. Die U343 Zellen wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden 
in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten 
als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen 
des Cytosols (a, b; cytosol) und der Mebranfraktion (c, d; membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der cytosolischen 
Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-
1 normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=5. 
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4.4.5 Einfluss von Lovastatin und Perillylalkohol auf Intermediate des 
Mevalonatweges 

Lovastatin inhibiert die HMG-CoA-Reduktase, das Geschwindigkeits-bestimmende 

Enzym des Cholesterin-Biosytheseweges, welches die Synthese des Mevalonats 

katalysiert. Das Mevalonat ist ein Präkursor der beiden Isoprenoide FPP und 

GGPP. Die reduzierte Lokalisation kleiner GTPasen in zellulären Membranen in 

Folge der Wirkung des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors Lovastatin deutet auf eine 

erniedrigte Prenylierung aufgrund reduzierter FPP und GGPP-Gehalte hin. Um 

diese Hypothese zu überprüfen, wurden die Intermediate des Mevalonatweges 

FPP, GGPP und Cholesterol analysiert. Lovastatin induziert eine Reduktion der 

Gehalte an FPP, GGPP und Cholesterol in U87 und U343 Zellen.  

 

 

Abbildung 53. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die Intermediate des Mevalonatweges FPP, 
GGPP und Cholesterol in U87 und U343 Zellen. Die U87 Zellen (a, c und e) und die U343 Zellen 
(b, d und f) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. 
Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
HPLC-FD und die CHOD-PAP Analyse. FPP (a, b) und GGPP (c, d) wurden mittels HPLC-FD 
Analyse quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) in U87 Zellen (e) und U343 Zellen (f) 
wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-
Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001), n=6. 
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Perillylalkohol hemmt die FTase und die GGTase, welche die Prenylierung kleiner 

GTPasen katalysieren (End, 1999; Ren et al., 1997). Die Behadlung der GBM 

Zellinien U87 und U343 mit Perillylalkohol hatte keinen Einfluss auf die Gehalte an 

FPP und Cholesterol. Und auch die GGPP-Gehalte in U343 Zellen waren nicht 

verändert durch die Inkubation mit Perillylalkohol. Interessanter Weise waren aber 

die Gehalte an GGPP in den U87 Zellen bedingt durch die Behandlung mit 

Perillylalkohol erhöht, was eine selektive Inhibition der GGTase in spezifischen 

GBM Zelllinien implizieren könnte. 

 

 

Abbildung 54. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die Intermediate des Mevalonatweges 
FPP, GGPP und Cholesterol in U87 und U343 Zellen. Die U87 Zellen (a, c und e) und die U343 
Zellen (b, d und f) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) 
für die HPLC-FD und die CHOD-PAP Analyse. FPP (a, b) und GGPP (c, d) wurden mittels HPLC-FD 
Analyse quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) in U87 Zellen (e) und U343 Zellen (f) 
wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-
Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Gehirnalterung 

Die Gehirnalterung ist mit dem Rückgang der kognitiven Fähigkeiten assoziiert, 

welcher im Zusammenhang mit der synaptischen Plastizität steht (Bloss et al., 

2013; Casoli et al., 1996; Mostany et al., 2013). Viel Aufmerksamkeit wurde 

diesbezüglich auf die Veränderung des Dendritenwachstums und der 

Synapsendichte gelegt, welche die Alterungs-bezogene Reduktion der 

synaptischen Plastizität bedingen, aber die Mechanismen hinter diesen 

Veränderungen sind noch immer nicht volständig verstanden und aufgeklärt 

(Burke & Barnes, 2006, 2010; Burke, Wallace, Nematollahi, Uprety, & Barnes, 

2010). Das Aktin-Zytoskelett spielt eine kritische und essentielle Rolle bei der 

Kontrolle der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Spines und Synapsen (Tolias 

et al., 2011). Die Organisation und Funktion des Aktin-Zytoskeletts hängen von der 

Familie der kleinen Rho-GTPasen ab. Entwicklungsstudien und Studien über 

spezifische Formen mentaler Retardierung haben gezeigt, dass Rho-Proteine wie 

Rac1, RhoA und Cdc42 von kritischer Bedeutung für die Steuerung der 

Synapsenentwicklung und der synaptischen Plastizität sind (Bongmba, Martinez, 

Elhardt, Butler, & Tejada-Simon, 2011; Cartocci et al., 2016; Chen Chen, Wirth, & 

Ponimaskin, 2012; Newey, Velamoor, Govek, & Van Aelst, 2005; Tolias et al., 

2011). Die normale Funktion dieser Proteine erfordert die Anlagerung des 

Isoprenoids GGPP an den Cystein-Rest des Carboxy-terminalen CAAX Motivs. Es 

wurde bereits publiziert, dass die Gehalte der Isoprenoide GGPP und FPP in 

Hirnen gealterter Mäuse im Vergleich mit jüngeren Mäusen signifikant erhöht 

vorliegen (Hooff et al., 2012). Diese Befunde konnten im Zuge der vorliegenden 

Arbeit bestätigt werden. Es wird vermutet, dass dies den Prenylierungsprozess 

beeinflussen könnte. Rho-GTPasen werden bevorzugt von GGPP prenyliert. Und 

in der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Prenylierung der Rho-

GTPasen in Hirnen gealterter Mäuse verändert vorliegt. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die zelluläre 

Lokalisation der Rho-Proteine in Hirnen gealterten Mäusen verändert ist. Diese 

Veränderung der Protein-Lokalisation äußert sich in den reduzierten Gehalten der 

prenylierten Membran-gebundenen Rho-GTPasen und den erhöhten Gehalten 

cytosolischer Rho-Proteine in Hirnen gealterter Mäuse im Vergleich zu den 
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Protein-Gehalten junger Kontroll-Mäuse. Diese Befunde deuten entweder auf eine 

Erhöhung der unprenylierten, also nicht geranylgeranylierten Rho-GTPasen hin, 

oder es muss eine höhere Bindungskapazität der korresondierenden RhoGDIα 

Proteine für die Rho-Proteine im Cytosol vorherrschen. 

Die GGTase-I vermittelte Prenylierung der GTPasen spielt eine fundamentale 

Rolle für die Gehirnfunktionen (S. Gao, Yu, & Zhou, 2016). Die altersbedingte 

Reduktion der prenylierten Membran-gebundenen Rho-Proteine ist assoziiert mit 

einer Reduktion der Protein- und mRNA- Gehalte des Enzyms GGTase-Iβ, der 

Untereinheit der GGTase-I, die die Bindung des Isoprenoids GGPP an die Rho-

GTPasen reguliert. Diese reduzierten Protein- und mRNA- Gehalte des Enzyms 

GGTase-Iβ korrelieren direkt mit der reduzierten relativen GGTase Aktivität, die in 

den Gehirnen der gealterten Mäuse detektiert werden konnte. Außerdem stellt die 

altersbedingte Reduktion der Protein- und mRNA- Gehalte des Enzyms GGTase-

Iβ vermutlich auch die Ursache für die reduzierte relative GGTase Aktivität dar, die 

wiedrum eine verringerte Prenylierung der untersuchten Rho-GTPasen zur Folge 

haben kann. Zusätzlich ahmt die Inhibition der GGTase-I in vitro die im 

Tierversuch beobachteten Veränderungen in den Gehirnen gealterter Mäuse nach, 

bei welcher auch das verringerte Vorliegen der synaptischen Marker-Proteine 

GAP43 und Synaptophysin beobachtet werden konnte. Die signifikant geringeren 

Gehalte der prenylierterten Membran-assoziierten Rho-GTPasen treten spezifisch 

bei den GTPasen auf, die durch die Transferase GGTase-I prenyliert werden. Bei 

den Rab-GTPasen, die durch die Transferase GGTase-II geranylgeranyliert 

werden liegen keine reduzierten Gehalte der membran-gebundenen GTPasen in 

Hirnen gealterter Mäuse im Vergleich zu den jungen Kontrolltieren vor. Auch diese 

Ergebnisse bestätigten sich im in vitro Versuch. Eine Konsequenz der 

Herunterregelung der GGTase-I im gealterten Gehirn könnte einen Faktor 

darstellen, der zu der Verschlechterung der Synapsen und deren Plastizität 

beiträgt, die mit erhöhtem Alter auftritt. Die Langzeit-Potenzierung (eng: long-term 

potentiation, LTP) ist in Rac1-defizienten Mäusen verschlechtert, ihre räumliche 

Lernfähigkeit und auch die Anzahl der neuronalen Synapsen ist verringert 

(Haditsch et al., 2009). Umgekehrt verbessert die Aktivierung der Rho-GTPasen 

im Gehirn von C57BL/6 Mäusen die Lernfähigkeit und die Gedächtnisleistung 

(Diana et al., 2007).  

Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die Herunterregulierung 

der GGTase-I die Prenylierung der Rho-GTPasen im gealterten Hirn reduziert.  
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Ein weiterer Mechanismus, der für die Reduktion der prenylierten Membran-

gebundenen Rho-Proteine verantwortlich sein könnte geht mit den GDIs (guanine 

dissociation inhibitors) einher. Die GDIs beeinflussen ebenfalls die Funktion und 

Lokalisation der GTPasen (Jacqueline Cherfils & Zeghouf, 2013). Im Cytosol 

halten die GDIs die GTPasen im inaktiven GDP-gebundenen Zustand, indem sie 

den Nukleotid-Austausch blockieren  und dabei die Membran-Assoziierung 

regulieren (DerMardirossian & Bokoch, 2005). 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Protein-Gehalte der 

GDIs RhoGDI-α und RabGDI-α in der cytosolischen Fraktion von Hirnen gealterter 

und junger Mäuse ähnlich sind und im Vergleich keinen signifikanten Unterschied 

aufweisen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die altersbedingten 

Änderungen der Gehalte der Rho- und Rab-Proteine nicht im Zusammenhang mit 

den GDIs stehen. Wie auch immer, es existieren Anzeichen dafür, dass die 

Prenylierung der Rho-GTPasen auch im Cytosol stattfinden kann und dort zu Miss- 

und Entfaltung dieser Proteine führt. Dieser Vorgang resultiert in der Protein-

Degradierung sofern der Lipid-Rest des Rho-Proteins nicht durch eine RhoGDIα-

Bindung geschützt wird. So sind die prenylierten Rho-Proteine größtenteils an Zell-

Membranen oder an RhoGDIα gebunden, nur eine kleine Fraktion ist mit dem 

Chaperon-System assoziiert (Boulter et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit 

wurden keine Unterschiede der Gesamtprotein-Gehalte der Rho-GTPasen Rac1, 

RhoA und Cdc42 zwischen den Gehirnen der verschiedenen Altersgruppen 

detektiert. Dies impliziert, dass keine Erhöhung des cytosolischen Pools der 

geranylgeranylierten Rho-GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 vorliegt, die nicht an 

RhoGDIα gebunden sind. Weiterhin konnten bei den Untersuchungen im Zuge der 

vorliegenden Arbeit keine Unterschiede der RhoGDIα Protein-Gehalte zwischen 

den cytosolischen Fraktionen der Hirne junger und alter Mäuse festgestellt 

werden. Diese unveränderten RhoGDIα Protein-Gehalte im Cytosol, begleitet von 

den reduzierten Gehalten der Membran-gebundenen Rho-Proteine, den 

verringerten mRNA und Protein-Gehalten der GGTase-Iβ und letztendlich die 

reduzierte relative Enzymaktivität der GGTase-I in den gealterten Mäusehirnen 

führen zu der Schlussfolgerung, dass die Erhöhung der Protein-Gehalte der Rho-

GTPasen im Cytosol für erhöhte Gehalte unprenylierter Rho-GTPasen sprechen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können entweder durch die Erhöhung der 

Protein-Gehalte der unprenylierten Rho-GTPasen erklärt werden oder durch eine 

erhöhte Bindungskapaztät des korrespondierenden Proteins RhoGDIα für die 

prenylierten Rho-GTPasen im Cytosol. Diese interessante Fragestellung sollte in 
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weiterführenden Arbeiten adressiert und geklärt werden. Wie auch immer, die 

altersbedingte Verminderung der Membran-gebundenen geranylgeranylierten und 

GTP-gebundenen Rho-GTPasen im Mäusehirn ist ein direktes Resultat der 

gestörten Aktivität der GGTase-I. 

Die Daten der vorliegenden Arbeit identifizieren die Rolle der GGTase-I als kririsch 

in der Gehirnalterung. Das Isoprenoid GGPP ist ein Substrat der Transferase 

GGTase-I, welche als cytosolisches Protein vorliegt. Die GGTase-I besteht aus 

einer α- und einer β-Untereinheit (Lane, 2006). Die α-Untereinheit der GGTase-I 

ist identisch mit der α-Untereinheit der FTase und die β-Untereinheit der GGTase-I 

regelt die Protein-Substrat-Selektivität. Die GGTase-I liegt in hohen 

Konzentrationen im Gehirn vor und es besteht ein hohes Interesse für die 

wichtigen Rolle der GGTase-I bei der Entwicklung der Dendriten (Gonzalez-Billault 

et al., 2012; K.-Y. Wu et al., 2010). Studien über die GGTase-I im Gehirn haben 

sich auf ihre Funktion fokusiert. Die Suppression der GGTase-I in hippocampalen 

Neuronen führte zu einer Reduktion der dendritischen Verzweigung, wohingegen 

die Überexpression der GGTase-I den gegenteiligen Effekt verursachte (X.-P. 

Zhou et al., 2008). In der gleichen Publikation konnte gezeigt werden, dass der 

vorteilhafte Effekt der GGTase-I inhibiert wurde, indem Zellen mit dem Protein 

Rac1 überexpremiert wurden, welches eine mutierte oder gelöschte 

Prenylierungsseite aufwies. Sowohl die kognitive Funktion als auch die Langzeit-

Potenzierung (LTP) sinken mit steigendem Alter (Burke & Barnes, 2006), was 

auch mit der gestörten Regulierung der GGTase-I zusammenhängen könnte. In 

hippocampalen Schnitten von Geranylgeranyltransferase-I haplodefizienten 

Mäusen ist die Langzeit-Potenzierung signifikant supprimiert und geht mit einer 

Reduktion der Spine-Dichte in corticalen Neuronen einher (D. Hottman et al., 

2018). Weiterhin wurde von Hottman et al. in den cerebralen Lysaten 

Geranylgeranyltransferase-I haplodefizienter Mäuse eine Reduktion von Membran-

gebundenem Rac1 und RhoA, aber nicht von Membran-gebundenem H-Ras, 

detektiert. Durch Manipulation der Isoprenoid-Gehalte und der Protein-

Prenylierung ist es möglich die synaptische Plastizität und kognitiven Funktionen in 

verschiedenen Tiermodellen zu modulieren (S. Cheng et al., 2013a; Costa et al., 

2002; L. Li, Cao, Kim, Lester, & Fukuchi, 2006; Mans, Chowdhury, Cao, McMahon, 

& Li, 2010; Mans, McMahon, & Li, 2012; Ye & Carew, 2010). Eine weitere Studie 

demonstrierte, dass die GGTase-I die Synaptogenese durch die BDNF-induzierte 

Rac1-Aktivierung vermittelt (Z. Li et al., 2013), was direkt mit den Daten der 

vorliegenden Arbeit korreliert. Die Gruppe von Li et al. konnte zeigen, dass die 

Inhibition der GGTase-I zu einer Reduktion der synaptischen Marker-Proteine 



Diskussion 

 215 

Synapsin-1 und PSD 95 (post synaptic density protein 95) führt (Z. Li et al., 2013). 

Weil die altersbedingte Reduktion der Gehalte der synaptischen Marker-Proteine 

Synaptophysin und GAP43 in Nager-Hirnen bereits publiziert wurde (Casoli et al., 

1996; Keleshian et al., 2013; Saito et al., 1994), wurde im Zuge der vorliegenden 

Arbeit der Fokus auf diese presynaptischen Marker-Proteine gelegt. Bei den 

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass auch in 

den Hirnen der gealterten C57BL/6 Mäuse die Protein-Gehalte der 

presynaptischen Marker Synaptophysin und GAP43 signifikant niedriger vorliegen 

als die Gehalte in den Hirnen der jungen Kontroll-Tiere. Weiterhin bewirkte die 

Inhibition der GGTase-I in vitro ebenfalls eine Reduktion der presynaptischen 

Marker-Proteine Synaptophysin und GAP43, was sich mit den Ergebnissen der 

Untersuchung der gealterten Mäusehirne deckt und somit die kritische Rolle der 

GGTase-I in der Gehirnalterung bestätigt. 

