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1. Einleitung
1.1. Vorwort

Poulletier de la Salle entdeckte 1769 eine Substanz in der Galle und in Gallensteinen, die
1815 von M. E. Chevreul identifiziert und als Cholesterol benannt wurde. Er leitete den
Namen aus dem Griechischen ab, von Khole fiir Galle und Stereos fiir fest. Seit jener Zeit,
und speziell in den letzten hundert Jahren, wurden intensive Anstrengungen
unternommen, um die Cholesterolregulation und deren physiologische Bedeutung fiir
die zelluldare Funktion zu verstehen. In ihrer Rede im Rahmen der Verleihung des
Nobelpreises fiir die Erforschung der Cholesterolhomdostase im Jahre 1985 beschrieben
Michael Brown und Joseph Goldstein die Faszination, die Cholesterol auf Forscher
ausiibt und kennzeichneten Cholesterol als ,januskopfiges Molekil“. Dieses besitze
positive aber auch negative Eigenschaften fiir die menschliche Gesundheit. Cholesterol
hat als Grundbaustein fiir die Synthese zahlreicher Stoffwechselintermediate, wie
Steroidhormone, Gallensdauren oder Cholecalciferol fundamentale Bedeutung fiir die
Physiologie des menschlichen Organismus. Aber auch das Molekiil selbst ist an
zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt. So stabilisiert Cholesterol biologische
Membranen und ist Teil von Membranmikrodomanen, die fir an Membranen
ablaufenden Signaltransduktionsmechanismen Bedeutung haben. Andererseits ist
Cholesterol auch an pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Neben Defekten, die im
Rahmen der Biosynthese, Speicherung, Verteilung oder dem Metabolismus von
Cholesterol auftreten und zu meist genetisch determinierten Krankheiten fiihren, wie
dem Hans-Schiiller-Christian- oder dem Smith-Lemli-Opitz-Syndrom, wird ein chronisch
erhohter Serumcholesterolspiegel vor allem mit Herz-Kreislauferkrankungen in
Zusammenhang gebracht. Vor diesem Hintergrund wurde die periphere
Cholesterolhomoostase in den letzten 50 Jahren intensiv erforscht und brachte
Medikamente hervor, mit denen sich erhdhte Serumcholesterolspiegel behandeln
lassen. Im Gegensatz dazu ist das heutige Wissen um die Bedeutung von Cholesterol fiir
das zentrale Nervensystem noch sehr begrenzt. Wichtig ist an dieser Stelle anzumerken,
dass die periphere und zentrale Cholesterolhomdostase grundsatzlich unabhanig
voneinander reguliert sind.

Auch im Gehirn erweist sich Cholesterol als Janus-kopfiges Molekil. Sorgt es auf der
einen Seite etwa in Form von Myelin fiir die Isolierung von Nervenfasern, so stehen
neben Hirnalterungsprozessen auch zahlreiche neurologische Krankheiten, wie die
Nieman-Pick-Typ C- oder die Huntington Krankheit in Zusammenhang mit Cholesterol.
Zu Beginn der wissenschaftlichen Arbeiten zu der vorliegenden Schrift war das Wissen
iber  die pharmakologischen Eingriffsmoglichkeiten  in die zentrale
Cholesterolhomoostase praktisch nicht existent. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
einen Beitrag zum Fiillen dieser Wissensliicke zu leisten - gerade vor dem Hintergrund,
dass epidemiologische Untersuchungen eine positive Wirkung von spezifischen
Cholesterol-senkenden Medikamenten fiir die Alzheimer Krankheit nahe legten. Die
vorliegende Arbeit fokussiert sich mit Blick auf die Zielsetzung auf die
Cholesterolhomoostase und ihre pharmakologische Beeinflussung im zentralen
Nervensystem.



1.2. Zentrale Cholesterolhomoostase

Im Vergleich mit anderen Organen lassen sich, bezogen auf das Feuchtgewicht, bei den
meisten Spezies die hochsten Cholesterolkonzentrationen im Gehirn messen (Dietschy,
2004). Cholesterol ist ein integraler Bestandteil des Gehirns und tragt zur Stabilitat
neuronaler Membranen bei. Es ist essentiell fiir Proteinfunktionen und dient als
Prekursor fiir Steroide. Neben Analogien zu Funktionen aufderhalb des Gehirns
existieren deutliche Unterschiede in der Dynamik des Sterols im zentralen
Nervensystem, welche die besonderen Eigenschaften von Cholesterol im Gehirn
bedingen und die es zu beachten gilt. Diese Unterschiede betreffen unter anderem das
Verhéltnis von verestertem zu unverestertem Cholesterol, die Apolipoprotein- und
Lipoproteinverteilung oder das Vorkommen von Oxysterolen (Dietschy, 2001).

Etwa 25 % des korpereigenen Cholesterols entfdllt auf das Gehirn, in dem es zum
grofdten Teil in Myelin gebunden ist. Daneben findet sich Cholesterol in den
Plasmamembranen von Neuronen und Astrozyten (Dietschy, 1997).

Frithe Arbeiten postulierten, dass die Cholesterolsynthese nur im immaturen Gehirn
ablauft (Srere, 1950; Waelsch, 1940). Studien von Kabara und anderen in den 1960 und
1970 Jahren zeigten allerdings, dass Cholesterol auch im adulten Gehirn synthetisiert
wird (Kabara, 1973). Folgeuntersuchungen haben gezeigt, dass die Biosyntheserate von
Cholesterol im Gehirn von Foten und neugeborenen Tieren sehr hoch ist. Im adulten
Gehirn ist diese wesentlich schwacher ausgepriagt. Beim Menschen steigt der
Cholesterolgehalt des Gehirns von 6 mg/g bei Geburt auf 23 mg/g beim juvenilen
Erwachsenen an (Dietschy, 2004). Der Cholesterolumsatz im Gehirn unterscheidet sich
deutlich von anderen Organen. Die Halbwertszeit von zereberalem Cholesterol adulter
Ratten wurde in mehreren Studien mit 2-6 Monate angegeben (Andersson, 1990;
Bjorkhem, 1997; Serougne-Gautheron, 1973). Im Gehirn der Maus betriagt der
Cholesterolumsatz ca. 0,4% pro Tag, verglichen mit ca. 8% im Rest des Korpers. Im
Vergleich mit der Maus fallt der Cholesterolumsatz mit 0,03% am Tag im Gehirn und
0,7% fir den gesamten menschlichen Korper wesentlich niedriger aus. Die
Halbwertszeit des Sterol-Pools im adulten menschlichen Gehirn wird auf 4,6 Jahre
geschatzt (Dietschy, 2004).

Im Gehirn bestehen regionale Unterschiede beziiglich der Cholesterolsyntheserate
(Keller et al., 2004), der Expression Cholesterol-spezifischer Enzyme (Bae, 1999;
Runquist, 1995) und des Cholesterolgehalts (Kennedy, 2004; Quan, 2003) (Zhang,
1996).

Fir das Neuritenwachstum von Neuronen (Handelmann, 1992), fiir die Bildung und
Funktion von Synapsen (Goritz, 2005; Mauch, 2001) sowie fiir die synaptische Plastizitat
und Neurotransmission (Koudinov, 2005) erweist sich Cholesterol als essentiell. Die
Produktion an Cholesterol ist in Astrozyten 2-3mal héher als in Neuronen. Neurone
scheinen Cholesterol in ihren Soma oder den proximalen Axonen zu synthetisieren, aber
nicht in den distalen Axonen (Vance, 1994). Aufderdem expremieren Neuronen und
Astrozyten Lipoprotein-Rezeptoren (Beffert, 1998b).

Es scheint eine besondere Form der Arbeitsteilung zwischen Neuronen und Astrozyten
zu bestehen (Nieweg, 2009). Es wurde postuliert, dass Neuronen zundchst im
embryonalen Stadium ihren Cholesterolbedarf tiber Eigensynthese decken. Postnatale
Neurone reduzieren allerdings aus energetischen Griinden die in situ Synthese und
beziehen dann zusatzlich Cholesterol von Astrozyten. Cholesterol-reiche Lipoproteine,
die von Astrozyten freigesetzt werden, fungieren dabei als Transporter (Pfrieger, 2003).
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Diese Lipoproteine enthalten Apolipoprotein E (Apo E), das die endozytotische
Aufnahme der Lipoproteine tiber den LDL- bzw. den LDL verwandten- Rezeptor in
Neuronen vermittelt. Die Synapsen-Bildung von Neuronen hdngt von der
Cholesterolsynthese der Astrozyten ab, was an retinalen Ganglienzellen der Ratte
gezeigt wurde (Mauch, 2001). Neurone sezernieren iliberschiissiges Cholesterol iiber
ABC-Transporter an Apo Al-haltige Lipoproteine oder bilden iiber CYP-Enzyme
Oxysterole wie 24S-OH-Cholesterol, das ebenfalls sezerniert werden kann (Lutjohann,
1996).

Der grofste Teil unseres Wissens iiber die Eigenschaften von Cholesterol im Gehirn
basiert auf Untersuchungen zum Gesamtgehalt des Sterols im Gewebe. Es wird aber
immer deutlicher, dass nicht die Gesamtmenge an Cholesterol, sondern seine Verteilung
in diskreten Domédnen entscheidende Bedeutung fiir seine zelluliren Funktionen hat.
Wie in der Peripherie kann es auch im Gehirn zu Dysregulation der
Cholesterolhomoostase kommen, die sich in Fehlfunktionssyndromen, angeborenen
Defekten oder Krankheiten wie der Niemann-Pick Typ C Krankheit manifestiert (Porter,
2002; Vance, 2005). Weiterhin deuten Evidenzen auf eine Rolle von Cholesterol bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea Huntington oder Alzheimer Demenz und
bei Gehirnalterunsprozessen hin (Burns, 2002; Valenza, 2006; Wood, 2002).

Die folgenden Betrachtungen zur zentralen Cholesterolhomdéostase beleuchten die Rolle
von Cholesterol im Gehirn, vergleichen die Dynamik von zentralem und peripherem
Cholesterol, beschreiben Cholesterol-Domanen und stellen den Beitrag von Cholesterol
zu pathophysiologischen Prozessen im Gehirn dar. Weiterhin wird den
Cholesterolmetaboliten, den Oxysterole sowie Intermedidrprodukten des Mevalonat-
Stoffwechsels, speziell den Isoprenoiden, Aufmerksamkeit geschenkt.

1.2.1. Biosyntheseweg

Die Biosynthese von Cholesterol erfolgt iiber viele Zwischenstufen aus der aktivierten
Essigsdaure, dem Acetyl-Coenzym A. Acetyl-CoA und Acetoacetyl-CoA werden durch das
Enzym HMG-CoA Synthase zu 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
umgewandelt, das dann mit Hilfe der HMG-CoA Reduktase und dem Ko-Faktor NADPH
zu Mevalonat reduziert wird. Diese Reaktion stellt den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Cholesterolbiosynthese dar (Abb. 1.1.). Uber eine Reihe von Schritten wird
Mevalonat zu Isopentylpyrophosphat (IPP), Gernaylpyrophosphat (GPP) und weiter zu
Farnesylpyrophosphat (FPP) konvertiert (Brown, 1973).

Letzteres ist nicht nur ein Prekursor fiir Cholesterol, sondern auch fir
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). An dieser Stelle spaltet sich der
[soprenoidseitenweg des Mevalonat-Biosynthesepfads ab. FPP und GGPP haben
entscheidende Funktionen bei der Prenylierung von kleinen GTP-bindenden Proteinen,
wie Rho, Rac und Ras. Die Prenylierung verleiht diesen Proteinen die Fahigkeit, sich in
biologischen Membranen zu verankern. FPP ist ebenfalls ein Prekursor fiir Ubichinon,
Dolichol und Squalen (Dietschy, 1983).

Die Umwandlung von Squalen in vielen weiteren Schritten fiihrt letztlich zur Bildung
von Cholesterol.
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Abb. 1.1. Die Biosynthese von Cholesterol. Ausgehend von aktivierter Essigsdure entsteht in einer durch
die HMG-CoA Synthase katalysiert Reaktion 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Diese wird mit
Hilfe der HMG-CoA Reduktase zu Mevalonat umgewandelt. Uber Isopentyl- (IPP) und Geranylpyroposphat
(GPP) entsteht zunachst Farnesylpyrophosphat (FPP). FPP ist zu einem Prekursor fiir Squalen, aus dem in
vielen weiteren Schritten Cholesterol synthetisiert wird. Zum anderen wird aus FPP
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) synthetisiert. Die Isoprenoide FPP und GGPP dienen als lipophile
Reste, mit denen kleine G-Proteine wie Ras-, Rho-, oder Rac-Proteine in zellulire Membranen verankert
werden. Aus FPP entstehen aber auch andere Biomolekiile wie Dolichol. Cholesterol dient unter anderem
als Vorlauferverbindung fiir die Synthese von Gallensduren, Vitamin D oder Steroidhormonen und
limitiert seine eigene Synthese liber einen negativen Riickkopplungsmechanismus auf HMG-CoA Synthase
und -Reduktase. Modifiziert nach (Duncan, 2005).