Rab3A ist eine Rab-GTPase, die mit der Membran synaptischer Vesikel assoziiert 

ist und in die Kontrolle der Steuerung und des Andockens dieser synaptischen 

Vesikel an die presynaptische Membran zur Neurotransmitterausschüttung 

involviert ist (Stettler, Moya, Zahraoui, & Tavitian, 1994). Die Rab3A 

Genexpression sinkt sowohl im Alter als auch im Zusammenhang mit der 

Alzheimer Demenz (Saetre, Jazin, & Emilsson, 2011). Durch Studien an Wistar 

Ratten und hippocampalen Primärneuronen der Ratte konnte durch Behandlung 

mit Simvastatin die emotionale Reaktivität und die kognitiven Leistungen der Tiere 

verbessert werden, wobei die Aktivität und Penylierung von Rab3A und auch von 

RhoA verändert vorlag und diese demnach vermutlich in einem Zusammenhang 

stehen (Segatto et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass die Protein-Gehalte der Membran-gebundenen Rab-GTPase Rab3A in den 

Hirnen gealterter Mäuse signifikant erhöht vorliegt. Ob und wie diese Befunde zu 

den altersbedingten synaptischen Dysfunktionen beiträgt, bedarf weiterer 

Untersuchungen. 
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Die in vitro Inhibition der GGTase-I in SH-SY5Y Zellen, die für die vorliegende 

Arbeit durchgeführt wurde, führte zu einer signifikanten Erhöhung der Gehalte des 

Isoprenoids GGPP in den untersuchten Zellen. Diese in vitro Ergebnisse 

simulieren exakt die Beobachtungen in den untersuchten Hirngeweben der 

gealterten Mäuse und könnten eine mögliche Erklärung im Sinne einer 

Substratakkumulation für die Erhöhung der GGPP-Gehalte darstellen, die in den 

Gehirnen gealterter Mäuse sowohl in dieser Arbeit als auch in vorherigen Arbeiten 

beobachtet wurden (Hooff et al., 2012). Die altersbedingte Reduktion der relativen 

GGTase-Aktivität verursacht eine abnorme Akkumulation von GGPP. Die 

konventionelle Anschauung ist, dass GGPP auch Effekte unabhängig von der 

Proteinprenylierung verursacht, wie beispielsweise die Inhibition der Cholin-

Phosphotransferase (Miquel, Pradines, Tercé, Selmi, & Favre, 1998) und die 

Stimulierung der γ-Secretase (Y. Zhou et al., 2008). 

Das Altern ist durch einen progressiven Verlust der physiologischen 

Unversehrtheit gekennzeichnet, welche zu beeinträchtigten Funktionen führt und 

einen Risikofaktor für die Alzheimer Demenz darstellt (López-Otín, Blasco, 

Partridge, Serrano, & Kroemer, 2013). Es wurde bereits gezeigt, dass in Gehirnen 

gealterter Mäuse und auch in post-mortem Gehirnen von Alzheimer Patienten 

erhöhte Gehalte der Isoprenoide FPP und GGPP vorliegen (Gunter P Eckert et al., 

2009b; Hooff et al., 2012). Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass 

altersbedingte Veränderungen der Isoprenoid-Gehalte einen Einfluss auf das 

Auftreten der Alzheimer Demenz haben könnten. Eine Veröffentlichung über die 

heterozygote Deletion der FTase und der GGTase-I zeigte eine Reduktion der 

Amyloid β-Gehalte und der Neuroinflammation in einem Mausmodell der 

Alzheimer Demenz (S. Cheng et al., 2013a), ein Effekt, der als neuroprotektiv 

interpretiert werden kann. Natürlich besteht die Möglichkeit, dass die funktionelle 

Rolle der prenylierten Proteine und Isoprenoide während der normalen 

Gehirnalterung im Vergleich zu der Pathophysiologie der Alzheimer Demenz 

unterschiedlich ausgeprägt ist. 

In der vorliegenden Arbeit werden erstmalig die Befunde vorgestellt, dass die 

Protein- und mRNA-Gehalte der GGTase-Iβ signifikant niedriger im Gehirn 

gealterter Mäuse verglichen mit jüngeren Kontrolltieren vorliegen.  

Auch im Hirngewebe gealterter NMRI Mäuse konnte im Zuge der vorliegenden 

Arbeit gezeigt werden, dass im Vergleich zu den jungen Kontrolltieren die 

GGTase-Aktivität analog der Enzymaktivität im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse 

signifikant reduziert vorliegt. Zusätzlich konnte die Aktivität der GGTase-I durch 



Diskussion 

 217 

2µM des spezifischen GGTase-I-Inhibitors GGTI-286 in beiden Altersgruppen der  

NMRI Mäuse signifikant gesenkt werden. Weiterhin ist die alterbedingte 

Herunterregulierung der relativen Aktivität der GGTase-I mit reduzierten Protein-

Gehalten der prenylierten Membran-gebundenen Rho-GTPasen Rac1, RhoA und 

Cdc42 assoziiert. Die direkte Inhibition der GGTase-I in vitro imitiert die im 

gealterten Maushirn beobachteten Effekte. Aus diesem Grund, könnte die 

Herunterregulierung der GGTase-I im gealterten Gehirn einen der Mechanismen 

darstellen, die für die gestörte synaptische Plastizität im gealterten Gehirn 

verantwortlich sind. 
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Abbildung 55. Zusammenfassendes Schema des Zusammenhangs der Rho-GTPasen und der 
GGTase-I. Rho-GTPasen werden durch die Transferase GGTase-I geranylgeranyliert. Ihre 
Prenylierung ist essentiell für ihre Lokalisation an Membranen, dem Ort ihrer Aktivierung und 
Funktion. Die Gehalte an GGPP in Hirngewebe gealterter (23 Monate alten) C57BL/6 Mäuse wiesen 
im Vergleich zu den jungen (3 Monate alten) Mäusen eine Erhöhung auf. Auch die mit dem GGTase-
I-Inhibitor GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen enthielten erhöhte Gehalte an GGPP. Jedoch 
blieben in beiden Studien die Gesamtgehalte (Homogenat) der Proteine Rac1, RhoA und Cdc42 
unverändert. Interessanter Weise waren die Gehalte der Membran-gebundenen prenylierten Rho-
GTPasen erniedrigt in alten Mäusehirnen und SH-SY5Y Zellen, die mit GGTI-2133 behandelt 
wurden. Diese Ergebnisse korrelieren direkt mit der Reduktion der realtiven GGTase-Aktivität, der 
Protein- und mRNA-Expression der GGTase-Iβ. In einem weiteren Tiermodell, den NMRI Mäusen, 
war die Enzymaktivität der GGTase-I ebenfalls erniedrigt im Hirngewebe der gealterten (23 Monate 
alten) Mäuse, im Vergleich zu den jungen (3 Monate alten) Kontrolltieren. Hier konnte die Aktivität 
der GGTase-I durch den spezifischen GGTase-I-Inhibitor GGTI-286 in beiden Altersgruppen 
signifikant gesenkt werden. Da Rac1, RhoA und Cdc42 mit der Synaptogenese assoziiert sind, 
wurden die Gehalte der beiden synaptischen Markerproteine Synaptophysin und GAP43 analysiert. 
Bei diesen Analysen konnte eine altersbezogene Senkung von Synaptophysin und GAP43 im 
Hirngewebe der Mäuse festgestellt werden. Die Proteingehalte von Synaptophysin und GAP43 
waren ebenfalls in dem in vitro Modell reduziert. Die gestörte Regulation der Rho-GTPasen im 
gealterten Gehirn ist also assoziiert mit einem spezifischen Defizit der GGTase-Iβ, welches 
möglicherweise eine der Ursachen für das Defizit des neuronalen Auswuchses darstellt. 
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5.2 7, 8-Dihydroxyflavon 

7, 8-Dihydroxyflavon (7, 8-DHF) ist ein natürlich vorkommender hoch affiner 

selektiver TrkB-Rezeptor-Agonist. Das 7, 8-DHF passiert die Blut-Hirn-Schranke, 

bindet selektiv an TrkB-Rezeptoren und aktiviert diese durch Dimerisierung und 

Autophosphorylierung des TrkB-Rezeptors und bewirkt dadurch die Aktivierung 

nachgeschalteter Signalwege (Jang et al., 2010). Somit besitzt 7, 8-DHF die 

gleichen neurotrophen Eigenschaften wie BDNF und ist in der Lage auch in 

Abwesenheit von endogenem BDNF TrkB-Rezeptoren zu aktivieren (D. C. Choi et 

al., 2010). So vermittelt 7, 8-DHF das Überleben von Neuronen, deren 

Differenzierung, synaptische Plastizität und Neurogenese (Liu et al., 2010; Tsai et 

al., 2013; Zeng et al., 2011; Zeng, Lv, et al., 2012; Zeng, Liu, et al., 2012; Z. Zhang 

et al., 2014).  

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Cholesterol- und 

GGPP-Gehalte im Gehirngewebe gealterter Mäuse signifikant erhöht vorliegen. 

Durch die Fütterung der C57BL/6 Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon wird eine 

Abnahme des Isoprenoids GGPP hervorgerufen, während der Cholesterolgehalt 

sich dadurch nicht verändert. 

Auch die zelluläre Lokalisation der Rho-Proteine ist in Hirnen gealterten Mäusen 

verschoben. So liegt das Membran-gebundene prenylierte Rac1 im Hirngewebe 

gealterter Mäuse reduziert vor. Die Fütterung der 23 Monate alten C57BL/6 Mäuse 

mit 7, 8-Dihydroxyflavon induziert die Zunahme des Proteingehaltes an 

prenyliertem Membran-gebundenem Rac1 auf das Niveau der Gehalte in den Hirn-

Präparationen der jungen Kontroll-Tiere. 

Die Membran-gebundene prenylierte Rab-GTPase Rab3A liegt im Hirngewebe 

gealterter Mäuse signifikant höher vor als in den jungen Kontroll-Tieren. Die 

Fütterung der gealterten Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon bewirkt in den Hirn-

Präparationen eine Reduktion des Gehaltes an Membran-gebundenem Rab3A auf 

das Niveau der Gehalte, die in den Hirnen der 3 Monate alten C57BL/6 Mäuse 

vorliegen. 

Der full-length TrkB vermittelt Signale, die das Überleben und die Differenzierung 

von Neuronen und die synaptische Plastizität bewirken, diese Effekte werden von 

den verkürzten Isoformen truncated TrkB und TrkB-Shc inhibiert, indem sie mit 

dem full-length TrkB Heterodimere bilden (J. Wong et al., 2013). Die 

Proteingehalte des full-length TrkBs und die der verkürzten Isoformen des TrkBs 

zeigen keinen Unterschied zwischen den Hirnen der jungen C57BL/6 Mäuse, der 
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gealterten Tiere und der gealterten Tiere, die mit 7, 8-Dihydroxyflavon gefüttert 

wurden. 

BDNF ist ein neurotropher Faktor, der selektiv an den TrkB-Rezeptor bindet (Klein 

et al., 1991). So ist BDNF notwendig für die Verzweigung von Axonen und 

Dendriten und für die Bildung und Reifung von Synapsen (Alsina et al., 2001; 

McAllister et al., 1995). Außerdem fungiert BDNF als Modulator der synaptischen 

Funktion und Plastizität (Park & Poo, 2013). BDNF interagiert beispielsweise mit 

dem TrkB-Rezeptor und ist in der Lage direkt an den Rac1-spezifischen GEF 

Tiam1 zu binden, wodurch dieser aktiviert wird. Hierdurch kommt es zu einer 

Neuanordnung des Zytoskeletts und Veränderungen der zellulären Morphologie 

der betroffenen Neurone (Miyamoto et al., 2006; P. Zhou et al., 2007). In 

hippocampalen Neuronen konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass die BDNF-

induzierte Synaptogenese über die GGTase-I vermittelt wird (Z. Li et al., 2013). 

Die GGTase-I geranylgeranyliert Rac1 und bedingt dadurch die Lokalisation von 

Rac1 in der Membran. Verankert in der Membran wird Rac1 nun von GEFs 

aktiviert und bewirkt eine verstärkte Synaptogenese. In diesem Zusammenhang ist 

BDNF also in der Lage über die Aktivierung des TrkB-Rezeptors die Rho-GTPase 

Rac1 zu aktivieren. Jedoch zeigen sich keine Unterschiede der BDNF-

Proteingehalte im Hirngewebe der jungen und der gealterten C57BL/6 Mäuse. Und 

auch die Fütterung der gealterten Tiere mit 7, 8-Dihydroxyflavon führt zu keiner 

Veränderung der BDNF-Expression. 

Der Rac1-spezifischer GEF Tiam1 (T-cell lymphoma invasion and metastasis 1) 

reguliert die Entwicklung von Synapsen, das Remodeling von dendritischen Spines 

und das Neuritenwachstum (K.-O. Lai et al., 2012; Matsui et al., 2012; Shirazi 

Fard, Kele, Vilar, Paratcha, & Ledda, 2010; Um et al., 2014). Außerdem induziert 

Tiam1 über die BDNF/TrkB-vermittelte Aktivierung von Rac1  die Neuanordnung 

des Zytoskeletts und Veränderungen der zellulären Morphologie in hippocampalen 

Neuronen (Miyamoto et al., 2006; P. Zhou et al., 2007). 

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Tiam1 im Hirngewebe gealterter 

C57BL/6 Mäus verglichen mit den jungen Tieren reduziert vorliegt. Die Fütterung 

der gealterten Mäuse mit 7, 8-Dihydroxyflavon bewirkt jedoch eine Erhöhung des 

Proteingehaltes an Tiam1 auf das Niveau der jungen Kontroll-Tiere. 

Eine Vielzahl positiver Effekte des 7, 8-DHFs im Kontext diverser Hirnfunktionen 

und neurodegenerativer Erkrankungen wurden bereits festgestellt. So ist 7, 8-DHF, 

welches als TrkB-Agonist fungiert in der Lage das emotionale Lernen und das 
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Erinnerungsvermögen zu steigern (Andero et al., 2011; Bollen et al., 2013; D. C. 

Choi et al., 2010; Devi & Ohno, 2012; L. Gao et al., 2016) . Außer dem positiven 

Einfluss auf die Defizite der Lern- und Gedächtnis-Leistung übt 7, 8-DHF einen 

protektiven Effekt auf die durch Scopolamin induzierten Aβ-Ablagerungen, 

oxidativen Stress sowie synaptische Dysfunktionen aus (Chong Chen et al., 2013). 

Und die antioxidative Aktivität von 7, 8-DHF wirkt protektiv gegenüber Glutamat-

indizierter Toxizität (J. Chen et al., 2011).  

In einem Mausmodell des Rett-Syndroms, einer genetisch bedingten 

Entwicklungsstörung, die durch Symptome des Autismus und Ataxie 

gekennzeichnet sind, bewirkt 7, 8-DHF die Reduktion zahlreicher 

Krankheitssymptome (R. A. Johnson et al., 2012). Zudem fördert 7, 8-DHF die 

Neurogenese und zeigt antidepressive Effekte (Liu et al., 2010). Und in einem 

Mausmodell der Multiples Sklerosis reduziert 7, 8-DHF die Schwere der Klinik und 

Pathologie (Makar et al., 2016).Außerdem mildert 7, 8-DHF parasitäre Infektionen 

(Tasdemir et al., 2006). 7, 8-DHF ist auch in der Lage die Angiogenese zu fördern 

(Williams, 2011). In dopaminergen Neuronen und einem Mausmodell der 

Parkinson Krankheit zeigt 7, 8-DHF einen protektiven Effekt gegen MPTP (1-

Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin)-induzierte Neurotoxizität (X.-H. Li et al., 

2016; D. Luo et al., 2016). Mittels Real-time Analyse pyramidaler Neurone des 

Barrel Cortex konnte gezeigt werden, dass die chronische orale Behandlung mit 7, 

8-DHF zu einer Erhöhung der dendritischen Spines und der axonalen Buttons führt 

(Perez-Rando, Castillo-Gomez, Bueno-Fernandez, & Nacher, 2018). Und im 

Hyppocampus 12 Monate alter Mäuse führt 7, 8-DHF zu einer Erhöhung der 

Dendritenlängen neugeborener Neurone (X. Wang, Romine, Gao, & Chen, 2017). 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 7, 8-DHF auch 

positive Effekte auf die altersbedingten Veränderungen im Gehirn hat. Der 

altersbedingte Anstieg des Isoprenoids GGPP im murinen Hirngewebe wird durch 

7, 8-DHF reduziert ohne das Cholesterol zu beeinflussen. Auch die im gealterten 

Gehirn von C57BL/6 Mäusen reduzierten Gehalte des Membran-gebundenen 

prenylierten Rac1 werden durch 7, 8-DHF auf das Niveau der jungen Kontroll-

Tiere erhöht. Und auch die im Hirngewebe alter Mäuse erhöhten Proteingehalte 

des Membran-gebundenen Rab3A werden durch 7, 8-DHF auf das Niveau der 

jungen Kontroll-Tiere reduziert. Während die Proteinexpression von TrkB und 

BDNF keine Unterschiede zwischen dem Hirngewebe junger und gealterter Mäuse 

aufweist, zeigt sich eine Reduktion von Tiam1 bei den alten Mäusen. Auch hier 

bewirkt 7, 8-DHF einen Anstieg von Tiam1 auf das Niveau der jungen Kontroll-
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Tiere. Die BDNF-induzierte TrkB-Aktivierung findet über die Bindung an den Rac1-

spezifischen GEF Tiam1 statt und resultiert in der Aktivierung von Rac1 (Miyamoto 

et al., 2006). Die Ergebnisse von Z. Li et al. (Z. Li et al., 2013) zeigen, dass die 

BDNF-induzierte Synaptogenese über die GGTase-I vermittelt wird. Im 

Hirngewebe gealterter Mäuse liegt die GGTase-I reduziert vor und die Isoprenoide 

FPP und GGPP sind signifikant erhöht (Afshordel, Wood, Igbavboa, Muller, & 

Eckert, 2014; Hooff et al., 2012). Dies führt zu einer Reduktion der Membran-

gebundenen prenylierten Rho-GTPase Rac1. Das Membran-gebundene 

prenylierte Rac1 wird jedoch durch 7, 8-DHF wieder erhöht. 7, 8-DHF übt also 

protektive Effekte auf die Veränderungen der Prenylierung von Rac1 im Zuge der 

Gehirnalterung aus. 
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5.3 Morbus Alzheimer 

Die Alzheimer Demenz ist die am häufigsten auftretende Form der Demenz und 

gehört zu den progressiven neurodegenerativen Erkrankungen. Eine der 

molekularbiologischen Hypothesen der Alzheimer Demenz ist die Amyloid-

Kaskaden-Hypothese, die von einer zentralen Rolle der β-Amyloid-Peptide bei der 

Alzheimer Demenz ausgeht (Karran & De Strooper, 2016; Sanabria-Castro et al., 

2017). Eines der pathologischen Hauptmerkmale der Alzheimer Demenz ist das 

Auftreten der senilen Plaques im Gehirn. Diese senilen Plaques bestehen 

hauptsächlich aus aggregierten β-Amyloid-Peptiden (R. H. Takahashi et al., 2017). 