Ausgehend von einer Cytochrom-P450- induzierten Produktion von Pregnenolon kann
Cholesterol selbst in Neurosteroide umgewandelt werden (Tsutsui, 2003). Cholesterol
wird im zentralen Nervensystem unter anderem durch das Enzym Cholesterol-24-
Hydroxylase zu 24S-Hydroxycholesterol metabolisiert (Bjorkhem, 1998).

Das Gleichgewicht zwischen Cholesterolbedarf und in situ Synthese wird iliber vielfaltige
Mechanismen reguliert. Als wichtig kann dabei die Hemmung der HMG-CoA-Synthase
und -Reduktase durch Cholesterol und Lanosterol, einer Vorstufe von Cholesterol,
gelten. Somit wird die Cholesterolsynthese iiber eine negative Riickkopplung gesteuert.
Es gibt noch viele andere, weniger direkte Regulationsmechanismen, die auf
transkriptioneller Ebene ablaufen. Hier sind die Proteine SCAP (sterol regulatory
element-binding protein-cleavage activating protein), Insig-1 und -2 wichtig, die in
Anwesenheit von Cholesterol, fiir welches sie eine Bindungsstelle besitzen, iiber die
proteolytische Aktivierung von SREBPs (sterol regulatory elementbinding Proteins) die
Aktivitat einer grofieren Anzahl Gene regulieren (Brown, 1980; Matsuda, 2001).



1.2.1.2. Isoprenoide

Der Biosyntheseweg von Cholesterol beinhaltet eine Familie von Molekiilen, die
wichtige physiologische Funktionen besitzen (siehe Abbildung 1.1.). Zu dieser Familie
gehoren Ubichinion (Coenzym Q), Vitamin D, Dolichol, Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP) und Farnesylpyrophosphat (FPP). In diesem Abschnitt soll der Blick auf GGPP,
FPP und Dolichol gerichtet werden. Es besteht wachsendes Interesse an der Bedeutung
der Isoprenoide an zelluliren Funktionen. Die aus Mevalonat entstehenden
Verbindungen FPP und GGPP sind essentiell fiir die Prenylierung von GTP-bindenden
Proteine wie Ras, Rac und Roh (Holstein, 2004). Die Prenylierung versieht die Proteine
mit einem lipophilen Anker, der der Anheftung an Membranen dient. Grofdtes Interesse
rufen diese Isoprenoide im Zusammenhang mit der Wirkung der HMG-CoA Reduktase
Inhibitoren, den Statinen, hervor. Es wird vermutet, dass die Statine neben ihren
Cholesterol-reduzierenden Effekten auch die zelluliren Isoprenoid-Gehalte senken
(McFarlane, 2002). In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass Atorvastatin die
GGPP-abhanige Prenylierung von Rac-1-Protein hemmt, was zu anti-apoptotischen
Effekten in Muskelzellen fiihrte (Wassmann, 2001). Die Induktion von Apoptose durch
Membran-gebundenes Rac-1 scheint t{ber einen NADPH-Oxidase-abhanigen
Mechanismus vermittelt zu werden (Chung, 2003). Die Inhibition der
Geranylgeranlyierung von Rac-1 durch Atorvastatin reduziert die Anzahl der Membran-
gebunden Rac-1 Molekiile und vermindert dadurch die Angiotensin II vermittelte
Produktion von freien Radikalen in Muskelzellen (Wassmann, 2001).

[soprenoide scheinen auch eine wichtige Rolle fiir die zelluliren Funktionen im
zentralen Nervensystem zu spielen. Dabei wurde der Frage nach den Gehalten dieser
Molekiile im Gehirn sowohl unter normalen Bedingungen als auch nach
pharmakologischer Manipulation bisher kaum Beachtung geschenkt. Fiir das
Endprodukt des Mevalonat-Stoffwechsels, Cholesterol, konnten eigene Untersuchungen
zeigen, dass sich die Gehalte mit dem Alter der Tiere dndern und dass Statine die
Gehirnspiegel des Sterols senken (Eckert, 2001b) (Eckert, 2001a). Falls die
pharmakologische Intervention mit Statinen auch die Isoprenoid-Gehalte im Gehirn
beeinflussen sollte, stellt sich die Frage, in welcher Gréfdenordnung sich die Basalspiegel
bewegen und inwieweit sich diese beeinflussen lassen. Weiterhin ist die Quantifizierung
von Basalgehalten an Isoprenoiden auch in Zellkulturen notwendig, da die zur
Erforschung von Cholesterol-unabhinigen Effekten in vitro eingesetzten
[soprenoidkonzentrationen moglicherweise weit liber den natiirlich vorkommenden
Gehalten liegen. Fibroblasten weisen pikomolaren Isoprenoidgehalte auf (Tong, 2005),
die in in vitro Studien extern zugesetzte Isoprenoidmenge liegt allerdings oft im
mikromolaren Bereich.

[soprenoidmolekiile, deren Gehirngehalte gut dokumentiert wurden sind Dolichole
(Andersson, 1990; Pullarkat, 1982; Wood, 1989b). Dolichole sind langkettiges
Polyprenole, die sich von FPP ableitet. Sie finden sich ubiquitdar im menschlichen Koérper
mit den hochsten Konzentrationen in den Hoden, den Nieren, dem Gehirn und
zahlreichen exokrinen Driisen (Rip, 1985). Dolichole kommen in freier Form oder
phosphoryliert vor. Phosphorylierte Dolichole stellen Intermedidrprodukte fiir die
Synthese von Oligosaccharidgruppen von Glykoproteinen dar. Die zellulare Funktion
von freiem Dolichol ist dagegen noch unklar. Dolichol erhéht die Fluiditdt von
synaptosomalen Plasmamembranen (SPM) (Wood, 1986). Gleichzeitig steigen die
Gehalte an Dolichol im humanen Gehirngewebe altersbedingt deutlich an (Andersson,
1990; Pullarkat, 1982). Auch in SPM, die aus dem Gehirn von alten C57/BJ6 Mausen (18
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bzw. 24 Monate alt) isoliert wurden, zeigten sich zwischen fiinf- und elffach erhohte
Dolicholwerte, im Vergleich zu jungen, sechs Monate alten Mausen (Wood, 1989b). In
der gleichen Studie wurde gefunden, dass Dolichol einen grofderen Effekt auf die
Fluiditat von SPM aus dem Gehirn junger Mause aufweist. Erhohte Dolicholgehalte
wurden auch in Gehirnproben von Alzheimer Patienten oder von Patienten die an
Lipofuchsinose litten detektiert (Ng Ying Kin, 1983; Wolfe, 1982). Ob erhohte
Dolicholgehalte die Zellfunktion beeintrachtigen, oder eine physiologische Reaktion auf
Alterungs- oder neurodegenerative Prozesse darstellen, ist nicht bekannt.

1.2.2.1 Oxysterole

Oxysterole sind oxidierte Derivate des Cholesterols, die am Cholesterolmetabolismus,
der Apoptose oder inflammatorischen Prozessen beteiligt sind (Bjorkhem, 1998). Ein
Metabolit des Cholesterols, der vermehrt im Gehirn vorkommt ist das Oxysterol 24-
Hydroxycholesterol (24-OH-Chol) (Lutjohann, 1996). Es existieren Evidenzen, dass
Cholesterol tiber diesen Metaboliten aus dem Zentralnervensystem in das periphere
System geschleust wird. Das fiir die Metabolisierung von Cholesterol zu 24-OH-Chol
zustiandige Enzym ist die Cholesterol-24-Hydroxylase (CYP46A1) (Lund, 1999).
CYP46A1 wurde als Risikofaktor fiir die Alzheimer Krankheit identifiziert
(Papassotiropoulos, 2005), allerdings existieren auch widerspriichliche Daten
(Ingelsson, 2004). Die Bedeutung von CYP46A1 im Gehirn ist auch deshalb unklar, weil
seine transkriptionelle Regulierung weitgehend unabhangig von Verdnderungen der
Cholesterolhomoostase erfolgt (Ohyama, 2005). Interessanterweise sind die Oxysterole
25- und 27-Hydroxy-Cholesterol potente Repressoren der SREBP-Prozessierung und
Aktivatoren der Cholesterol-Veresterung. Des Weiteren sind einige Oxysterole
Agonisten des nukledren Leber X Rezeptors, der transkriptionell in die
Cholesterolhomoostase eingebunden ist (Abildayeva, 2006; Cao, 2007).

1.2.2. Unterschiede zwischen peripherer und zentraler Cholesterolhomoéostase

Es existieren deutliche Unterschiede in der Cholesterolhoméostase innerhalb und
aufderhalb des Gehirns. Bemerkenswert sind unter anderem Unterschiede im Verhaltnis
von verestertem zu unverestertem Cholesterol, in der Verteilung von Apolipoproteinen
und Lipoproteinen und der Produktion von 24-Hydroxycholesterol. In der LDL-
Franktion des Plasmas liegt Cholesterol zu ungefahr 70% verestert vor. In der Literatur
herrscht weitgehender Konsensus dartiber, dass im Gehirn, mit Ausnahme des Myelins,
kaum verestertes Cholesterol vorkommt (Dietschy, 2001; Kabara, 1973; Ramsey, 1972).
Allerdings wurden erhohte Cholesterolestergehalte wahrend der frithen
Gehirnentwicklung, bei Krankheiten, die mit einer Demyelinisierung einhergehen und
bei neuroepithelialen Gehirntumoren gefunden (Kabara, 1973; Quarles, 1989; Tosi,
2003). Die wissenschaftliche Grundlage fiir die erhohten Gehalte an Cholesterolestern
unter den genannten Bedingungen ist unklar. Die Blut-Hirn-Schranke (BHS) verhindert
als Endothel-Barriere eine Aufnahme von peripherem Cholesterol ins Gehirn. In
Patienten, die an bestimmten astrozytiren Tumoren leiden, wurde eine Ubertritt von
Cholesterolestern aus dem Plasma tiber die BHS festgestellt (Crisby, 2004). Allerdings
deuten Daten darauf hin, dass bei der Gehirnreifung Cholesterol ausschliefilich aus in
situ Synthese stammt. Es gibt bis dato keine Beweise fiir einen Cholesterol-Transport
vom Blut in das Gehirn oder in das Riickenmark (Dietschy, 2004). Bei der Betrachtung
des Cholesterolstoffwechsels im Gehirn stellt sich die Frage, ob sich zwischen Gehirn
und Plasma ein Gleichgewicht einstellt. Hirn-Endothelzellen besitzen zwar die Fahigkeit
iiber den LDL-Rezeptor LDL-Cholesterol aufzunehmen, aber wunter normalen
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Bedingungen scheint diese Transportmaoglichkeit keine Bedeutung zu haben (Dehouck,
1997). Daher geht man allgemein davon aus, dass das Gehirn seinen Cholesterolbedarf
ausschliefdlich durch in-situ Synthese deckt (Jurevics, 1995). Allerdings wurde gefunden,
dass Veranderungen der peripheren 27-0OH-Cholesterolspiegel Zu
Genexpressionsvariationen im Gehirn fiihrt (Mateos, 2008). Dies wiirde ein
funktionelles Korrelat zu Beobachtungen darstellen, dass 24S-Hydroxy-Cholesterol
(24S-OH-Cholesterol) und 27S-Hydroxy-Cholesterol (27-OH-Cholesterol) in der Lage
sind, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden. 24S-OH-Cholesterol wird ausschliefdlich im
Gehirn synthetisiert (Papassotiropoulos, 2000). 27S-OH-Cholesterol hingegen stammt
vorwiegend aus peripheren Geweben (Heverin, 2005), so dass es im Plasma in hoheren
Konzentrationen nachweisbar ist als im Gehirn (Lutjohann, 1996). Allerdings liegen die
Gehalte an Oxysterolen im Plasma und Gehirn im nanomolaren Bereich und damit sehr
weit unter denen von Cholesterol (Wood, 2005). Die Verschiebung des Verhaltnisses
24S-0OH-Cholesterol zu 27S-OH-Cholesterol im Plasma wird daher als Indiz fiir Defekte
der Blut-Hirn-Schranke angesehen (Leoni, 2003). Auch in einem kiirzlich erschienen
Ubersichtsartikel wird vorgeschlagen, dass Cholesterol méglicherweise die
Bluthirnschranke iiberschreitet (Vance, 2005). Diese Schlussfolgerung basierte auf
Veranderungen des Alzheimer-relevanten APP-Metabolismus im Gehirn eines murinen
Krankheitsmodels. Allerdings waren die Variationen der Cholesterolspiegel im Gehirn
der Tiere nach einer Cholesterol-reichen Didat minimal.