Aβ1-42 ist eines der Peptide, die bei der Pathologie der Alzheimer Demenz eine 

zentrale Rolle spielen (Vadukul et al., 2017). So ist dessen Cytotoxizität in 

verschiedenen Zelllinien nachgewiesen, unter anderem in Neuronen, Astrozyten 

und Oligodendrozyten (C Behl et al., 1994; Brera, Serrano, & de Ceballos, 2000; J. 

Xu et al., 2001; Yankner et al., 1989). Die molekularen Mechanismen, die hinter 

der Cytotoxizität von Aβ1-42 stehen sind noch nicht vollständig aufgeklärt, jedoch 

konnten bereits Zusammenhänge zwischen der cytotoxischen Wirkung von Aβ1-42 

und einigen Signalwegen nachgewiesen werden. Zu diesen involvierten 

Signalwegen gehören die beeinträchtigte Ca2+ Homöostase, die Generierung von 

oxidativem Stress, die mitochondriale Dysfunktion, die NO-Bildung, die Aktivierung 

von Mikroglia und auch die veränderte Lipidhomöostase (Akiyama et al., 2000; 

Alberdi et al., 2010; Chalimoniuk et al., 2007; S L Cole & Vassar, 2006; Drews et 

al., 2016; Mao & Reddy, 2011; Schapira, 1996). 

Bei den Veränderungen der Lipidhomöostase im Zusammenhang mit der 

Alzheimer Demenz sind neben dem Cholesterol auch die Isoprenoide FPP und 

GGPP als ausschlaggebende Faktoren identifiziert worden (S L Cole & Vassar, 

2006). Zahreiche Studien haben gezeigt, dass kardiovaskuläre Erkrankungen mit 

Demenzerkrankungen verbunden sind und gemeinsame Risikofaktoren besitzen 

(Karlsson et al., 2017). So wurde bei dem Einsatz von Statinen festgestellt, dass 

deren protektive kardiovaskulären Effekte nicht ausschließlich durch ihre 

Cholesterin-senkende Wirkung zustande kommen können (Wierzbicki, Poston, & 

Ferro, 2003). Einige Mechanismen hinter den pleiotropen Effekten der Statine sind 

auf deren Inhibition der Isoprenoidsynthese zurückzuführen. Diese wiederum führt 

zur Inhibition intrazellulärer Signal-Proteine, wie den Rho-GTPasen Rac1, RhoA 

und Cdc42 (Q. Zhou & Liao, 2010). So konnte beispielsweise durch Versuche mit 

Statinen für die zerebrale vaskuläre Stabilität ein Zusammenhang mit der 

Prenylierung der GTPasen festgestellt werden (Eisa-Beygi, Hatch, Noble, Ekker, & 
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Moon, 2013). Somit steht auch die Regulation von Rho-GTPasen als Target der 

Alzheimer Demenz im Fokus der aktuellen Forschung (Aguilar, Zhu, & Lu, 2017; 

Jeong, Suazo, Wood, Distefano, & Li, 2018). 

In der vorliegenden Arbeit wurden neben untransfizierten HEK293 Zellen auch die 

APP695-transfizierten HEK293-APP695wt Zellen und die APPsw-transfizierten 

HEK293-APPsw Zellen untersucht, um den Einfluss verschiedener APP-

Transfektionen auf Cholesterol, die Isoprenoide FPP und GGPP und verschiedene 

kleine GTPasen zu ermitteln. Die Analyse der endogenen extrazellulären Aβ1-42 

Gehalte zeigte, dass die HEK293-APP695wt Zellen im Vergleich zu den 

untransfizierten HEK293 Zellen signifikant erhöhte Gehalte an extrazellulärem Aβ1-

42 aufweisen. Die HEK293-APPsw Zellen produzieren und sezernieren noch 

höhere Aβ1-42 Gehalte als die APP695-transfizierten Zellen. Diese Daten bestätigen 

früheren Untersuchungen dieser Zelllinien (I. Peters et al., 2009). 

 

5.3.1 Aβ und Cholesterol 

Bei der Veränderung der Lipidhomöostase im Zusammenhang mit der Alzheimer 

Demenz besteht eine kontroverse Diskussion bezüglich Cholesterin und der 

Alzheimer Demenz. Die exakten Mechanismen, die hinter dem Zusammenhang 

zwischen Cholestrol und der Alzheimer Demenz stehen sind noch weitgehend 

ungeklärt. Jedoch konnten zahlreiche Studien einen klaren Zusammenhang 

zwischen Cholesterol und der Alzheimer Demenz aufzeigen (Czuba et al., 2017; 

Tindale et al., 2017; Wood, Li, Müller, & Eckert, 2014), dieser findet seinen 

Ursprung unter anderem im Aufbau und der Funktion der Lipidmembranen und 

deren Interaktion mit Aβ (Gunter P Eckert et al., 2003; Gunter P Eckert, Wood, & 

Müller, 2005; Fernandez-Perez et al., 2016; I. Peters et al., 2009; Wood, Li, et al., 

2014; Wood et al., 2002). Epidemiologische Studien haben erhöhte 

Cholesterolwerte im mittleren Lebensalter als einen Risikofaktor für die Alzheimer 

Demenz identifiziert (Anstey, Lipnicki, & Low, 2008; Solomon, Kivipelto, Wolozin, 

Zhou, & Whitmer, 2009). Bei einer weiteren epidemiologischen Studie konnte 

gezeigt werden, dass durch die Einnahme von Statinen die Prävalenz an 

Alzheimer Demenz zu erkranken gesenkt werden konnte (B Wolozin, Kellman, 

Ruosseau, Celesia, & Siegel, 2000). 

Vielzählige in vitro und Tier-Studien unterstützen die Hypothese, dass erhöhte 

Cholesterol-Gehalte zu einer Erhöhung von Aβ führen, beziehungsweise dass 

durch Erniedrigung der Cholestrolwerte Aβ reduziert wird (Gibson Wood, Eckert, 
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Igbavboa, & Müller, 2003; Maulik, Westaway, Jhamandas, & Kar, 2013; I. Peters et 

al., 2009; Reiss & Voloshyna, 2012; M. Simons et al., 1998; D L Sparks, Kuo, 

Roher, Martin, & Lukas, 2000). 

Es existieren jedoch auch Untersuchungen über den direkten Einfluss von Aβ auf 

die Cholesterol-Homöostase (Posse de Chaves, 2012; Wood et al., 2002). Bei den 

Untersuchungen des Cholestrols sind das Serum- und Plasma-Cholesterol separat 

zu dem Gehirn-Cholestrol zu betrachten, da die Cholestrol-Homöostasen über die 

Blut-Hirn-Schranke von einander getrennt sind und nicht im Gleichgewicht 

zueinander stehen (John M Dietschy, 2009; John M Dietschy & Turley, 2004a; 

Kabara, 1973; Morell & Jurevics, 1996; Vance, Hayashi, & Karten, 2005). 

Untersuchungen des Gehirn-Cholesterols haben unterschiedlieche Ergebnisse 

gezeigt. Diese reichen von keinerlei Unterschieden der Cholestrol-Gehalte in 

Hirngewebe zwischen Alzheimer Patienten und Kontrollen bis hin zu niedrigeren 

Cholestrol-Gehalten der Cerebrospinalflüssigkeit von Alzheimer Patienten im 

Vergleich zu den Kontrollen (G P Eckert, Cairns, Maras, Gattaz, & Müller, 2000; 

Gunter P Eckert et al., 2009a; Popp et al., 2012, 2013).  

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten keinerlei Unterschiede der 

Cholestrolgehalte in den drei untersuchten HEK293 Zelllinien. Die 

Cholesterolgehalte der beiden APP-transfizierten HEK293-APP695wt und 

HEK293-APPsw Zellen, die beide signifikant höhere Aβ 1-42-Gehalte aufweisen als 

die untransfizierten HEK293 Zellen, zeigen bezüglich der Cholesterol-Gehalte 

keinen Unterschied zu den untransfizierten Zellen. Auch im Zellmodell der 

humanen Neuroblastoma Zellinie SH-SY5Y konnten zwischen Mock-Zellen und 

APP695-transfizierten SH-SY5Y APP695wt Zellen keine Unterschiede bei den 

Cholesterol-Gehalten festgestellt werden (Wirths, Thelen, Lütjohann, Falkai, & 

Bayer, 2007). 

Durch die unterschiedliche Datenlage lässt sich keine eindeutige Aussage treffen. 

Generell ist nicht eindeutig geklärt, ob Cholestrol einen kausativen Faktor der 

Alzheimer Demenz darstellt, oder ob die Veränderung der Cholesterol-

Homöostase seine Ursache in der Pathologie der Alzheimer Demenz hat (Wood, 

Li, et al., 2014). 
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5.3.2 Aβ und die Isoprenoide FPP und GGPP 

Die Isoprenoide FPP und GGPP sind Intermediate des Mevalonatweges. Über ihre 

Funktion als post-translationale Modifikation kleiner GTPasen sind sie in 

zahlreichen intrazellulären Schlüsselprozessen involviert (Casey, 1995a; F. L. 

Zhang & Casey, 1996). So spielen die Isoprenoide FPP und GGPP eine wichtige 

Rolle im Zusammenhang mit Veränderungen der APP Prozessierung, der 

Aktivierung von Gliazellen, der Tau-Phosphorylierung und der synaptischen 

Plastizität (S L Cole & Vassar, 2006; Moutinho et al., 2017). In einem Tierversuch 

mit Mäusen, die Aβ1-42 über eine intrazerebroventrikuläre Injektion verabreicht 

bekamen, konnte durch Verwendung des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors 

Simvastatin eine Dosis-abhängige Neuroprotektion durch die Reduktion von FPP 

erzielt werden (Jin et al., 2016). In einer weiteren Tierstudie mit Mäusen, die Aβ25-

35 injiziert bekamen, konnte durch die Behandlung mit Simvastatin und der damit 

einhergehenden Reduktion von FPP die beeinträchtigte Neurogenese im 

hippocampalen Gyrus dentatus unterbunden werden (C. Wang et al., 2015). Es 

konnte außerdem gezeigt werden, dass in der grauen und weißen Substanz von 

Hirnen männlicher Alzheimer Patienten die Isoprenoide FPP und GGPP höher 

vorliegen als in den normalen Kontroll-Proben (Gunter P Eckert et al., 2009b). 

Diese initialen Befunde wurden kürzlich mit einer anderen Methode an einem 

größeren Patientenkollektiv bestätigt (Pelleieux et al., 2018). 

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch in vitro sowohl 

das Isoprenoid FPP als auch GGPP in den beiden APP-transfizierten HEK293 

Zellen (HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen) höher vorliegen als in den 

untransfizierten Zellen. Währenddessen liegen die Cholesterol-Gehalte der drei 

untersuchten Zelllinien auf einem vergleichbaren Niveau. 

GGPP und auch Geranylgeraniol (GGOH) in Konzentrationen zwischen 10 und 40 

µg/mL erhöhen Dosis-abhängig die Gehalte von Aβ1-42 durch die Stimulierung der 

γ-Sekretase in CHO-APPwt Zellen (Y. Zhou et al., 2008). Sowohl die Ergänzung 

des Isoprenoids GGPP als auch die Ergänzung von FPP in Konzentrationen von 

10 µmol/L stimulieren die Produktion von Aβ1-42 und sorgen so für die Erhöhung 

der Gehalte von Aβ1-42 in H4 Zellen (Kukar et al., 2005). Auf der anderen Seite 

konnte im Zuge der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass 

neurotoxisches oligomeres Aβ in vitro für einen Anstieg der beiden Isoprenoide 

FPP und GGPP sorgt ohne den Cholesterol-Gehalt zu beeinflussen. Oligomeres 

Aβ interagiert mit Rezeptoren an der Zelloberfläche oder der Zellmembran um in 

die Zelle zu gelangen und führt dort zu intrazellulärem Aβ (Meng Li, Chen, Lee, 
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Yu, & Zhang, 2007). Der Anstieg der Isoprenoide FPP und GGPP durch 

oligomeres Aβ in vitro ist konsistent mit den erhöhten FPP und GGPP-Gehalten in 

den APP-transfizierten HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen und 

bestätigt die in vivo Daten der erhöhten FPP und GGPP-Gehalte in Hirnen 

männlicher Alzheimer Patienten (Gunter P Eckert et al., 2009b). 

Es kommt hinzu, dass die Gehirnalterung als ein hoher Rsisikofaktor für die 

Alzheimer Demenz angesehen wird. In Gehirnen von gealterten Mäusen liegen die 

Isoprenoide FPP und GGPP ebenfalls erhöht vor, wie in der vorliegenden Arbeit 

und in einer vorausgehenden Publikation gezeigt wurde (Hooff et al., 2012). 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Protein-Protein-Interaktion von APP 

und BACE1 im Alterungsprozess ansteigt und die APP-BACE1-Komplexe im 

zellulären Alterungsmodell akkumulieren (Zou, Yang, Zhang, & Dai, 2010).  

 

 

5.3.3 Aβ und kleine GTPasen 

Veränderungen des APP Metabolismus und die Aktivität der β-Sekretase sowie 

der γ-Sekretase stehen im Zusammenhang mit veränderten Isoprenoid-Gehalten 

und der Aktivität kleiner GTPasen (Sarah L Cole et al., 2005; Y. Zhou et al., 2003). 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten, dass die HEK293-APP695wt und 

HEK293-APPsw Zellen im Vergleich zu den untransfizierten Zellen erhöhte 

Protein-Gehalte der Rho-GTPase Rac1 aufweisen. Sowohl die Protein-Gehalte im 

Gesamthomogenat als auch die Gehalte des Membran-gebundenen prenylierten 

Rac1 liegen in den APP-transfizierten HEK293-Zelllinien erhöht vor. Diese 

Ergebnisse decken sich mit den Resultaten der Gruppe von Manterola et al., die 

eine Dosis-abhängige Aktivierung von Rac1 durch Aβ1-42 sowohl in murinen 

neuronalen SN4741 Zellen und auch in Primärneuronen von E18 Sprague–Dawley 

Ratten zeigen konnten (Manterola et al., 2013). Und auch die Gruppe von Zhu et 

al. konnte nachweisen, dass bei der Alzheimer Demenz Rac1 und Cdc42 in 

Neuronen erhöht vorliegen (Zhu et al., 2000). Des weiteren konnte die Gruppe von 

Kato et al. eine reduzierte mRNA Expression des Rac1 spezifischen GTPase-

activating protein (GAP) α1-Chimaerin in humanen Gehirnen von Alzheimer 

Patienten feststellen, was die Rolle dieses GAPs bei der Hochregulierung der 

Rac1 Aktivität in der Alzheimer Demenz suggeriert (Kato et al., 2015). 



Diskussion 

228 

Aβ1-42 stimuliert die Aktin-Polimerisation in hippocampalen Neuronen über die 

RhoGTPasen Rac1 und Cdc42 (Mendoza-Naranjo et al., 2007). Und die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass auch die Membran-gebundene 

prenylierte Rho-GTPase Cdc42 in den APP-transfizierten HEK293-APP695wt und 

HEK293-APPsw Zellen erhöht vorliegen. 

 

Auch die sogenannte Rho-associated protein kinase 1 (ROCK1), die ihre 

Funktionalität durch die Bindung mit RhoA erhält und im Verdacht steht die Aβ 

Produktion zu begünstigen, liegt in Gehirnen von Alzheimer Patienten erhöht vor. 