In einer weiteren Studie wurden apoE-null Mause neun Monate lang mit einer
Cholesterol-reichen Diat gefiittert. Den apoE-null Mausen fehlt das Gen, das fir
Apolipoprotein E (Apo E) kodiert, welches eine wichtige Rolle fiir den
Cholesteroltransport im Plasma und im Gehirn spielt. Das Fehlen von Apo E resultiert in
extrem hohen Cholesterol-Plasmawerten. Die Cholesterolfiitterung tiber neun Monate
fiihrte zu einer Aktivierung von Gliazellen und zu einer Erhohung der Gehalte an anti-
oxidativer NADPH/Chinon-Oxidoreduktase im Gehirn der apoE-null Mause (Crisby,
2004). Allerdings versdaumten die Autoren Gehirn-Cholesterolgehalte anzugeben. Somit
andert zwar die hochdosierte Cholesteroldiat die Neurochemie in den untersuchten
Gehirnen, der Riickschluss auf eine verianderte Cholesterolhomoostase im Gehirn ist in
dieser Studie allerdings nicht gesichert. Eigene Daten zeigen, dass sich kein
Gleichgewicht zwischen peripherem und zentralem Cholesterol einstellt: Obgleich apoE-
null Mause sechsfach erhohte Plasma-Cholesterol Spiegel im Vergleich zu Kontrolltieren
aufweisen, waren die Gehirn-Cholsterinspiegel nicht verandert (Eckert, 2001a). Dieser
Befund steht in Ubereinstimmung mit einer fritheren Veroéffentlichung (Igbavboa, 1997).
Eine Arbeit berichtet, dass die Fiitterung von Meerschweinchen mit einer hohen Dosis
an Cholesterol zwar die Serum-Cholesterolwerte um das zweifache erhoht, die
Cholesterolgehalte im Gehirn aber nicht beeinflusst (Lutjohann, 2004). Weitere
Argumente gegen die These, dass peripheres Cholesterol iiber die BHS in das Gehirn
gelangt, wurden kiirzlich in einer Ubersichtsarbeit zusammengefasst (Dietschy, 2004).
Somit beeinflussen erhohte Plasma-Cholesterolwerte oder das Fehlen von
Apolipoprotein E nicht das Vorkommen von Cholesterol im Gehirn. Allerdings scheinen
Didten mit hohem Cholesterolgehalten die Neurochemie des Gehirns zu beeinflussen,
jedoch ohne die Gehalte an Cholesterol in diesem Kompartiment zu verdndern. Ein
Mechanismus, der dies erklaren konnte, ist nicht bekannt.

1.2.3. Transport von Cholesterol im Gehirn - Apolipoproteine

Apolipoproteine wie Apo A-I, Apo A-II, Apo B oder Apo E komplexieren mit Cholesterol,
Cholesterolestern, Phospholipiden und Triglyceriden und bilden so Lipoproteine. Diese
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sind im Wesentlichen fiir den systemischen Transport von Cholesterol verantwortlich.
Im Gehirn unterscheidet sich die Zusammensetzung der Apolipoproteinen und der
Lipoproteine im Vergleich zur Peripherie. Apolipoproteine, die im humanen Gehirn
identifziert wurden, sind Apo A-I, Apo A-IV, Apo D, Apo E und Apo ] (Harr, 1996). Apo B,
Apo A-II und Apo C-II wurden nicht im Gehirn gefunden. Apo B wurden auch nicht in der
Cerebrospinalfliissigkeit nachgewiesen (Pitas, 1987; Roheim, 1979). Die Abwesenheit
von Apo B ist deshalb interessant, weil es die Hauptproteinkomponente in LDL darstellt
und deshalb riickgeschlossen wurde, dass im Gehirn kein Apo B enthaltendes LDL
vorkommt. Es wurde weiterhin berichtet, dass sich die Lipoproteinfraktionen in der
Cereborspinalfliissigkeit deutlich von denen des Plasmas unterscheiden. Cerebrospinale
Lipoproteine enthalten im Vergleich zur Plasmafraktion weniger Cholesterol und
Phospholipide (Koch, 2001).

Apo E und Apo ] stellen die Hauptapolipoproteine des Gehirns dar (Boyles, 1989; Pitas,
1987; Xu, 2000). Im Fall von Apo E herrscht in der Wissenschaft starkes Interesse an
seiner Funktion im ZNS, vor allem was seine Rolle in der Pathogenese der Alzheimer
Demenz betrifft. Forschungsergebnisse hierzu wurden kiirzlich zusammengefasst
(Poirier, 2005). Apo E ist ein 34 kDa schweres Protein, welches als Ligand an
Rezeptoren der LDL-Familie bindet (Fagan, 2000; Mahley, 1988). Es wurde gezeigt, das
Astrozyten die primadre Cholesterolquelle im Gehirn darstellen und das dieses mit Hilfe
von Apo E transportiert wird (Mauch, 2001). Das von Astrozyten gelieferte Cholesterol
ist notwendig fiir die Bildung von Synapsen im Gehirn (Mauch, 2001). So induzieren Apo
E und Cholesterol reiche Partikel von Astrozyten das axonale Wachstum in rentinalen
Ganglienzellen (Hayashi, 2004). Hierbei stellten distale Axone und nicht die Zellkorper
die Zielstrukturen fiir die Apo E-haltigen Partikel dar. Astrozyten stellen Neuronen auch
ungesattigte Fettsauren zur Verfiigung (Moore, 1991). In diesem Zusammenhang wurde
gezeigt, dass sich die Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide von neuronalen
Membranen aus apo E-null Mdusen deutlich vom Wildtyp unterscheidet (Igbavboa,
2002). Apo E scheint auch ein wichtiger Faktor fiir die Aufrechterhaltung der
neuronalen Funktionen wdhrend Alterungsprozessen und nach Gehirnschadigung zu
sein. Unterstiitzt wird diese These durch Befunde, dass apo E-null Mduse im Vergleich zu
Wildtyptieren weniger Nervenenden aufweisen und dass mit fortschreitendem Alter der
gentechnisch veranderten Tiere ein verstarkter Verlust an Nervenenden zu beobachten
ist (Masliah, 1995). Nach Lasionen des Hippokampus ladsst sich eine erhéhte apo E
Expression und eine verstirkte Bindung von fluoreszenz-markiertem LDL an
hippokamplen Schnitten nachweisen (Poirier, 1993). Diese Studie kam zu dem Schluss,
dass sowohl LDL Rezeptoren als auch Apo E fiir die Wiederverwertung von neuronalem
Cholesterol zur Membranbiosynthese notwendig sind.