Das Vermindern der ROCK1 führt zu einer Reduktion der Aβ Gehalte im Gehirn 

(Henderson et al., 2016). Die Rho-GTPase RhoA liegt in Neuronen von AβPP 

Tg2576 Mäusen (schwedische Mutation) und Alzheimer Patienten erhöht vor 

(Huesa et al., 2010). Auch diese Effekte konnten durch die Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit bestätigt werden, denn sowohl bei den HEK293-APP695wt als 

auch bei den HEK293-APPsw Zellen liegen die Gesamtproteingehalte und auch 

die Gehalte des Membran-gebundenen prenylierten RhoA im Vergleich zu den 

untransfizierten Zellen signifikant erhöht vor. 

Bei Untersuchungen der Ras-GTPasen H-Ras, K-Ras und N-Ras in Hirngewebe 

von Alzheimer Patienten wurden im Vergleich zu normalen Hirnen keine 

Unterschiede detektiert, wobei eine erhöhte Expression von p21 Ras in 

neuritischen Plaques und Neuronen und Gliazellen, die nahe an Plaques lokalisiert 

sind, festgestellt wurden (Gärtner, Holzer, Heumann, & Arendt, 1995). Die erhöhte 

Expression von p21 Ras tritt jedoch nur im sehr frühen Stadium der Alzheimer 

Demenz auf (Gärtner, Holzer, & Arendt, 1999). Durch in vitro Versuche an den 

humanen neuroblastoma Zellen SH-SY5Y konnte durch Verwendung des 

spezifischen Ras-Inhibitors Farnesylthiosalicylsäure gezeigt werden, dass die Ras-

Aktivität für die durch lösliches oligomeres Aβ induzierte anormalen Wiedereintritt 

in den Zellzyklus und den damit verbundenen neuronalen Zelltod erforderlich ist 

(Koseoglu, Ozdilek, Djakbarova, & Gulusur, 2016).  

Die Analysen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Membran-gebundene 

prenylierte H-Ras in beiden APP-transfizierten HEK293 Zelllinien (HEK293-

APP695wt und HEK293-APPsw Zellen) deutlich niedriger vorliegt als in den 

untransfizierten Zellen. Die Aktivierung der APP-Prozesssierung durch 

Wachstumsfaktoren wie EGF und PDGF ist abhängig von der Aktivität der Ras-

GTPasen (Amigoni, Ceriani, Belotti, Minopoli, & Martegani, 2011). Im Plasma von 
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Alzheimer Patienten liegen die Spiegel der beiden Wachstumsfaktoren EGF und 

PDGF niedriger vor als in der Kontrollpopulation (Björkqvist, Ohlsson, Minthon, & 

Hansson, 2012). Dies könnte einen möglichen Zusammenhang der niedrigeren 

Protein-Gehalte der membran-gebundenen prenylierten Ras-GTPase H-Ras in 

den beiden untersuchten APP-transfizierten HEK293 Zellen darstellen. Die Daten 

der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Aktivität von H-Ras in den 

APP-transfizierten HEK293 Zellen erniedrigt ist und bedürfen weiterführender 

Studien um die mechanistischen Zusammenhänge zu klären. 

 

 

5.3.4 Inhibition der γ-Sekretase mittels DAPT 

Die beiden Enzyme β- und γ-Sekretase besitzen Schlüsselrollen bei der Bildung 

des neurotoxischen Amyloid β während der APP-Prozessierung. Deshalb sollten in 

der vorliegenden Arbeit die Einflüsse der β- und γ-Sekretase auf die 

Lipidhomöostase und auf die Gehalte kleiner GTPasen ermittelt werden. 

 

Um den Einfluss der γ–Sekretase auf die Lipidhomöostase im Zusammanhang mit 

der Alzheimer Demenz zu untersuchen wurde in der vorliegenden Arbeit ein 

gängiger γ-Sekretase-Inhibitor verwendet. DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-

alanyl]-S-phenylglycin t-butylester) ist ein Dipeptid, welches als γ-Sekretase-

Inhibitor fungiert (Ž. M. Svedružić, Popović, & Šendula-Jengić, 2013). Die 

Behandlung mit DAPT wurde an den nicht neuronalen humanen HEK293 Zellen 

vorgenommen. Für die Untersuchungen wurden neben untransfizierten HEK293 

Zellen auch die APP-transfizierten HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP 

Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation 

= sw) Zellen untersucht.  

Die Analyse der endogenen extrazellulären Aβ 1-42-Gehalte in den drei 

untersuchten HEK293-Zellinien zeigte, dass die APP695-transfizierten HEK293-

APP695wt Zellen im Vergleich zu den untransfizierten HEK293 Zellen signifikant 

erhöhte Gehalte an Aβ 1-42 sekretieren. Die APPsw-transfizierten HEK293-APPsw 

Zellen wiesen noch stärker erhöhte Aβ1-42 Gehalte auf.  

Die verschiedenen Mutationen der familiären Alzheimer Demenz weisen 

unterschiedliche katalytische Kapazitäten der γ-Sekretase auf (Chávez-Gutiérrez 
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et al., 2012; Z. M. Svedružić, Popović, Smoljan, & Sendula-Jengić, 2012). Diese 

unterschiedliche katalytische Enzymkapazität kann Unterschiede der Dosis-

Wirkungskurve von DAPT  bedingen (Ž. M. Svedružić et al., 2013; Yagishita, 

Morishima-Kawashima, Tanimura, Ishiura, & Ihara, 2006). Barnwell et al. konnten 

in den humanen APP695-transfizierten SH-SY5Y Neuroblastoma Zellen zeigen, 

dass niedrige DAPT-Konzentrationen von 12.5 und 25 nM bei einer Behandlung 

von 8 Stunden sogar zu einem Anstieg der extrazellulären Aβ 1-40 und Aβ 1-42 

Gehalte im Zellmedium führten, wobei höhere DAPT-Konzentrationen eine 

eindeutige Reduktion Aβ 1-42 Gehalte zur Folge hatten (Barnwell et al., 2014). Aus 

diesem Grund wurden bei den Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit 

Konzentrationen von 1 µM DAPT für einen Inkubationszeit von 24 Stunden zur 

Inhibition der γ–Sekretase verwendet. 

Die Inhibition der γ-Sekretase mittels 1 µM DAPT zeigte eine signifikante 

Reduktion des Aβ1-42 Gehaltes in den beiden APP-transfizierten Zelllinien HEK293-

APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen. Dieses Ergebnis deckt sich mit 

zahlreichen Publikationen über die Senkung der Aβ1-42 Gehalte in diversen 

transgenen Zell- und Tiermodellen (Dovey et al., 2001; Yagishita et al., 2006). 

Jedoch bewirkte die Behandlung mit dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT keinen 

signifikanten Unterschied bei den untransfizierten HEK293 Zellen zwischen den 

unbehandelten Kontrollen und den Inhibitor-behandelten Zellen. Diese Effekte des 

γ-Sekretase-Inhibitors DAPT in den APP-transfizierten HEK293-APP695wt Zellen 

und den untransfizierten HEK293 Zellen wurden auch von Peters et al. beobachtet 

(I. Peters et al., 2009).  

In humanen Mock- und APP695-transfizierten SH-SY5Y Zellen bewirkt DAPT 

keine Veränderung der zellulären Cholesterolgehalte, wobei verschiedene 

Präkursoren des Cholesterols verändert vorliegen (Wirths et al., 2007). In der 

vorliegenden Arbeit konnten gezeigt werden, dass die beiden Isoprenoide FPP 

und GGPP in den beiden APP-transfizierten HEK293-APP695wt Zellen und 

HEK293-APPsw Zellen signifikant höher vorliegen als in den untransfizierten 

HEK293 Zellen. Durch die Behandlung mit DAPT konnten die erhöhten FPP- 

Gehalte in beiden APP-transfizierten HEK293 Zelllinien (HEK293-APP695wt 

Zellen und HEK293-APPsw Zellen) reduziert werden, jedoch zeigte sich durch die 

in vitro Behandlung mit DAPT keine Veränderung der GGPP und Cholesterol-

Gehalte. 
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Die Inhibition durch den γ-Sekretase Inhibitor DAPT führte zu keiner Veränderung 

der untersuchten Proteingehalte der Rho-GTPasen Rac1, Cdc42, RhoA, der Ras-

GTPase H-Ras und der Rab-GTPase Rab3A. 

Anhand von Versuchen mit dem Rac1-spezifischen Inhibitor NSC23766 wurde in 

hippocampalen Primärneuronen nachgewiesen, dass Rac1 an der Regulation der 

Transkription des APP Gens beteiligt ist (P.-L. Wang et al., 2009).  Und abhängig 

von dem Status der Rac1-Aktivierung ändert sich die Substratspezifität der γ-

Sekretase zwischen APP und Notch1 (Boo et al., 2008). So wurde von Boo et al. 

gezeigt, dass die Inhibition der Rac1-Aktivität mittels NSC23766 eine Veränderung 

der Substratspezifität der γ-Sekretase weg von APP und hin zu Notch1 verursacht. 

Andererseits zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass in umgekehrter Weise 

die direkte Inhibition der γ-Sekretase mittels DAPT keinen Einfluss auf das 

Membran-gebundene prenylierte Rac1 ausübt. 

Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die Aktivität der γ-

Sekretase ausschließlich einen direkten Einfluss auf das Isoprenoid FPP hat. Da 

alle untersuchten Rho-, Ras- und Rab-GTPasen keine Veränderung der Membran-

gebundenen prenylierten Proteine durch die Inhibition der γ-Sekretase zeigen, 

deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Aktivitäten der Transferasen FTase, 

GGTase-I und GGTase-II von der Aktivität der γ-Sekretase unbeeinflusst sind. Um 

diese Vermutung zu bestätigen sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich. 

Neben seiner Funktion als γ-Sekretase-Inhibitor ist DAPT auch ein spezifischer 

Inhibitor des Notch-Signalweges (L.-Z. Cai, Lin, Hu, & Zheng, 2008). Der Nachteil 

der Inhibition der γ-Sekretase besteht darin, dass einige γ-Sekretase-Inhibitoren 

neben APP noch weitere Targets besitzen, zu welchen auch Notch und dessen 

Liganden gehören. So führten Untersuchungen mit dem γ-Sekretase-Inhibitor LY-

411,575 in C57BL/6 und APP-transfizierten TgCRND8 Mäusen über die Inhibition 

der Notch-Prozessierung zu negativen Veränderungen des Immunsystems und im 

Gatrointestinaltrakt (G. T. Wong et al., 2004). Generell führen Veränderungen des 

Notch-Signalweges zu Lern- und Gedächtnis-Defiziten (Costa, Honjo, & Silva, 

2003). Aus diesem Grund gibt es bereits Bestrebungen hin zu mehr selektiven 

Inhibitoren der Rac1-vermittelten Signalwege, die die Produktion von Aβ1-40 und 

Aβ1-42 inhibieren. So zeigten beispielsweise Versuche mit dem Inhibitor EHT 1864, 

der Rac1-Signalwege blockt, dass dieser in der Lage ist intrazelluläres und 

extrazelluläres Aβ zu senken, ohne die γ-Sekretase zu inhibieren und den Notch-
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Signalweg zu beeinflussen (Désiré et al., 2005). Um spezifischere Aussagen zu 

treffen, sind weitere Untersuchungen nötig. 

 

 

5.3.5 Inhibition der β-Sekretase mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 

Die β-Sekretase, die auch als BACE 1 (β-site of APP cleaving enzyme) bezeichnet 

wird, ist eine integrale Membran-Aspartyl-Protease und ist die Geschwindigkeits-

bestimmende Protease bei der Aβ-Spaltung. So führt die Überexpression von 

BACE1 zu einem Anstieg von Aβ und der Knockdown von BACE1 führt zu einer 

Erniedrigung von Aβ (R Vassar et al., 1999). Für die Aktivität der β-Sekretase 

spielt ihre Sequenz-Spezifität eine wichtige Rolle und BACE1 schneidet APP mit 

der schwedischen Mutation bis zu 100-fach effizienter als Wildtyp-APP (APPwt) 

(Citron et al., 1992; Sinha et al., 1999). 

Verschiedene Tierversuche an transgenen Mäusen haben gezeigt, dass es durch 

die Eleminierung der BACE1-Spaltung zu unerwünschten Nebeneffekten wie 

Krämpfen und Hypomyelinisierung kommen kann (Hitt, Jaramillo, Chetkovich, & 

Vassar, 2010; X. Hu et al., 2006, 2010). Mechanistisch konnten diese Effekte aber 

noch nicht aufgeklärt werden. Es ist jedoch bekannt, dass BACE1 an essentiellen 

physiologischen Prozessen wie beispielsweise an der Regulation synaptischer 

Funktionen beteiligt ist. So wird vermutet, dass BACE1 durch Interaktion mit der 

Adenylatzyklase unabhängig von Aβ den cAMP/PKA/CREB Signalweg reguliert 

und hierüber Defizite der Gedächtnisleistung und kognitiver Fähigkeiten auslöst  

wie sie typischerweise in der Alzheimer Demenz auftreten (Y. Chen et al., 2012). 

Die β-Sekretase wurde lange Zeit als vielversprechendes therapeutisches Target 

bei der Alzheimer Demenz angesehen und bedarf vermutlich einer engen 

Dosistitration des Inhibitors (Dominguez, De Strooper, & Annaert, 2001; Robert 

Vassar & Kandalepas, 2011). Leider schlugen in den letzten Jahren klinische 

Studien zahlreicher β-Sekretase-Inhibitoren wegen schwerwiegenden 

Nebenwirkungen fehl, die auf die physiologischen Funktionen der β-Sekretase 

zurückzuführen sind (MacLeod, Hillert, Cameron, & Baillie, 2015). Diese 

essentiellen physiologischen Funktionen der β-Sekretase liegen beispielsweise in 

der Natrium-Homöostase und der Myelinisierung (X. Hu et al., 2006; H.-K. Wong et 

al., 2005). Neueste Bestrebungen liegen in der Entwicklung spezieller β-
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Sekretase-Inhibitoren, die spezifisch die APP-Prozessierung inhibieren ohne die 

nicht-amyloidogenen Substrate zu beeinflussen (Ben Halima et al., 2016). 

Der β-Sekretase-Inhibitor IV (Synonym: 3-N-[(2S,3R)-4-(Cyclopropylamino)-3-

hydroxy-1-phenylbutan-2-yl]-5-[methyl(methylsulfonyl)amino]-1-N-[(1R)-1-

phenylethyl]benzen-1,3-dicarboxamid; Summenformel: C31H38N4O5S) besitzt mit 

einem IC50 = 15 nM für die humane β-Sekretase eine hohe Wirksamkeit und 

gleichzeitig eine sehr hohe Selektivität im Vergleich zu anderen Aspartyl-

Proteasen (Ben Halima et al., 2016; Stachel et al., 2004). 

Die Inhibition der β-Sekretase mittels 1 µM β-Sekretase-Inhibitor IV führte zu einer 

signifikante Reduktion des extrazellulären Aβ1-42 Gehaltes in den beiden APP-

transfizierten Zelllinien HEK293-APP695wt Zellen und HEK293-APPsw Zellen. Bei 

den untransfizierten HEK293 Zellen bewirkte der β-Sekretase-Inhibitor IV keine 

Veränderung des Aβ1-42 Gehaltes. Diese Daten lassen darauf schließen, dass die 

β-Sekretase erfolgreich inhibiert wurde. 

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass die Inhibition der β-

Sekretase in vitro zu einer Reduktion der beiden Isoprenoide FPP und GGPP in 

APP-trasfizierten Zellen führt ohne die Cholesterolgehalte zu beeinflussen. 

Es existieren nur wenige Studien, die den Zusammenhang zwischen der β-

Sekretase und der Regulation kleiner GTPasen untersucht haben. 

Die GTPase Rheb ist in Hirnen mit Alzheimer Demenz herunterreguliert und es 

konnte gezeigt werden, dass Rheb physiologisch die Stabilität und Aktivität von 

BACE1 reguliert, indem die GTPase mit BACE1 interagiert und so an dem 

proteasomalen und lysosomaler Abbau von BACE1 beteiligt ist (Shahani et al., 

2014). Außerdem kontrolliert die Rab-GTPase Rab11 das endosomale Recycling 

der β-Sekretase zur Plasmamembran und beeinflusst darüber die Aβ-Produktion 

(Buggia-Prévot et al., 2014; Udayar et al., 2013). 

Zum ersten Mal konnte im Zuge der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 

Inhibition der β-Sekretase zur Reduktion des Membran-gebundenen prenylierten 

Rac1 in APP-transfizierten Zellen führt. Dies deutet auf eine reduzierte Aktivität 

von Rac1 hin. Die Verminderung des Membran-gebundenen prenylierten Rac1 

könnte durch die Reduktion von GGPP zustande kommen, die ebenfalls durch die 

Inhibition der β-Sekretase ausgelöst wurde. Weiterführende Versuche müssen nun 

zeigen, wie diese Effekte mechanistisch zusammenhängen.  
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Interessanter Weise zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit ebenfalls, dass 

sowohl das Gesamtprotein als auch das Membran-gebundene prenylierte H-Ras 

durch die Inhibition der β-Sekretase in den HEK293-APPsw Zellen erhöht sind. Da 

dieser Effekt nur in der APP-transfizierten HEK293-APPsw Zellen auftritt, die die 

schwedische Mutation aufweisen, muss es sich um einen hoch spezifischen Effekt 

handeln, der mit der sehr hohen Aktivität der β-Sekretase in diesen Zellen 

zusammenhängt. Denn die Aktivität der β-Sekretase ist abhängig von ihrer 

Sequenz-Spezifität, die bei der schwedischen Mutation bis zu 100-fach effizienter 

ist als bei dem Wildtyp-APP (APPwt) (Citron et al., 1992; Sinha et al., 1999). Da 

die beiden Isoprenoide FPP und GGPP durch die Inhibition der β-Sekretase in den 

APP-transfizierten Zellen reduziert werden, könnten die erhöhten Gehalte des 

Membran-gebundenen prenylierten H-Ras auf eine erhöhte Aktivität der FTase 

hindeuten, die in der Lage ist das reduzierte FPP zu kompensieren. Studien mit 

Simvastatin an C57BL/6 Mäusen belegen, dass die Reduzierung von FPP und die 

damit verbundene Inhibition der Farnesylierung, jedoch nicht der 

Geranylgeranylierung, die Langzeit-Potenzierung (LTP) und somit die synaptische 

Plastizität erhöhen (Mans et al., 2010). Außerdem konnte in einem Mausmodell 

der Alzheimer Demenz durch die Haplodefizienz der Farnesyltransferase, aber 

nicht der GGTase-I, die kognitive Funktionen verbessert und die Aβ-Ablagerungen 

und Neuroinflammation gemindert werden (S. Cheng et al., 2013b). 

Farnesyltransferase-Inhibitoren werden als potentielle therapeutische Agentien für 

die Behandlung der Alheimer Demenz vorgeschlagen, aber erste positive 

Ergebnisse konnten bislang nicht erklärt werden (D. A. Hottman & Li, 2014). Die 

Daten der vorliegenden Arbeit liefern möglicherweise einen weiteren Hinweis für 

eine wichtige Rolle der Farnesyltransferase im Zusammenhang mit der Alzheimer 

Demenz. Diese Vermutung muss in nachfolgenden Untersuchungen geklärt 

werden. 

 

Der Zusammenhang zwischen den Isoprenoiden FPP und GGPP, der Rho- und 

Ras-GTPasen und der Alzheimer Demenz ist ein sehr komlexes Gefüge und noch 

weit davon entfernt vollständig aufgeklärt zu sein. Zusammengefasst zeigen die 

Daten der vorliegenden Arbeit anhand von in vitro Studien, dass sowohl die β- als 

auch die γ-Sekretase an der Regulation der Isoprenoide FPP und GGPP beteiligt 

sind. Generell liegen die beiden Isoprenoide FPP und GGPP in APP-transfizierten 

HEK293 Zellen erhöht vor. Es zeigt sich anhand der Inhibition der beiden 

Sekretasen, dass die Aktivität der γ-Sekretase ausschließlich mit dem Gehalt des 
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Isoprenoids FPP korreliert und keinen Einfluss auf GGPP hat, wobei die reduzierte 

Aktivität der β-Sekretase zur Reduktion von FPP und GGPP führt.  

In den untersuchten APP-transfizierten HEK293 Zellen liegen die Membran-

gebundenen prenylierten Rho-GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA erhöht vor. Das 

Membran-gebundene prenylierte H-Ras kommt aber in beiden APP-transfizierten 

HEK293 Zelllinien in deutlich niedrigeren Mengen vor als in den untransfizierten 

Zellen. 

Während die Inhibition der γ-Sekretase keine Veränderung der Proteingehalte der 

Rho-GTPasen Rac1, Cdc42, RhoA, der Ras-GTPase H-Ras und der Rab-GTPase 

Rab3A verursacht, führt die Inhibition der β-Sekretase zu Veränderungen bei Rac1 

und H-Ras. So führt sie in APP-transfizierten Zellen zur Reduktion des Membran-

gebundenen prenylierten Rac1,wobei das  Membran-gebundene prenylierte H-Ras 

lediglich in den APP-transfizierten HEK293-APPsw Zellen durch die Inhibition der 

β-Sekretase reduziert wird. 

Es konnte somit ein klarer Zusammenhang zwischen der Regulation der beiden 

Sekretasen β- und γ-Sekretase, den Isoprenoiden FPP und GGPP und der 

Regulation der Rho-GTPase Rac1 und der Ras-GTPase H-Ras aufgezeigt 

werden. 
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5.4 Glioblastoma multiforme 

Die konstitutive Überaktivierung von Siganlwegen, die zur Zellproliferation, 

Migration und Invasion führen, sind die ausschlaggebenden Prozesse in der 

Gliomaentwicklung und deren Progression. Die Isoprenoide FPP und GGPP sind 

Intermediate des Mevalonatweges und in diese Schlüsselprozesse über ihre 

Funktion als post-translationale Modifikation kleiner GTPasen involviert (F. L. 

Zhang & Casey, 1996). Die kleinen GTPasen fungieren als molekulare Schalter in 

einer Vielzahl intrazellulärer Signalwege und aktivieren direkt nachgeschaltete 

Effektoren wie beispielsweise RAF, MEK, ERK und haben dabei einen 

umfassenden Einfluss auf die Onkogenese und die Konstitution von Tumoren (Lo, 

2010b). Beispielsweise hat die phosphorylierte Form von ERK Tumor-

promovierende Eigenschaften indem sie das Tumor-Wachstum stimuliert 

(Peñaranda Fajardo, Meijer, & Kruyt, 2016). 

FPP (15 Carbon-Isoprenoid) und GGPP (20 Carbon-Isoprenoid) werden katalysiert 

von den Geranylgeranyltransferasen (GGTase) und der Farnesyltransferase 

(FTase) kovalent an den C-terminalen Cystein-Rest des CAAX Motivs kleiner 

GTPasen gebunden (Swanson & Hohl, 2006). Die Prenylierung der kleinen 

GTPasen ist erforderlich für ihre Insertion in Membranen, wo ihre Transformation 

zwischen der inaktiven GDP-gebundenen und der aktiven GTP-gebundenen Form 

stattfindet (Samuel & Hynds, 2010).  

Statine inhibieren die HMG-CoA-Reduktase, das Geschwindigkeits-bestimmende 

Enzym des Mevalonatweges. Im Vergleich zu nicht malignen Zellen scheinen 

Statine in malignen Zellen effektiver die Proliferation zu hemmen und Apoptose zu 

induzieren (W. W. L. Wong et al., 2002). Diese Wirkung der Statine ist auf ihre 

Cholesterol-unabhängigen Effekte zurückzuführen, die möglicherweise aus der 

Veränderung der Isoprenoid-Gehalte von FPP und GGPP resultiert (Ling & 

Tejada-Simon, 2016). Jedoch gab es bis dato eine Lücke bezüglich direkt 

korrelierender Gehalte von Isoprenoiden und prenylierten GTPasen in der GBM. 

Frühere Studien fokussierten sich bereits auf funktionale Effekte des Statins 

Lovastatin in der GBM, hierbei wurden die Inhibition der Zellproliferation und der 

Migration betrachtet, sowie die Induktion der Apoptose (Bouterfa et al., 2000; Crick 

et al., 1998; F. Schmidt et al., 2001). Die Effekte der Statine wurden sowohl in 

Zellmodellen der GBM als auch im Tierversuch ausgiebig untersucht (Swanson & 

Hohl, 2006). 
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Abbildung 56. Vereinfachter Signalweg über die Regulation der Migration und Proliferation in 
GBM. Inaktive GDP-gebundene Ras-GTPasen werden bevorzugt mit FPP durch die 
Farnesyltransferase (FTase) prenyliert. Diese Prenylierung ist notwendig für die Insertion in der 
Membran, wo die GTPase durch GEFs (guanine nucleotide exchange factors) aktiviert wird. Die 
GEFs selbst werden aufgrund der Bindung eines Wachstumsfaktors (growth factor = GF) an einen 
adequaten Rezeptor aktiviert. Die Aktivierung der GDP-gebundenen GTPase resultiert aus der 
Phosphorylierung zur GTP-gebundenen Form. Die aktive GTPase kann durch diverse GAPs 
(GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. Die aktiven Ras-GTPasen, besonders H-Ras, 
können nachgeschaltete Signalkaskaden unter anderem über Raf, MEK und ERK aktivieren, die 
letztendlich zu einer gesteigerten Proliferation und Migration führen. Rac-GTPasen, wie 
beispielsweise Rac1, werden bevorzugt mit GGPP durch die Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I) 
prenyliert. Der spezifische Rac1 GEF Tiam1 zum Beispiel kann entweder durch die Bindung eines 
Wachstumsfaktors an den spezifischen Rezeptor (Bindung von BDNF an den TrKB-Rezeptor) oder 
durch eine aktivierte Ras-GTPase aktiviert werden. Das aktive Membran-gebundene Rac1-GTP ist in 
der Lage weitere Rho-GTPasen zu aktivieren und hat dadurch Prozesse der Organisation des 
Cytoskeletts und der Migration zur Folge. Außerdem ist das aktive Rac1-GTP im Stande über die 
Aktivierung der PAK (p21-activated kinase) den Raf/MEK/ERK Signalweg zu aktivieren und so zu 
einer erhöhten Proliferation und Migration zu führen. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnten frühere Daten über die Suppression der 

Migration, Invasion und Proliferation durch Statine (Bouterfa et al., 2000; 

Gliemroth, Zulewski, Arnold, & Terzis, 2003; H. Wu et al., 2009) in weiteren 

Zellmodellen der GBM bestätigt werden. Weiterhin führte die in vitro Inhibition der 

HMG-CoA Reduktase mittels Lovastatin in den untersuchten Glioblastoma-

Zelllinien U87 und U343, die für die vorliegende Arbeit durchgeführt wurde, zu 

einer signifikanten Reduktion der Gehalte der beiden Isoprenoide FPP und GGPP. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Isoprenoide FPP und GGPP 



Diskussion 

238 

die Inhibition der Prenylierung und Insertion in der Zellmembran der beiden 

GTPasen H-Ras und Rac1 zur Folge hatte. Diese Daten sind konform mit einer 

weiteren Publikation über die Inhibition der Prenylierung von Ras und Rho-

Proteinen durch Statine (Soma, Corsini, & Paoletti, 1992). Es existiert eine Studie, 

die einen anti-onkogenen Effekt für Digeranylbisphosphonat aufzeigt, welches in 

einer Bustkrebs-Zelllinie für die Abreicherung von GGPP verantwortlich ist 

(Dudakovic et al., 2008). Die Gruppe von Yanae et al. zeigten, dass Mevastatin, 

Fluvastatin und Simvastatin über die Suppression der ERK1/2 Aktivierung und die 

Inhibition der GGPP-Synthese in C6 Glioma-Zellen Apoptose induzierte (Yanae et 

al., 2011). Hiebei wurden Konzentrationen von bis zu  5 µM Mevastatin, 5 µM 

Fluvastatin und 10 µM Simvastatin für eine Inkubation von 72 Stunden verwendet. 

Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde eine Konzentration von 10 µM 

Lovastatin für eine Inkubationsdauer von 24 Stunden gewählt, da diese in 

Vorversuchen an humanen Astrozyten und SH-SY5Y Zellen keine apoptotische 

Wirkung zeigte. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch die Lovastatin-

Behandlung der untersuchten GBM-Zelllinien U87 und U343 die reduzierten 

GGPP-Gehalte von einer reduzierten ERK Phosphorylierung begleitet werden. 

Diese Daten implizieren die Beteiligung von GGPP und der Prenylierung von Rho-

GTPasen bei der Aktivierung von ERK. Allerdings könnten auch andere Statin-

induzierte Effekte wie bespielsweise reduzierte Cholesterol-Gehalte (H. Y. Li, 

Appelbaum, Willman, Zager, & Banker, 2003), die reduzierte N-gebundene 

Glykosylierung (Larsson, 1996), die Begünstigung des Zellzyklus-Arrests (Hirai et 

al., 1997; Rao, Lowe, Herliczek, & Keyomarsi, 1998), die reduzierte MT1-MMP 

(membrane type 1 metalloproteinase) Expression in Mikroglia (Yongjun et al., 

2013) und die Inhibition des Proteasoms (B. Kumar et al., 2002; Rao et al., 1999) 

an dem anti-onkogenen Effekt, der in der vorliegenden Studie beobachtet wurde, 

beteiligt sein. 

 

Das natürlich vorkommende Monoterpen Perillylalkohol wurde als potentielles anti-

onkogenes Agens evaluiert (Clovis Orlando da Fonseca et al., 2016; X.-G. Lu et 

al., 2004; Swanson & Hohl, 2006; M. Xu et al., 2004; Yuri et al., 2004). 

Perillylalkohol inhibiert die FTase, die GGTase-I und die GGTase-II in vitro (End, 

1999; Ren et al., 1997; Unlu et al., 2000). In einer Vielzahl von Publikationen 

konnte die Inhibition der Prenylierung mit GGPP und FPP durch Perillylalkohol 

nachgewiesen werden (Gelb et al., 1995; Hardcastle et al., 1999; Holstein & Hohl, 
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2003; Ren et al., 1997). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen, dass 

Perillylalkohol die Farnesylierung und Geranylgeranylierung kleiner GTPasen 

inhibiert. 

Nachfolgend wird die Aktivierung von ERK und weiteren nachgeschalteten 

Effektoren inhibiert. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Inhibition der ERK-

Phosphorylierung durch Perillylalkohol stimmt mit Proteomic Daten über den Effekt 

von Perillylalkohol in der GBM Zelllinie A172 überein, denn auch in dieser GBM 

Zelllinie konnte die Inhibition der ERK Phosphorylierung mittels Perillylalkohol 

nachgewiesen werden (Fischer et al., 2010). Es existieren noch weitere anti-

onkogene Mechanismen und Effekte, die durch Perillylalkohol hervorgerufen 

werden, wie bespielsweise die Induktion des Zellzyklus-Arrests (Bardon, Foussard, 

Fournel, & Loubat, 2002; Clark, Perman, Sahin, Jenkins, & Elegbede, 2002), die 

Inhibition der Na/K-ATPase (D. G. Garcia et al., 2010; Lefranc et al., 2013) und 

das Auslösen von TGF-β vermittelten Signalwegen (Clovis O da Fonseca et al., 

2011; Clovis Orlando da Fonseca, Linden, et al., 2008; Fernandes et al., 2005). 

Auch diese Wirkungen von Perillylalkohol könnten an den in der vorliegenden 

Arbeit beobachteten anti-onkogenen Effekten beteiligt sein.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Perillylalkohol in den beiden GBM 

Zelllinien U87 und U343 zwar die FTase inhibiert, aber keine Veränderung der 

Gehalte des Isoprenoids FPP verursacht. Weiterhin inhibiert Perillylalkohol die 

GGTase und sorgt für eine Erhöhung der Gehalte des Isoprenoids GGPP in U343 

Zellen, was auf eine Substrat-Akkumulation hinweisen könnte.  

In vivo wird Perillylalkohol schnell zu Perillylsäure metabolisiert und es besteht die 

Vermutung, dass es sich bei der Perillylsäure um die aktive Komponente des 

Monoterpens handelt (Gelb et al., 1995; Swanson & Hohl, 2006). Demzufolge 

könnte die niedrigere Metabolisierungsrate in vitro die Erklärung für die relativ 

hohen Konzentrationen an Perillylalkohol darstellen, die für das Erzielen der anti-

onkogenen Effekte in den untersuchten GBM Zelllinien erforderlich waren. Wobei 

die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Perillylalkohol-Konzentrationen im 

Vergleich zu zahlreichen anderen Publikationen eher im niedrigen Bereich liegen 

(Berchtold et al., 2005; Cerda et al., 1999; Cho et al., 2012; Fernandes et al., 

2005; Fischer et al., 2010; D. G. Garcia et al., 2010; Gómez-Contreras et al., 2006; 

Hudes et al., 2000; Rajesh et al., 2003; Sundin et al., 2013, 2012; Yeruva et al., 

2007; Yuri et al., 2004). 
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Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit auf, dass sowohl Lovastatin als 

auch Perillylalkohol die Signaltransduktion des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges in 

den Glioblastoma-Zelllinien U87 und U343 beeinträchtigt. Beide Substanzen 

beeinflussen die post-translationale Modifikation der beiden GTPasen H-Ras und 

Rac1. Lovastatin sorgt für eine Reduktion der Isoprenoid-Substrate der 

Transferase, die die Prenylierung der GTPasen katalysiert. Und Perillylalkohol 

inhibiert die Transferasen selbst. Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstreichen 

den Einfluss der Isoprenoide FPP und GGPP durch ihre Funktion als post-

translationale Modifikation kleiner GTPasen, die bei der Proliferation, Migration 

und Invasion von GBM Zellen involviert sind. 
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6 Zusammenfassung 

FPP und GGPP sind Intermediate des Mevalonat-Weges und fungieren als post-

translationale Modifikation kleiner GTPasen. Die Prenylierung kleiner GTPasen 

erfolgt katalysiert von spezifischen Prenyltransferasen und ist notwendig um die 

kleinen GTPasen in Membranen zu verankern, wo ihre Aktivierung stattfindet. Zu 

den intrazellulären Funktionen der GTPasen gehören unter anderem der Aufbau 

des Cytoskeletts, das neuronale Zellwachstum, die Leitung und Ausläuferbildung 

von Axonen, das Dendritenwachstum, die Synapsenformation, die synaptische 

Plastizität und die Apoptose. Diese Funktionen spielen in der Gehirnalterung sowie 

in neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz (AD) und auch 

bei der Glioblastoma multiforme (GBM) eine wichtige Rolle. 