Apo E kommt beim Menschen in den drei Isoformen E2, E3 und E4 vor, die sich in ihrer
Aminosaurekomposition an Position 112 und 158 unterscheiden (Rall, 1982;
Weisgraber, 1981). Apo E2 besitzt an beiden Positionen einen Cystein-Rest, Apo E3 an
Position 112 einen Cystein-Rest und an Position 158 einen Arginin-Rest, Apo E4 besitzt
an beiden Positionen Arginin-Reste. Die Expression dieser Isoformen geht mit
spezifischen Unterschieden in der Freisetzung von Lipiden von Astrozyten, im
Neuritenwachstum von Neuronen, in der Plastizitat, in oxidativen Insulten, in der
Asymmetrie von Cholesterol in neuronalen Membranen und in der Interaktion mit
Alzheimer-relevantem AB-Protein einher (Fagan, 2000; Wood, 2003). Es wurde gezeigt,
dass Apo E4 im Gegensatz zu Apo E3 das Neuritenwachstum von Neuronen der Maus
inhibiert (Nathan, 2002). Ahnliche Befunde wurden auch an hippokamplen Schnitten
von Mausen, die humanes apo E4 oder apo E3 expremieren erhoben (Teter, 2002). Die
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iiber das LRP (low-density lipoprotein receptor-related protein) von Neuronen
aufgenommen Apo E-Isoformen unterscheiden sich in ihrer neuronalen Verteilung
(DeKroon, 2001). Im Gegensatz zu Apo E4 zeigt Apo E3 nur eine geringe Lokalisation im
spaten Endosom, was moglicherweise die Cholesterolverteilung innerhalb des Neurons
beeinflusst. So setzten murine Astrozyten, die das menschliche Apo E3 expremieren
mehr Cholesterol frei als entsprechende Apo E4 expremierende Zellen (Gong, 2002).
Allerdings berichtet eine andere Studie, dass sich Lipoproteine, die von Astrozyten aus
Apo E3 und Apo E4 Mdusen sezerniert wurden, nicht in ihrer Lipidzusammensetzung
oder der freigesetzten Menge an Apo E unterscheiden (Fagan, 1999). Astrozyten, die aus
Miausen gewonnen wurden, welche Apo E3 expremieren induzierten im Vergleich zu
Astrozyten aus Apo E4 Mausen ein starkeres Neuritenwachstum (Sun, 1998). Mduse die
Apo E4 bilden zeigten nach einer entorhinalen Lasion des Kortex eine geringere
Immunfarbung fiir Synpatophysin, was auf eine geringere Regenerationsfahigkeit
hindeutet (White, 2001). Cholesterol bindet Synpaptophysin (Thiele, 2000) und es
wurde berichtet, dass die Interaktion mit dem Synaptophysin/Sypatobrevin Komplex
Cholesterol-abhangig ist. Hierbei stammt das Cholesterol von Astrozyten (Mauch, 2001;
Mitter, 2003).

Die Verteilung von Cholesterol zwischen den Bliattern der synaptosomalen
Plasmamembranen (SPM) unterscheidet sich signifikant bei Mausen, die das humane
Apo E4 bilden (Hayashi, 2002). Im Vergleich zu Apo E3 exprimierenden Tieren, ist eine
Verdopplung des Cholesterolgehaltes im exofazialen Blatt von SPM aus apo E4 Tieren
festzustellen. Dieser Unterschied entspricht der in alten versus jungen apo E-null
Madusen gefunden Differenz (Igbavboa, 1997; Igbavboa, 1996). Die Modifikation der
Transbilayer Verteilung von Cholesterol kann die Aktivitit von membrangebundenen
Proteinen, den Cholesteroltransport und die Fluiditiat der Membranblaitter verdndern,
was letztlich in zellularer Dysfunktion resultieren kann. Das Vorhandensein des Apo E4
Allels stellt einen Risikofaktor fiir die Alzheimer Demenz dar (Saunders, 1993). Weitere
Befunde stellen Apo E in einen Kontext mit der Alzheimer Demenz: Es wurde gezeigt,
dass Apo E abhangig von seiner [soform die zytotoxischen Eigenschaften von Alzheimer-
relevantem AP-Proteinen in der Reihenfolge E2>E3>E4 abzuschwachen vermag (Ma,
1996a; Miyata, 1996; Titov, 1997). Dazu passend wurde gezeigt, dass im Gegensatz zu
Apo E4, Apo E3 Zellen vor AB-Toxizitat schiitzt (Subramaniam, 1998). Apo E4 stimuliert
die Produktion von AP in Neuroblastomazellen der Ratte, die mit humanem APP696
transfiziert waren (Ye, 2005). Bei Mausen, die humanes APP und Apo E3 exprimierten,
treten synaptische Defizite spater auf als bei Mausen, die APP und Apo E4 bilden
(Buttini, 2002).

1.3. Cholesterolverteilung in biologischen Membranen
1.3.1 Grundstruktur und physiologische Aufgaben von Zellmembranen

Biologische Membranen bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, wobei zwei hydrophile
(polare) Oberflachenschichten eine hydrophobe (unpolare) Mittelschicht einbetten. Die
Membranbestandteile haben die Aufgabe, diese grundlegende Struktur zu formen und
aufrecht zu erhalten. Die Grundeinheit ist 5-8 nm dick und besteht aus drei
Hauptkomponenten: Lipide, Proteine und Kohlenhydrate (Graham, 1998). Fiir die
Grundstruktur von Membranen sind im Wesentlichen die Phospholipide verantwortlich.
Die Membranphospholipide besitzen einen charakteristischen Aufbau: Die drei
alkoholischen Gruppen eines Glyzerol-Moleliils sind jeweils mit zwei Fettsdureresten
und mit einem Phosphatrest verestert. Uber eine anorganische Esterbriicke sind
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verschiedene Karbonylhydrate wie etwa Cholin oder Serin mit dem Phosphatrest
verkniipft. Membranphospholipide sind somit ampiphile Molekiile, die iliber einen
hydrophoben und einen hydrophilen Anteil verfiigen. Die wichtigsten Membranlipide
sind Phosphoglyzeride, Sphingomyeline, Glykolipide und das zu den unverseifbaren
Fettbestandteilen gehorende Cholesterol. Die Membranlipide richten sich von selbst so
aus, dass sich jeweils die hydrophoben Molekiilanteile gegeniiberstehen. Fiir die Bildung
der Lipiddoppelschicht sind somit vor allem hydrophobe Krafte verantwortlich. Die
Lipiddoppelschicht erfiillt zwei Aufgaben: Sie dient zum einen als Raum fiir integrale
Membranproteine und zum anderen als Permeabilitatsbarriere. Membranassoziierte
Proteine erfiillen zahlreiche physiologische Aufgaben. So bilden transmembranére
Proteine lonenkandle und Rezeptoren. In Einzelschichten eingelagerte Proteine
fungieren als Enzyme. Somit spielen Membranen eine wichtige Rolle fiir den
Zellstoffwechsel und die Signaltransduktion. Ein Teil der Membranlipide steht in
spezifischer ~Wechselwirkung mit bestimmten Membranproteinen und ist
moglicherweise fiir deren Funktion unerlasslich (Lenaz, 1994).