Im Zuge einer in vivo Studie an C57BL/6 Mäusen konnten in der vorliegenden 

Arbeit altersbedingte Veränderungen der Lokalisation verschiedener Rho- und 

Rab-GTPasen in Membran- und Cytosol-Präparationen sowie der GGTase-I in 

Gehirnen gealterter Tiere gezeigt werden. Die zelluläre Lokalisation der Rho 

GTPasen Rac1, RhoA und Cdc42 verschiebt sich im Alter zu reduzierten 

Membran-gebundenen und erhöhten cytosolischen Gehalten. Dies ist mit einer 

Reduktion der Protein- und mRNA- Gehalte des Enzyms GGTase-Iβ assoziiert, 

der Untereinheit der GGTase-I, die die Bindung des Isoprenoids GGPP an die 

Rho-GTPasen reguliert. Diese wiederum korrelieren direkt mit der altersbedingten 

Reduktion der relativen GGTase-Aktivität. Die in vitro Inhibition der GGTase-I 

mittels GGTI-2133 an SH-SY5Y Zellen erwies sich als Modell, welches die 

gleichen Effekte wie die gealterten Gehirne in vivo zeigt. 

7, 8-Dihydroxyflavon (7, 8-DHF) ist ein natürlich vorkommendes Flavon, welches 

als hoch affiner selektiver TrkB-Rezeptor-Agonist fungiert und hierdurch wie das 

Neurotrophin BDNF das Überleben von Neuronen, deren Differenzierung, 

synaptische Plastizität und Neurogenese vermittelt. In vivo verursacht die orale 

Gabe von 7, 8-Dihydroxyflavon in Gehirnen alter Tiere eine Abnahme des 

Isoprenoids GGPP, die Zunahme der prenylierten Membran-gebundenen GTPase 

Rac1 und eine Reduktion des Gehaltes an Membran-gebundenem Rab3A auf das 

Niveau der Gehalte in den Gehirnen der jungen Kontroll-Tiere. Das Neurotrophin 

BDNF interagiert mit dem TrkB-Rezeptor und ist in der Lage direkt an den Rac1-

spezifischen GEF Tiam1 zu binden, wodurch dieser aktiviert wird und 

Veränderungen der zellulären Morphologie der betroffenen Neurone induziert. 

Während das Alter und die orale Gabe von 7, 8-Dihydroxyflavon in vivo keine 
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Effekte auf die Proteingehalte von BDNF und TrkB in der Tierstudie aufzeigten, 

konnte eine alterbedingte Reduktion von Tiam1 im Hirngewebe detektiert werden, 

die wiederum durch 7, 8-Dihydroxyflavon aufgehoben werden konnte. 

Die Isoprenoide FPP und GGPP, sowie die Regulation kleiner GTPasen spielen 

auch eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Veränderungen der APP-

Prozessierung in der molekularen Pathogenese der AD. Bei der APP-

Prozessierung sind die beiden Sekretasen β- und γ-Sekretase für die Bildung des 

β-Amyloid-Peptids verantwortlich. In vitro Studien mit dem β-Sekretase-Inhibitor IV 

und dem γ-Sekretase-Inhibitor DAPT an untransfizierten und APP-transfizierten 

HEK293 Zellen (HEK293-APP695wt und HEK293-APPsw Zellen) konnten zeigen, 

dass sowohl die β- als auch die γ-Sekretase an der Regulation der Isoprenoide 

FPP und GGPP beteiligt sind. FPP und GGPP liegen in APP-transfizierten 

HEK293 Zellen erhöht vor. Die Inhibition der β-Sekretase führt zur Reduktion von 

FPP und GGPP. Durch die Inhibition der γ-Sekretase wird ausschließlich FPP 

reduziert. Weiterhin liegen in APP-transfizierten HEK293 Zellen die Membran-

gebundenen prenylierten Rho-GTPasen Rac1, Cdc42 und RhoA erhöht vor. Das 

Membran-gebundene prenylierte H-Ras kommt jedoch in APP-transfizierten Zellen 

im Vergleich zu untransfizierten HEK293 Zellen in deutlich niedrigeren Mengen 

vor. Die Inhibition der β-Sekretase bedingt die Reduktion von Membran-

gebundenem prenylierten Rac1 und auch von Membran-gebundenem H-Ras in 

HEK293-APPsw Zellen. 

Veränderungen von Signaltransduktionswegen, die durch kleine GTPasen 

vermittelt werden, haben sich auch bei der GBM als zentraler Teil der molekularen 

Pathogenese herausgestellt. Hierbei ist die Prenylierung durch FPP und GGPP die 

Voraussetzung für die Membran-Insertion und onkogenen Funktion der Ras- und 

Rho-Proteine über die Stimulierung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges. In dieser 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass der HMG-CoA-Reduktase Inhibitor Lovastatin 

die Bildung der beiden Isoprenoide FPP und GGPP in U87 und U343 Glioblastoma 

Zellen verringert und hierdurch die Isoprenylierung von H-Ras und Rac1 reduziert. 

Das natürlich vorkommende Monoterpen Perrilylalkohol hingegen inhibiert die 

Prenyltransferasen FTase und GGTase und verändert dadurch die post-

translationale Prenylierung der GTPasen Rac1 und H-Ras in U87 und U343 Zellen 

ohne die Isoprenoide FPP und GGPP signifikant zu beeinflussen. Jedoch bewirkt 

Perillylalkohol in U343 Zellen eine Erhöhung des GGPPs. Beide Substanzen 

bewirkten die Reduktion der ERK-Phosphorylierung und der Migration, Invasion 

und Proliferation der untersuchten U87 und U343 Glioblastoma Zellen. 
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Abkürzungen 

7, 8-DHF  7,8-Dihydroxyflavon 

ACN  Acetonitril 

AD Alzheimer Demenz 

ADAM  A disintegrin and metalloproteinase 

AICD  APP intracellular domain 

APH1  Anterior pharynx-defective 1 

APLP-1  Amyloid-like Proteinen 1 

APLP-2  Amyloid-like Proteinen 2 

ApoE Apolipoprotein E 

APP Amyloid Precursor Protein 

ARC  Activity-regulated cytoskeleton-associated 

Arf  ADP ribosylation factors 

Arl  Arf -ike proteins 

ATP  Adenosintriphosphat 

Aβ  Amyloid Beta oder Beta- Amyloid 

BACE1  β-site APP cleaving enzyme 1 

BACE2  β-site APP cleaving enzyme 2 

BCR  Breaking cluster region 

BDNF  Brain-derived neurotrophic factor 

BSA  Bovine Serum Albumin 

CERAD Consortium to Establish a registry for Alzheimers 
Disease  

ChBF  Cholinergic basal forebrain 

CHOD – PAP - Methode Cholesteroloxidase Peroxidase Aminophenazon 
Phenol-Methode 

CTF83  C-terminales Fragment C83 

CTF99  C-terminales C99 Fragment 

D*-GCVLL  Dansyl gly-cys-val-leu-leu 

D*-GCVLS  Dansyl gly-cys-val-leu-ser 

Dbl  Diffuse B-cell-lymphoma 

DH Homologe Domäne oder homology Domäne 

DHR1  Dock-homology region-1 
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DHR2  Dock-homology region-2 

DMAPP  3,3-Dimethylallyl-diphosphat 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DPTI  Duale Prenyltransferase-Inhibitoren 

DTT  1,4 - Dithioerythritol 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure Natriumsalz 

EGFR  Epidermal Growth Factor Receptor 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EphB2  Ephrin type-B receptor 2  

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

EtOH  Ethanol 

FAD  Familiäre Form der Alzheimer Demenz 

FCS  Fetales Kälberserum 

FELASA Federation of European Laboratory Animal Science 
Associations 

FPP  Farnesylpyrophosphat 

FPRL1  Formyl peptide receptor like 1 

FTase  Farnesyltransferase 

FTI  Farnesyltransferase-Inhibitoren 

G418  Gentamycin Sulfat 

GAP GTPase activating protein 

GAP43  Growth Associated Protein 43 

GBM  Glioblastoma multiforme 

GDI  Guanine nucleotide exchange inhibitors 

GDP Guanine nucleotide diphosphate 

GEF  Guanine nucleotide exchange factor 

GF Growth factor 

GGPP Geranylgeranylpyrophosphat 

GGTase-I  Geranylgeranyltransferase-I 

GGTase-II Geranylgeranyltransferase-II 

GGTI  Geranylgeranyltransferase-Inhibitoren 

GPP  Geranlypyrophosphat 

Grb2  Growth factor receptor-bound protein 2 
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GTP Guanine nucleotide triphosphate 

HDL  High density lipoproteins 

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

HMG-CoA Reduktase 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reduktase 

HMG-CoA Synthase  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Synthase 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (englisch: 
high performance liquid chromatography) 

HRP Meerrettichperoxidase (englisch: Horseradish 
peroxidase) 

IDL  Intermediate density lipoproteins 

IPP Isopentenylpyrophosphat 

Kleine GTPasen Guanosintriphosphatasen 

LDL   Low density lipoproteins 

LDLr  Low Density Lipoprotein Rezeptor 

LOV  Lovastatin 

LRP1 LDLr-related Protein-1 

LTP  Langzeitpotenzierung 

MAPK  Mitogen-activated protein kinase 

MeOH  Methanol 

mRNA messenger Ribonukleinsäure 

MTT  3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-
tetrazoliumbromid 

NGF  Nerve growth factor 

NMDA-Rezeptor  N-Methyl-D-Aspartat-Repetor 

nPKC  novel Protein Kinase C 

NT-3  Neurotrophin-3 

NT-4  Neurotrophin-4 

NT-5  Neurtrophin-5 

p75NTR  p75 Neurotrophin Rezeptor 

PDEδ  Delta Untereinheit der cGMP Phosphodiesterase 

PDK  Phosphoinositol-dependent Kinase 

PEN2  Presenilin enhancer 2 

PenStrep  Penicillin/Streptomycin 

PH Domäne Pleckstrin homologe Domäne oder Pleckstrin 
homology Domäne 

PI3K  Phosphatidylinositol 3-kinase 
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PIPES  Piperazin-N,N`-bis(2-Ethansulfonsäure) 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid  

PNS  Peripheres Nervensystem  

POH  Perillylalkohol 

PS-1  Presinilin-1 

PS-2  Presinilin-2 

PSD Postsynaptische Dichte 

PTEN  Phosphatase and Tensin homolog 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

Rab    Ras-like proteins in brain 

RAGE Receptor for advanced glycation end products 

Ran   Ran-related oder Ras-like nuclear 

Ras Rat sarcoma 

REP  Rab Escort Protein 

Rho   Ras homolog 

ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 

SAD  Sporadische Form der Azheimer Demenz 

sAPPα  sekretierte APPα 

sAPPβ  sekretiertes APPβ 

SARA  Smad anchor for receptor activation 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SH3 Domäne Src homology domain 3 

ShcC  Src homology collagen-like C 

SLAT  SWAP70-like adaptor of T cells/IBP Proteine 

SRB-1  Scavanger Rezeptors B1 

SREBP  Sterol regulatory element-binding protein 

SWAP70  Switch-associated protein 70 

Tg Transgen 

TGN  Trans-Golgi-Netzwerk 

Tiam1  T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 

TierSchG Tierschutzgesetz  

TNF  Tumor Nekrose Faktor 

TREM2  Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
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Trk  Tropomyosin-related kinase 

TZM  Temozolomid 

VAMP  Vesicle-associated membrane protein 

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 

VLDL  Very low density lipoproteins 

Vps10p  Vascular protein sorting 10 protein 

WHO  World Health Organization 

ZNS Zentrales Nervensystem 

α7nAChR  α7-Nikotin-Acetylcholin-Rezeptor 
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Cholesterinbiosynthese. Die Abbildung 

zeigt die wichtigsten Intermediate und Enzyme des Mevalonatweges. Die einfachen 
Pfeile stellen eine einfache Umsetzung dar und zwei Pfeile hintereinander stehen für 
eine mehrstufige Umsetzung. 15 

 

Abbildung 2: Einteilung ausgewählter kleiner GTPasen in ihre Subfamilie und 
Untergruppe. 24 

 

Abbildung 3. Vereinfachte Darstellung der Regulation von GTPasen. Im Cytosol 
werden inaktive GDP-gebundene GTPasen der Ras-Superfamilie (Ras) mit dem 
Isoprenoid GGPP oder FPP prenyliert, katalysiert durch die Prenyltransferasen. Diese 
Prenylierung ist erforderlich für die Insertion der GTPasen in Membranen, wo sie 
durch GEFs (guanine nucleotide exchange factors) aktiviert werden. Die GEFs 
werden ihrerseits nach der Bindung von Wachstumsfaktoren (growth factor = GF) an 
den adequaten Rezeptor aktiviert. Die Aktivierung der GDP-gebundenen GTPase 
erfolgt durch Phosphorylierung zum GTP-gebundenen Stadium. Die aktive GTPase 
kann durch GAPs (GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. Im Cytosol halten 
GDIs (guanidine nucleotide-dissotiation inhibitors) die GDP-gebunden GTPase im 
inaktiven Stadium. Aktive GTPasen können über diverse Effektoren nachgelagerte 
Signalkaskaden aktivieren (Samuel & Hynds, 2010). 26 

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung der APP Prozessierung. 49 
 

Abbildung 5. Chemische Strukturformel der inaktiven Prodrugs der Statine 
Lovastatin (R1 = H, R2 = CH3) und Simvastatin (R1 = CH3, R2 = CH3). 62 

 

Abbildung 6. Vereinfachte Darstellung des Signalweges, der maßgeblich die 
Organisation des Cytoskeletts, das Neuritenwachstum und die Synaptogenese 
reguliert. Im Cytosol werden inaktive GDP-gebundene Rho-GTPasen bevorzugt mit 
GGPP prenyliert, katalysiert durch die Geranylgeranyl-Transferase-I (GGTase-I). Rab-
GTPasen werden mit GGPP durch die Geranylgeranyl-Transferase-II (GGTase-II) 
prenyliert. Diese Prenylierung ist erforderlich für die Insertion der GTPasen in 
Membranen, wo sie durch GEFs (guanine nucleotide exchange factors) aktiviert 
werden. Die GEFs werden ihrerseits nach der Bindung von Wachstumsfaktoren 
(growth factor = GF) an den adequaten Rezeptor aktiviert. Die Aktivierung der GDP-
gebundenen GTPase erfolgt durch Phosphorylierung zum GTP-gebundenen Stadium. 
Die aktive GTPase kann durch GAPs (GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. 
Im Cytosol halten GDIs (guanidine nucleotide-dissotiation inhibitors) die GDP-
gebunden GTPase im inaktiven Stadium. Aktive Rho-GTPasen, vor allem Rac1, 
können über diverse Effektoren nachgelagerte Signalkaskaden aktivieren, die 
letztendlich zur Organisation des Cytoskeletts, zum Neuritenwachstum und zur 
Synaptogenese führen. 133 
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Abbildung 7. Proteingehalte der Rho-GTPase Rac1 im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), 
Cytosolpräparationen (b) und von Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-GTPase 
Rac1 (membrane Rac1) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rac1) und der Gesamthomogenate 
(total Rac1) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 135 

 

Abbildung 8. Proteingehalte der Rho-GTPase RhoA im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), 
Cytosolpräparationen (b) und von Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase RhoA (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-GTPase 
RhoA (membrane RhoA) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol RhoA) und der Gesamthomogenate 
(total RhoA) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 136 

 

Abbildung 9. Proteingehalte der Rho-GTPase Cdc42 im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), 
Cytosolpräparationen (b) und von Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Cdc42 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rho-GTPase 
Cdc42 (membrane Cdc42) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Cdc42) und der Gesamthomogenate 
(total Cdc42) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 137 

 

Abbildung 10. Proteingehalte der Rab-GTPase Rab11B im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), 
Cytosolpräparationen (b) und von Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab11B (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab-GTPase 
Rab11B (membrane Rab11B) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. 
Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rab11B) und der 
Gesamthomogenate (total Rab11B) wurden auf GAPDH normiert. Representative 
Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=6. 138 
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Abbildung 11. Proteingehalte der Rab-GTPase Rab3A im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (a), 
Cytosolpräparationen (b) und von Gesamthomogenat (c) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte der Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab-GTPase 
Rab3A (membrane Rab3A) wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen (cytosol Rab3A) und der 
Gesamthomogenate (total Rab3A) wurden auf GAPDH normiert. Representative 
Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 139 

 

Abbildung 12. Proteingehalte von RhoGDI-α  und RabGDI-α  im Hirngewebe der 
C57BL/6 Mäuse. Die WesternBlot Analyse von Cytosolpräparationen (a, b) aus 
Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) 
C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Funktion von RhoGDI-α und RabGDI-α zu 
charakterisieren. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (RhoGDIα/GAPDH und 
RabGDIα/GAPDH) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=4. 140 

 

Abbildung 13. GGPP, relative GGTase-Aktivität, Proteingehalt und mRNA-Expression 
der GGTase-Iβ  im Hirngewebe der C57BL/6 Mäuse. Die Analysen des 
Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) 
C57BL/6 Mäuse wurde verwendet um die Funktion der GGTase-I zu charakterisieren. 
Die Gehalte des Isoprenoids GGPP (a) wurden mittels HPLC-FD Methode 
quantifiziert. Die relative GGTase-Aktivität (b) (relative GGTase activity) wurde mittels 
Fluorimetrie bestimmt. Die Proteingehalte (c) (GGTaseIβ/GAPDH) wurden mittels 
WesternBlot Analyse und die mRNA-Expression (d) (GGTaseIβ mRNA/GAPDH) 
mittels qRT-PCR der GGTase-Iβ im Gesamthomogenat gemessen auf GAPDH 
normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei dem Graphen  (c) 
dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001), n=8 
(GGPP), n=4 (relative GGTase-Aktivität), n=6 (GGTase-Iβ Protein- und mRNA-
Expression). 142 

 

Abbildung 14. Proteingehalte von Synaptophysin und GAP-43 im Hirngewebe der 
C57BL/6 Mäuse. Die WesternBlot der Gesamthomogenate aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3 mo) und gealterter (23 Monate alter = 23 mo) C57BL/6 Mäuse wurde 
verwendet um die Proteingehalte der beiden synaptischen Marker Synaptophysin (a) 
und GAP-43 (b) zu bestimmen. Die Proteingehalte wurden auf GAPDH normiert. 
Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen 
dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), n=6. 144 

 

 

 

 

 

 



Abbildungsverzeichnis 

322 

Abbildung 15. Relative GGTase-Aktivität im Hirngewebe der NMRI Mäuse. Die 
Analysen des Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate 
alter = 23) NMRI Mäuse wurde durchgeführt um die Funktion der GGTase-I näher zu 
charakterisieren. Die relative GGTase-Aktivität (a, b) (relative GGTase activity) wurde 
mittels Fluorimetrie bestimmt. Abbildung (a) zeigt neben dem Leerwert (blank) das 
Emissionspektrum der relativen Enzymaktivität der GGTase-I isoliert aus dem 
Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) NMRI 
Mäuse. Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenlänge von 340 nm und der 
Emission von 400 nm bis 600 nm. Abbildung (b) zeigt die relative GGTase-Aktivität 
gemessen bei einer Anregungswellenlänge von 340 nm und der Emission von 505 
nm. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus dem Hirngewebe der beiden 
Altersgruppen der NMRI Mäuse (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP 
Methode ermittelt. Die chemische Strukturformel des spezifischen GGTase-I-Inhibitors 
GGTI-286 ist in Abbildung (d) dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(p*<0.05; ns=not significant), 1way ANOVA (p***<0.0001), n=3. 145 

 

Abbildung 16. Effekt des GGTase-Inhibitors GGTI-286 auf die relative GGTase-
Aktivität im Hirngewebe der NMRI Mäuse. Die Analysen des Hirngewebes junger (3 
Monate alter = 3) und gealterter (23 Monate alter = 23) NMRI Mäuse wurde 
durchgeführt um die Funktion der GGTase-I näher zu charakterisieren. Die relative 
GGTase-Aktivität (a, b) (relative GGTase activity) wurde mittels Fluorimetrie bestimmt. 
Die Graphen (a, b) zeigen die relative GGTase-Aktivität gemessen bei einer 
Anregungswellenlänge von 340 nm und der Emission von 505 nm. Die isolierte 
GGTase-I aus dem Hirngewebe der jungen (a) und auch der gealterten (b) NMRI 
Mäuse wurde durch 2 µM GGTI-286 inhibiert. Die isolierten Enzyme, die statt dem 
Inhibitor mit dem Solvent DMSO versetzt wurden, dienten als Kontrollen (control) für 
die Analysen mittels Fluorimetrie. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05), 
n=3. 146 

 

Abbildung 17. Verkürzter Mevalonat-/Isoprenoid-/Cholesterol-Biosytheseweg. Der 
Mevalonatweg ist ein entscheidender Stoffwechselprozess in eukaryotischen Zellen, 
bei welchem das Mevalonat den Präkursor verschiedener Intermediate wie dem 
Farnesylpyrophosphat (FPP), dem Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und dem 
Cholesterol darstellt. Die Synthese von FPP wird katalysiert durch die 
Farnesylpyrophosphat-Synthase (FDPS) und die Geranylgeranylpyrophosphat-
Synthase (GGPPS) katalysiert die Synthese von GGPP. GGPP ist das Substrat der 
posttranslationalen Geranylgeranylierung kleiner GTPasen. Die Geranylgeranylierung 
der Rho-GTPasen wird die duch die GGTase-I katalysiert, die Geranylgeranylierung 
der Rab-GTPasen erfolgt durch die katalytische Wirkung der GGTase-II. Diese 
posttranslationale Geranylgeranylierung (-GG) der kleinen GTPasen ist kritisch für 
ihre Lokalisation an Membranen und somit für die optimale Funktion. GGTI-2133 ist 
ein spezifischer Inhibitor der GGTase-I, dessen chemische Strukturformel in dieser 
Abbildung dargestellt ist. 148 
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Abbildung 18. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 
µmol/L GGTI-2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
Analysen mittels WesternBlot und HPLC-FD Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und vom Gesamthomogenat (c) 
aus den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde verwendet um die 
Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte 
des Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rac1 (membrane Rac1) wurden auf 
den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen 
(cytosol Rac1) und der Gesamthomogenate (total Rac1) wurden auf GAPDH normiert. 
Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen 
dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; 
ns=not significant), n=3 (Proteingehalte des Membran-gebundenen Rac1 in SH-SY5Y 
Zellen, die mit 25 µmol/L GGTI-2133 behandelt wurden), n=5 (Proteingehalte des 
Membran-gebundenen Rac1 in SH-SY5Y Zellen, die mit 10 µmol/L GGTI-2133 
behandelt wurden und der Kontrollen; Proteingehalte des Rac1 im Cytosol; 
Gesamtproteingehalt von Rac1). 150 

 

Abbildung 19. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 
µmol/L GGTI-2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
Analysen mittels WesternBlot und HPLC-FD Methode. Um Aufschluss über die 
Funktion der beiden GDIs RhoGDI-α (a) und RabGDI-α (b) zu erhalten, wurden diese 
in Cytosolpräparationen der behandelten Zellen mittels WesternBlot Analyse 
untersucht. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen (RhoGDIalpha, 
RabGDIalpha) wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Die Gehalte des 
Isoprenoids GGPP (c) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=5. 151 

 

Abbildung 20. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 
µmol/L GGTI-2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Memranpräparationen (a), Cytosolpräparationen (b) und vom Gesamthomogenat (c) 
aus den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde verwendet um die 
Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, c) zu charakterisieren. Die Proteingehalte 
des Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rab3A (membrane Rab3A) wurden 
auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der 
Cytosolpräparationen (cytosol Rab3A) und der Gesamthomogenate (total Rab3A) 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei 
den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (ns=not 
significant), n=5. 152 

 

Abbildung 21. Effekte der GGTase-I-Inhibition mittels GGTI-2133 in den humanen 
Neuroblastomazellen SH-SY5Y. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 und 25 
µmol/L GGTI-2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
Analysen mittels HPLC-FD Methode. Die Gehalte der Isoprenoide GGPP (a) und FPP 
(b) wurden mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Der Cholesterolgehalt (cholesterol) 
in den SH-SY5Y Zellen (c) wurde enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode 
ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not 
significant), n=5. 153 
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Abbildung 22. Proteingehalte von Synaptophysin und GAP-43 in SH-SY5Y Zellen 
nach der Behandlung mit GGTI-2133. Die SH-SY5Y Zellen wurden mit jeweils 10 
µmol/L GGTI-2133 für 48 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit 
dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die 
Analysen mittels WesternBlot.  Die WesternBlot Analyse der Gesamthomogenate aus 
den mit GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen wurde durchgeführt um die 
synaptischen Marker Synaptophysin (a) und GAP-43 (b) zu bestimmen. Die 
Proteingehalte wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01), n=5. 154 

 

Abbildung 23. Einfluss von 7, 8-DHF auf GGPP und Cholesterol im Hirngewebe der 
C57BL/6 Mäuse. Die Analysen des Hirngewebes junger (3 Monate alter = 3), 
gealterter (23 Monate alter = 23) und gealterter C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-DHF 
gefüttert wurden, diente dazu den Effekt des 7, 8-DHFs auf die Gehirnalterung zu 
charakterisieren. Die Gehalte des Isoprenoids GGPP (a) wurden mittels HPLC-FD 
Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus dem Hirngewebe der 
C57BL/6 Mäuse (b) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. 
Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), n=8. 156 

 

Abbildung 24. Proteingehalte der Rho-GTPase Rac1 im Hirngewebe der C57BL/6 
Mäuse im Zuge der Fütterungsstudie mit 7, 8-DHF. Die WesternBlot Analyse von 
Memranpräparationen (a) und vom Gesamthomogenat (b) aus Hirngewebe junger (3 
Monate alter = 3), gealterter (23 Monate alter = 23) und gealterter C57BL/6 Mäuse, 
die mit 7, 8-DHF gefüttert wurden, wurde durchgeführt um die Prenylierung der Rho-
GTPase Rac1 (a, b) zu charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-
gebundenen geranylgeranylierten Rac1 (Rac1/Flotillin-1) wurden auf Flotillin-1 
normiert und die Proteingehalte des Gesamthomogenates (Rac1/GAPDH) wurden auf 
GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den 
jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not 
significant), n=8. 157 

 

Abbildung 25. Proteingehalte von Rab3A, TrkB, BDNF und Tiam1 im Hirngewebe der 
C57BL/6 Mäuse im Zuge der Fütterungsstudie mit 7, 8-DHF. Die WesternBlot 
Analyse von Memranpräparationen (a) und vom Gesamthomogenat (b, c, d) aus 
Hirngewebe junger (3 Monate alter = 3), gealterter (23 Monate alter = 23) und 
gealterter C57BL/6 Mäuse, die mit 7, 8-DHF gefüttert wurden, wurde herangezogen 
um neben der Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a) auch den Effekt des 7, 8-
DHFs auf zu charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen 
geranylgeranylierten Rab3A (Rab3A/Flotillin-1) wurden auf Flotillin-1 normiert und die 
Proteingehalte des Gesamthomogenates (b, c, d) wurden auf GAPDH normiert.  
Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen 
dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), 
n=8.hen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01), n=5.
 159 

 

Abbildung 26. Aβ 1-42 Gehalte humaner embryonaler Nierenzellen HEK293 mit 
verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen 
wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP 
Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = 
sw) Zellen untersucht. Die Aβ 1-42 Gehalte wurden mittels ELISA Methode quantifiziert 
und auf den Proteingehalt normiert. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; 
p***<0.001), n=4. 161 
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Abbildung 27. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 
auf die Aβ1-42 Gehalte humaner embryonaler Nierenzellen mit verschiedenen 
APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-
Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt (β 
= mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelte Zellen). Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen. Die Aβ1-42 
Gehalte wurden mittels ELISA Methode quantifiziert und auf den Proteingehalt 
normiert. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not 
significant), n=4. 162 

 

Abbildung 28. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Aβ1-42 
Gehalte humaner embryonaler Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt (DAPT = mit DAPT 
behandelte Zellen). Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten 
als Kontrollen (c = control) für die Analysen. Die Aβ1-42 Gehalte wurden mittels ELISA 
Methode quantifiziert und auf den Proteingehalt normiert. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 163 

 

Abbildung 29. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT in humanen 
embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, 
wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP 
Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = 
sw) Zellen untersucht. Die HEK293 Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L DAPT (D) für 
24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels 
WesternBlot Methode. Die WesternBlot Analyse von Memranpräparationen (M) und 
von Cytosolpräparationen (C) aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt 
und HEK-sw Zellen wurde verwendet um die Prenylierung der GTPasen Rac1, H-Ras, 
RhoA, Cdc42 und Rab3A zu charakterisieren. Die Proteingehalte der Membran-
gebundenen GTPasen wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die 
Proteingehalte der Cytosolpräparationen wurden auf GAPDH normiert. 
Repräsentative Ausschnitte der WesternBlots sind in der Abbildung dargestellt um die 
Lokalisation der GTPasen mit und ohne DAPT-Behandlung zu verdeutlichen. 165 
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Abbildung 30. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Rac1-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen (b) und von Cytosolpräparationen (c) 
aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten Rac1 wurden auf 
den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen 
und die Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative 
Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; ns=not significant), n=4. 167 

 

Abbildung 31. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die RhoA-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen (b) und von Cytosolpräparationen (c) 
aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase RhoA (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten RhoA wurden auf 
den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen 
und die Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative 
Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; ns=not significant), n=4. 169 

 

Abbildung 32. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die cdc42-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen (b) und von Cytosolpräparationen (c) 
aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rho-GTPase cdc42 (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen geranylgeranylierten cdc42 wurden auf 
den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen 
und die Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative 
Ausschnitte der WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± 
SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 171 
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Abbildung 33. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die H-Ras-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen (b) und von Cytosolpräparationen (c) 
aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde 
verwendet um die Prenylierung der Ras-GTPase H-Ras (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten H-Ras wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und 
die Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), n=4. 173 

 

Abbildung 34. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Rab3A-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L DAPT für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die 
Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a), Memranpräparationen (b) und von Cytosolpräparationen (c) 
aus den mit DAPT behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde 
verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b, c) zu charakterisieren. 
Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten Rab3A wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Cytosolpräparationen und 
die Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=4. 175 

 

Abbildung 35. Effekte der Gamma-Sekretase-Inhibition mittels DAPT auf die Gehalte 
der Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen 
embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, 
wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP 
Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = 
sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L DAPT für 24 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels HPLC-
FD Methode. Die Gehalte der Isoprenoide FPP (a) und GGPP (b) wurden mittels 
HPLC-FD Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus den mit 
DAPT behandelten HEK-Zellen (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP 
Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001; ns=not 
significant), n=8. 177 
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Abbildung 36. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 
auf die Rac1-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen 
APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-
Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. 
Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = 
control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a) und Memranpräparationen (b) aus den mit β-Sekretase-
Inhibitor IV behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde verwendet 
um die Prenylierung der Rho-GTPase Rac1 (a, b) zu charakterisieren. Die 
Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten Rac1 wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Gesamthomogenate 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei 
den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; 
p**<0.01; ns=not significant), n=4. 184 

 

Abbildung 37. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 
auf die H-Ras-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen 
APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-
Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. 
Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = 
control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die WesternBlot Analyse von 
Gesamthomogenat (a) und Memranpräparationen (b) aus den mit β-Sekretase-
Inhibitor IV behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen wurde verwendet 
um die Prenylierung der Ras-GTPase H-Ras (a, b) zu charakterisieren. Die 
Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten H-Ras wurden auf den 
Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der Gesamthomogenate 
wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind bei 
den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; 
p***<0.001; ns=not significant), n=4. 185 

 

Abbildung 38. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 
iauf die Rab3A-Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit 
verschiedenen APP-Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, 
die als Kontroll-Zelllinie verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden 
HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw 
(APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen 
wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten 
als Kontrollen (c = control) für die Analysen mittels WesternBlot Methode.  Die 
WesternBlot Analyse von Gesamthomogenat (a) und Memranpräparationen (b) aus 
den mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelten HEK-ut, HEK-APPwt und HEK-sw Zellen 
wurde verwendet um die Prenylierung der Rab-GTPase Rab3A (a, b) zu 
charakterisieren. Die Proteingehalte des Membran-gebundenen prenylierten Rab3A 
wurden auf den Membran-Marker Flotillin-1 normiert. Die Proteingehalte der 
Gesamthomogenate wurden auf GAPDH normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (ns=not significant), n=4. 186 
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Abbildung 39. Effekte der Beta-Sekretase-Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV 
auf die Gehalte der Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zelllinie 
verwendet wurden, wurden die APP überexprimierenden HEK293-APP695wt 
(APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; 
schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 
µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. 
Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = 
control) für die Analysen.  Die Gehalte der Isoprenoide FPP (a) und GGPP (b) wurden 
mittels HPLC-FD Methode quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus den 
mit β-Sekretase-Inhibitor IV behandelten HEK-Zellen (c) wurden enzymatisch anhand 
der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; 
p***<0.001; ns=not significant), n=8. 188 

 

Abbildung 40. Effekte von oligomerisiertem Aβ in humanen embryonalen 
Nierenzellen. Für die Untersuchungen wurden untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen 
verwendet. Die HEK-293 Zellen wurden mit jeweils 0.01 µmol/L oligomerisiertem Aβ 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
DMSO behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (c = control) für die Analysen. Die 
Gehalte der Isoprenoide FPP (a) und GGPP (b) wurden mittels HPLC-FD Methode 
quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) aus den mit oligomerisiertem Aβ 
behandelten HEK-293 Zellen (c) wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP 
Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), 
n=8. 192 