Nach dem Fluid-Mosaik-Modell kénnen Membranproteine lateral in der Lipidmatrix
diffundieren (de Laat, 1980; Singer, 1972). Der Grad dieser Diffusion ist abhdngig von
der Fluiditat der Membran. Der fluide Zustand von Lipiddoppelschichten wird durch den
Anteil an ungesattigten Fettsauren und dem Cholesterolgehalt bestimmt. Daher erh6hen
ungesattigte Fettsduren die Fluiditdt, wahrend das starre, hydrophobe Cholesterol die
Fluiditit der Membran erniedrigt (Lenaz, 1983). In jlingerer Zeit wurde dieses
Membranmodell modifiziert und um spezifische Kluster innerhalb der Membran
erganzt. Man geht heute davon aus, dass sich in der Membran Mikrodoméanen bilden, die
eine wichtige Rolle fiir Protin-Lipid-Interaktionen besitzen (Vereb, 2003).

Membranlipide sind aktiv am Prozess der Signaltransduktion und an Proteinfunktionen
beteiligt. Veranderungen der Membranlipidkomposition kénnen zu entsprechenden
Storungen fithren. Eukaryontische Zellen weisen eine enorme Diversitit der
Lipidzusammensetzung auf. Die Lipidzusammensetzung der einzelnen Zelle ist auf
mehreren Ebenen organisiert und ist fiir einen Zelltyp einheitlich. Organe und Gewebe,
wie auch die vielfdltigen subzellularen Membranen eukaryontischer Zellen, besitzen
charakteristische Lipidzusammensetzungen. So lasst sich in Zellen ein Cholesterol- und
Sphingomyelin-Gradient nachweisen: Die hochsten Konzentrationen findet man in der
Plasmamembran, wihrend die beiden Lipide in Kern- und Mitochondrienmembranen
kaum vorkommen. Cardiolipin scheint ausschliefdlich in Mitochondrienmembranen
vorzukommen. Phoshatidylethanolamin kommt ebenfalls hoch angereichert in diesen
Membranen vor (Graham, 1998). Einen weiteren Organisationsgrad stellt die
asymmetrische Verteilung der Lipide zwischen den beiden Membranschichten dar. Die
aufdere Membranschicht von Plasmamembranen ist reich an Cholin- und arm an Amino-
Phospholipiden. Diese finden sich in deutlich hoherer Konzentration in der
zytosolischen Seite der Membrandoppelschicht. So befinden sich Sphingomyelin und
Phosphatidylcholin vorwiegend in der &dufderen, Phosphatidylethanolamin und
Phosphatidylserin in der inneren, dem Zytosol zugewandten Seite. Glykolipide sind
ausschliefdlich auf der extrazellularen Membranseite lokalisiert (Graham, 1998). Der
unterschiedlichen Verteilung von Cholesterol innerhalb der Membrandoppelschicht
widmet sich der nachste Abschnitt. Die Asymmetrie der Membrandoppelschicht scheint
fiir die biologische Funktion von Membranen wesentlich zu sein.
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1.3.2. Cholesterol Verteilung innerhalb von Lipiddoppelschichten

In biologischen Membranen ist Cholesterol nicht homogen verteilt, sondern befindet
sich in diskreten Domédnen. Zwei wichtige Domanen stellen das exofaziale und das
zytofaziale Membranblatt dar. Diese Membranblitter unterscheiden sich in ihrer
Fluiditat, ihrer Lipid-Komposition, ihrer Ladung und in ihrer Proteinzusammensetzung
(Kirsch, 2003b; Schroeder, 1995; Wood, 2003; Wood, 2002). Das zytofaziale
Membranblatt weist etwa sieben mal mehr Cholesterol auf und ist deutlich weniger
fluide (Kirsch, 2003b; Wood, 2002). Die beiden Membranschichten unterscheiden sich
auch in ihrer Anfalligkeit gegeniiber Schadigungen: So fluidisieren 25 mM Ethanol das
exofaziale Membranblatt deutlich, das zytofaziale Blatt zeigt selbst bei einer 16-fach
hoheren Alkoholkonzentration keine Verdanderung der Fluiditit (Schroeder, 1988 ;
Wood, 1989a).

Die Verteilung von Cholesterol in den beiden Blattern von synaptosomalen
Plasmamembranen (SPM) ist nicht statisch und lasst sich in vitro und in vivo
manipulieren. Zum  Beispiel weisen SPM von 25-Monate alten Mausen einen
Cholesterolgehalt im exofazialen Blatt von ca. 30% auf, im Gegensatz zu 14-15 Monate
alten oder 3-4 Monate alten Mdusen, bei denen ca. 23% bzw. 14% Cholesterol im
exofazialen Blatt vorhanden ist (Igbavboa, 1996). Bei dieser Studie unterschied sich der
Gesamtcholesterolgehalt der SPM in den Altersgruppen nicht. Eigene Arbeiten zeigten
eine altersbedingte Zunahme der Cholesterolkonzentrationen in SPM von C57/BJ6
Mausen (Eckert, 2001b; Kirsch, 2002). Die Cholesterolverteilung in SPM von C57/BJ6
Mausen lasst sich zum Beispiel auch durch eine orale Therapie mit Statinen oder mit
Ethanol manipulieren. So fiihrt eine dreiwdchige Behandlung mit den lipophilen
Wirkstoffen Lova- und Simvastatin zu einer signifikanten Reduktion des
Cholesterolgehaltes im zytofazialen Membranblatt (Kirsch, 2003b). Ethanol hingegen
verdoppelt den Cholesterolgehalt im exofazialen Membranblatt, ohne den
Gesamtcholesterolgehalt zu dndern (Wood, 1990).