 

Abbildung 41. Verkürzter Mevalonat-/Isoprenoid-/Cholesterol-Biosytheseweg. Der 
Mevalonatweg ist ein entscheidender Stoffwechselprozess in eukaryotischen Zellen. 
Hierbei stellt das Mevalonat den Präkursor verschiedener Intermediate wie dem 
Farnesylpyrophosphat (FPP), dem Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und dem 
Cholesterol dar. Der Geschwindigkeits-bestimmende Schritt dieses 
Biosyntheseweges ist die synthese von Mevalonat und wird katalysiert durch die 
HMG-CoA-Reduktase. Statine, wie beispielsweise Lovastatin, sind HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren und in der Lage diesen Geschwindigkeits-bestimmende Schritt 
zu inhibieren. GGPP ist das Substrat der posttranslationalen Geranylgeranylierung 
kleiner Rho-GTPasen, die duch die GGTase-I katalysiert wird. Die FTase farnesyliert 
die Ras-GTPasen mit dem FPP-Rest. Diese posttranslationalen Modifikationen der 
kleinen GTPasen sind kritisch für ihre Lokalisation an Membranen und somit für die 
optimale Funktion. 194 

 

Abbildung 42. Migration und Invasion der U87 Zellen nach der Behandlung mit 
Lovastatin (LOV). Die U87 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 
Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für den Migrations- und Invasions-
Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden der Behandlung durchgeführt 
um die Zellmigration der U87 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder wurden einmal 
direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-Assay 
(invaded cells) der U87 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber 
Assays durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), 
n=4. 197 
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Abbildung 43. Migration und Invasion der U343 Zellen nach der Behandlung mit 
Lovastatin (LOV). Die U343 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 
24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol 
behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für den Migrations- und Invasions-
Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden der Behandlung durchgeführt 
um die Zellmigration der U343 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder wurden einmal 
direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der Invasions-Assay 
(invaded cells) der U343 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten Boyden Chamber 
Assays durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p**<0.01; p***<0.001), 
n=4. 198 

 

Abbildung 44. Migration und Invasion der U87 Zellen nach der Behandlung mit 
Perillylalkohol (POH). Die U87 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für den Migrations- und 
Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden der Behandlung 
durchgeführt um die Zellmigration der U87 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder 
wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der 
Invasions-Assay (invaded cells) der U87 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten 
Boyden Chamber Assays durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(p***<0.001), n=4. 199 

 

Abbildung 45. Migration und Invasion der U343 Zellen nach der Behandlung mit 
Perillylalkohol (POH). Die U343 Zellen (a und b) wurden mit jeweils 250 µmol/L POH 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für den Migrations- und 
Invasions-Assay. Der Scratch Assay (cells) wurde nach 8 Stunden der Behandlung 
durchgeführt um die Zellmigration der U343 Zellen (a) zu analysieren. Die Bilder 
wurden einmal direkt vor und 16 Stunden nach dem Scratch aufgenommen. Der 
Invasions-Assay (invaded cells) der U343 Zellen (b) wurde mittels eines modifizierten 
Boyden Chamber Assays durchgeführt. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test 
(p*<0.05; p***<0.001), n=4. 200 

 

Abbildung 46. Proliferation der U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit 
Lovastation (LOV). Die U87 Zellen (a und c) und die U343 Zellen (b und d) wurden 
mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freien Medium behandelt. Zellen, 
die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für 
den MTT- und Kristallviolett-Assay. Der MTT-Assay (MTT-reduction) wurde verwendet 
um die Zellproliferation nach der Behandlung mit Lovastatin (a, b) in U87 und U343 
Zellen zu analysieren. Die MTT-Aktivität wurde photometrisch gemessen. Der 
Kristallviolett-Assay (absorption) der U87 und U343 Zellen, die mit LOV (c, d) 
behandelt wurden, charakterisierte ebenfalls die Zellproliferation. Nach den 
angegebenen Behandlungen wurden die Zellen gefärbt und photometrisch 
vermessen. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001), 
n=15 (MTT-Assay), n= 9 (Kristallviolett-Assay). 201 

 

 

 

 

 



Abbildungsverzeichnis 

 331 

Abbildung 47. Proliferation der U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit 
Perillylalkohol (POH). Die U87 Zellen (a und c) und die U343 Zellen (b und d) 
wurden mit jeweils 250 µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Zellen, die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als 
Kontrollen (control) für den MTT- und Kristallviolett-Assay. Der MTT-Assay (MTT-
reduction) wurde verwendet um die Zellproliferation nach der Behandlung mit 
Perillylalkohol (a, b) in U87 und U343 Zellen zu analysieren. Die MTT-Aktivität wurde 
photometrisch gemessen. Der Kristallviolett-Assay (absorption) der U87 und U343 
Zellen, die mit POH (c, d) behandelt wurden, charakterisierte ebenfalls die 
Zellproliferation. Nach den angegebenen Behandlungen wurden die Zellen gefärbt 
und photometrisch vermessen. Mittelwert ± SEM, ungepaarter t-Test (p*<0.05), n=15 
(MTT-Assay), n= 9 (Kristallviolett-Assay). 202 

 

Abbildung 48. Proteingehalte des phosphorylierten ERK (p-ERK) und des gesamten 
Proteins ERK (t-ERK) in U87 und U343 Zellen nach der Behandlung mit 
Lovastation (LOV) und Perillylalkohol (POH). Die U87 Zellen (a) und die U343 
Zellen (b) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium 
behandelt. Die U87 Zellen (c) und die U343 Zellen (d) wurden mit jeweils 250 µmol/L 
POH für 24 Stunden in Serum-freien Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die WesternBlot 
Analyse. Der WesternBlot Analyse des phosphorylierten ERK (p-ERK) und des 
Gesamtproteins ERK (t-ERK) wurden bei den U87 Zellen (a, c) und U343 Zellen (b, d) 
durchgeführt, um die ERK-Aktivierung zu analysieren. Die Graphen zeigen das 
Verhältnis zwischen p-ERK und t-ERK der U87 und U343 Zellen nach der Behandlung 
mit LOV und POH. Representative Ausschnitte der WesternBlots sind dargestellt. Die 
Gehalte von p-ERK und t-ERK wurden auf GAPDH normiert. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05), n=5. 203 

 

Abbildung 49. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die zelluläre Lokalisation der 
Proteine H-Ras und Rac1 in U87 Zellen. Die U87 Zellen (a, b, c und d) wurden mit 
jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die 
mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für 
die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen des Cytosols 
(cytosol) und der Mebranfraktion (membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der 
Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p***<0.001; ns=not significant), n=5. 205 

 

Abbildung 50. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die zelluläre Lokalisation der 
Proteine H-Ras und Rac1 in U343 Zellen. Die U343 Zellen (a, b, c und d) wurden 
mit jeweils 10 µmol/L LOV für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, 
die mit dem Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) 
für die WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen des 
Cytosols (cytosol) und der Mebranfraktion (membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der 
Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01), n=5. 206 
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Abbildung 51. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die zelluläre Lokalisation der 
Proteine H-Ras und Rac1 in U87 Zellen. Die U87 Zellen wurden mit jeweils 250 
µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die 
WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen des Cytosols (a, b; 
cytosol) und der Mebranfraktion (c, d; membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der 
Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=5. 207 

 

Abbildung 52. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die zelluläre Lokalisation der 
Proteine H-Ras und Rac1 in U343 Zellen. Die U343 Zellen wurden mit jeweils 250 
µmol/L POH für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem 
Solvent Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control = c) für die 
WesternBlot Analyse. Die WesternBlot Analyse von Präparationen des Cytosols (a, b; 
cytosol) und der Mebranfraktion (c, d; membrane) wurden durchgeführt um die 
Prenylierung von H-Ras (a, c) und Rac1 (b, d) zu untersuchen. Die WesternBlots der 
cytosolischen Fraktionen wurden auf GAPDH normiert, die WesternBlots der 
Mebranfraktionen wurden auf Flotillin-1 normiert. Representative Ausschnitte der 
WesternBlots sind bei den jeweiligen Graphen dargestellt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=5. 208 

 

Abbildung 53. Effekte von Lovastatin (LOV) auf die Intermediate des 
Mevalonatweges FPP, GGPP und Cholesterol in U87 und U343 Zellen. Die U87 
Zellen (a, c und e) und die U343 Zellen (b, d und f) wurden mit jeweils 10 µmol/L LOV 
für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die HPLC-FD und die 
CHOD-PAP Analyse. FPP (a, b) und GGPP (c, d) wurden mittels HPLC-FD Analyse 
quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) in U87 Zellen (e) und U343 Zellen (f) 
wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; p**<0.01; p***<0.001), n=6. 209 

 

Abbildung 54. Effekte von Perillylalkohol (POH) auf die Intermediate des 
Mevalonatweges FPP, GGPP und Cholesterol in U87 und U343 Zellen. Die U87 
Zellen (a, c und e) und die U343 Zellen (b, d und f) wurden mit jeweils 250 µmol/L 
POH für 24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Zellen, die mit dem Solvent 
Ethanol behhandelt wurden, dienten als Kontrollen (control) für die HPLC-FD und die 
CHOD-PAP Analyse. FPP (a, b) und GGPP (c, d) wurden mittels HPLC-FD Analyse 
quantifiziert. Die Cholesterolgehalte (cholesterol) in U87 Zellen (e) und U343 Zellen (f) 
wurden enzymatisch anhand der CHOD-PAP Methode ermittelt. Mittelwert ± SEM, 
ungepaarter t-Test (p*<0.05; ns=not significant), n=6. 210 
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Abbildung 55. Zusammenfassendes Schema des Zusammenhangs der Rho-
GTPasen und der GGTase-I. Rho-GTPasen werden durch die Transferase GGTase-I 
geranylgeranyliert. Ihre Prenylierung ist essentiell für ihre Lokalisation an Membranen, 
dem Ort ihrer Aktivierung und Funktion. Die Gehalte an GGPP in Hirngewebe 
gealterter (23 Monate alten) C57BL/6 Mäuse wiesen im Vergleich zu den jungen (3 
Monate alten) Mäusen eine Erhöhung auf. Auch die mit dem GGTase-I-Inhibitor 
GGTI-2133 behandelten SH-SY5Y Zellen enthielten erhöhte Gehalte an GGPP. 
Jedoch blieben in beiden Studien die Gesamtgehalte (Homogenat) der Proteine Rac1, 
RhoA und Cdc42 unverändert. Interessanter Weise waren die Gehalte der Membran-
gebundenen prenylierten Rho-GTPasen erniedrigt in alten Mäusehirnen und SH-
SY5Y Zellen, die mit GGTI-2133 behandelt wurden. Diese Ergebnisse korrelieren 
direkt mit der Reduktion der realtiven GGTase-Aktivität, der Protein- und mRNA-
Expression der GGTase-Iβ. In einem weiteren Tiermodell, den NMRI Mäusen, war die 
Enzymaktivität der GGTase-I ebenfalls erniedrigt im Hirngewebe der gealterten (23 
Monate alten) Mäuse, im Vergleich zu den jungen (3 Monate alten) Kontrolltieren. Hier 
konnte die Aktivität der GGTase-I durch den spezifischen GGTase-I-Inhibitor GGTI-
286 in beiden Altersgruppen signifikant gesenkt werden. Da Rac1, RhoA und Cdc42 
mit der Synaptogenese assoziiert sind, wurden die Gehalte der beiden synaptischen 
Markerproteine Synaptophysin und GAP43 analysiert. Bei diesen Analysen konnte 
eine altersbezogene Senkung von Synaptophysin und GAP43 im Hirngewebe der 
Mäuse festgestellt werden. Die Proteingehalte von Synaptophysin und GAP43 waren 
ebenfalls in dem in vitro Modell reduziert. Die gestörte Regulation der Rho-GTPasen 
im gealterten Gehirn ist also assoziiert mit einem spezifischen Defizit der GGTase-Iβ, 
welches möglicherweise eine der Ursachen für das Defizit des neuronalen 
Auswuchses darstellt. 218 

 

Abbildung 56. Vereinfachter Signalweg über die Regulation der Migration und 
Proliferation in GBM. Inaktive GDP-gebundene Ras-GTPasen werden bevorzugt mit 
FPP durch die Farnesyltransferase (FTase) prenyliert. Diese Prenylierung ist 
notwendig für die Insertion in der Membran, wo die GTPase durch GEFs (guanine 
nucleotide exchange factors) aktiviert wird. Die GEFs selbst werden aufgrund der 
Bindung eines Wachstumsfaktors (growth factor = GF) an einen adequaten Rezeptor 
aktiviert. Die Aktivierung der GDP-gebundenen GTPase resultiert aus der 
Phosphorylierung zur GTP-gebundenen Form. Die aktive GTPase kann durch diverse 
GAPs (GTPase-activating proteins) deaktiviert werden. Die aktiven Ras-GTPasen, 
besonders H-Ras, können nachgeschaltete Signalkaskaden unter anderem über Raf, 
MEK und ERK aktivieren, die letztendlich zu einer gesteigerten Proliferation und 
Migration führen. Rac-GTPasen, wie beispielsweise Rac1, werden bevorzugt mit 
GGPP durch die Geranylgeranyltransferase-I (GGTase-I) prenyliert. Der spezifische 
Rac1 GEF Tiam1 zum Beispiel kann entweder durch die Bindung eines 
Wachstumsfaktors an den spezifischen Rezeptor (Bindung von BDNF an den TrKB-
Rezeptor) oder durch eine aktivierte Ras-GTPase aktiviert werden. Das aktive 
Membran-gebundene Rac1-GTP ist in der Lage weitere Rho-GTPasen zu aktivieren 
und hat dadurch Prozesse der Organisation des Cytoskeletts und der Migration zur 
Folge. Außerdem ist das aktive Rac1-GTP im Stande über die Aktivierung der PAK 
(p21-activated kinase) den Raf/MEK/ERK Signalweg zu aktivieren und so zu einer 
erhöhten Proliferation und Migration zu führen. 237 
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Tabelle 1 Mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) ausgewählter 
peptidomimetischer GGTase-I-Inhibitoren auf die GGTase-I, die FTase und 
verschiedene kleine GTPasen nach Qian et al. und Vasudevan et al. (Qian, Vogt, 
Vasudevan, Sebti, & Hamilton, 1998; Vasudevan et al., 1999). (nd = nicht definiert).
 147 

 

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse des Vergleichs der Gehalte der 
Proteine Rac1, RhoA, Cdc42, H-Ras und Rab3A in verschiedenen zellulären 
Präparationen (Gesamthomogenat, Membran- und Cytosolpräparation) und der 
Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte in humanen 
embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. Neben 
untransfizierten HEK-293 Zellen, wurden die APP überexprimierenden HEK293-
APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw (APPsw-
transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die Effekte beziehen sich 
auf den Vergleich mit den untransfizierten HEK-293 Zellen, die als Kontroll-Zellen 
fungierten. ê steht für eine Reduktion, é steht für eine Erhöhung und = steht für keinen 
Unterschied im Vergleich zu den untransfizierten HEK-293 Zellen. Die Angaben der 
Effekte beziehen sich auf den Vergleich mit den untransfizierten HEK-293 Zellen. 180 

 

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Effekte der γ -Sekretase-Inhibition 
mittels DAPT auf die Gehalte der Proteine Rac1, RhoA, Cdc42, H-Ras und 
Rab3A und der Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-Gehalte 
in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-Transfektionen. 
Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, wurden die APP überexprimierenden 
HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) und HEK293-APPsw 
(APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen untersucht. Die HEK Zellen 
wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 24 Stunden in Serum-freiem 
Medium behandelt. Die Effekte beziehen sich auf die jeweiligen Kontroll-Zellen, die 
mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden. ê steht für eine Reduktion und = steht für 
keinen Effekt. Die Angaben der Effekte beziehen sich auf den Vergleich mit der 
jeweils gleichen unbehandelten Zelllinie. 182 

 

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Effekte der Beta-Sekretase-
Inhibition mittels β-Sekretase-Inhibitor IV auf die Gehalte der Proteine Rac1, H-
Ras und Rab3A und der Isoprenoide FPP und GGPP, sowie auf die Cholesterol-
Gehalte in humanen embryonalen Nierenzellen mit verschiedenen APP-
Transfektionen. Neben untransfizierten (ut) HEK-293 Zellen, wurden die APP 
überexprimierenden HEK293-APP695wt (APP695-transfiziert; APP Wildtyp = APPwt) 
und HEK293-APPsw (APPsw-transfiziert; schwedische Mutation = sw) Zellen 
untersucht. Die HEK Zellen wurden mit jeweils 1 µmol/L β-Sekretase-Inhibitor IV für 
24 Stunden in Serum-freiem Medium behandelt. Die Effekte beziehen sich auf die 
jeweiligen Kontroll-Zellen, die mit dem Solvent DMSO behhandelt wurden. ê steht für 
eine Reduktion, é steht für eine Erhöhung und = steht für keinen Effekt. 190 

 

Tabelle 5: Publizierte in vitro Effekte von Perillylalkohol (POH) im Hinblick auf die 
verwendten Konzentrationen. 196 
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