Sowohl die Erhéhung als auch die Erniedrigung des membrandren Cholesterolgehaltes
hat Konsequenzen fiir die Funktion von membrangebunden Proteinen. So wurde etwa
gezeigt, dass eine Reduktion der Cholesterolgehalte die GABA Aufnahme an
Gehirnmembranen reduziert. Dieser Effekt lasst sich durch die Zugabe von Cholesterol
zur Membranpraparation aufheben (North, 1983). In dieser Studie zeigte sich, dass die
Manipulation des Cholesterolgehaltes keinen Einfluss auf die Aufnahme von
Azetylcholin hat. Die Beeinflussung der Cholesterolgehalte in Membranpraparationen
andert nicht nur den Gesamtgehalt an Sterol, sondern selektiv auch die Verteilung von
Cholesterol im exofazialen Membranblatt (Kirsch, 2003a). Eine andere Arbeit zeigt, dass
die Erhohung des Cholesterolgehaltes im exofazialen Blatt von isolierten
Erythrozytenmembranen die Prasentation von Sulfhydrylgruppen und Antigenen erhéht
(Schachter, 1983). Wird Cholesterol im exofazialen Membranblatt oxidiert, reduziert
sich die Ca?*/Mg?*-ATPase Aktivitit, wobei die Na*/K*-ATPase Aktivitdt unbeeinflusst
bleibt (Wood, 1995). Bisher wurde der Bedeutung von Cholesterolverteilung in den
Membranbléittern fiir die Funktion von membranaren Proteinen nur wenig Beachtung
geschenkt. Die Mechanismen, die die Verteilung von Cholesterol zwischen exofazialem
und zytofazialem Membranblatt regeln sind bisher nur schlecht verstanden. Im
Gegensatz ist die Regulation der Phospholipidverteilung zwischen den Membranblattern
gut erforscht, fiir die zahlreiche spezifische Proteine identifiziert wurden (Connor, 1990;
Diaz, 1996; Zachowski, 1993). Kandidaten fiir eine Regulation der transmembrandren
Cholesterolverteilung (tCV) sind unter anderem das Fettsaurebindungsprotein (FABP)
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und das Steroltransportprotein-2 (Wood, 1999). Andere mogliche Regulatorproteine
sind Apo E, LDLR und P-Glykoprotein. Die exofazialen Membranbléatter von SPM, welche
aus dem Gehirn von Mausen gewonnen wurden, denen gentechnisch das apoE Gen
ausgeschaltet wurde (apoE null-Mause), weisen gegeniiber Kontroll-Madusen eine
Verdopplung der Cholesterolgehalte auf (Igbavboa, 1997). Da SPM von apoE null- und
Kontroll-Mdusen die gleichen Gesamt-Cholesterolgehalte aufweisen, miissen andere
Faktoren fiir die beobachteten Unterschiede verantwortlich sein. Das Apo E Protein ist
fir die Cholesterolhomoostase essentiell. Es transferiert tiber die Interaktion mit dem
LDLR und anderen Rezeptoren Cholesterol zur Nervenzelle bzw. transportiert
liberschiissiges Cholesterol von Nervenzellen ab. Diese beiden Vorgange konnen in der
Tat die tCV in Nervenzellmembranen beeinflussen. Ein weiteres Protein, das die tCV
beeinflussen konnte stellt das P-Glykoprotein (P-Gp; ABCA1) dar, welches zu der Familie
der ATP-bindenden Kassetten-Transporter (ABC-Transporter) gehort (Schinkel, 1997).
Experimente mit Cholesterol-Oxidase legen den Schluss nahe, dass ABCA1 Cholesterol
von der zytofazialen zur exofazialen Membranseite transferiert. Dieser Vorgang ist ATP-
abhangig (Garrigues, 2002). Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht genau
bekannt, es wird diskutiert, dass Cholesterol mit ABCA1 komplexiert (Garrigues, 2002).
Andererseits spricht gegen diese These, dass Statine die Cholesterolverteilung zwischen
den Membranblattern beeinflussen (siehe oben). In vitro Befunde zeigen, dass Statine
und Cholesterol Substrate fiir ABCA1 darstellen und um die Bindung am Protein
konkurrieren (Bogman, 2001). Untersuchungen an mdrla/b null-Mdusen, die kein
ABCA1 exprimieren, deuten zudem darauf hin, dass ABCA1 die Gehirngangigkeit von
Statinen limitiert (Chen, 2007).

Eigene Arbeiten haben gezeigt, dass der Abtransport von Cholesterol bei kultivierten
CHO-Zellen sowohl von der Aktivitit von ABC-Transportern, als auch von der
Anwesenheit von Apolipoprotein im Kulturmedium abhangt (Eckert, 2007a).

Weitere Evidenzen sprechen dafiir, dass auch Sphingomyelin an der Regulation der tCV
beteiligt ist (Porn, 1991; Slotte, 1988; Slotte, 1989). In Leyding-Tumorzellen und in
Fibroblasten wurde gezeigt, dass die Hydrolyse von Sphingomyelin Cholesterol von der
Plasmamembran in das Zellinnere rekrutiert, wo es verestert wird. Falls Sphingomyelin
die Cholesterolverteilung in der Membran beeinflusst, so ist hier vor allem das
exofaziale Membranblatt beteiligt, wobei Sphingomyelin etwa 2-4 Prozent des
Phospholipid-Gesamtgehaltes von SPM ausmacht. Im zytofazialen Blatt von SPM kommt
Sphingomyelin fast nicht vor (Rao, 1993; Verkleij, 1973; Wood, 1993). Im Gegensatz
dazu bestehen Erythrozyten-Membranen zu fast einem Viertel aus Sphingomyelin
(Dougherty, 1987). Der Gehalt im exofazialen Membranblatt betragt bei Erythrozyten
etwa 85 % (Verkleij, 1973). Der prozentuale Cholesterol-Gehalt im exofazialen Blatt von
SPM betragt rund 13 bis 15% (Igbavboa, 1997; Kirsch, 2003b). Der Cholesterolgehalt im
exofazialen Blatt von Erythrozyten-Membranen betragt rund 25% (Schroeder, 1991).
Folglich sind im exofazialen Membranblatt steigende Sphingomyelingehalte positiv mit
erhohten Cholesterolwerten korreliert. Allerdings beinhaltet das zytofaziale
Membranblatt die niedrigsten Sphingomyelin- und die hochsten Cholesterol-Gehalte.
Hochstwahrscheinlich sind an der biochemischen Regulation der tCV mehrere der
genannten, aber auch noch unbekannte Mechanismen beteiligt.

1.3.3 Lipid Rafts und Caveole

Neben dem exo- und dem zytofazialen Blatt ist Cholesterol in weiteren diskreten
Membranbereichen verteilt. Hierzu zahlen Lipid rafts und Caveole. Lipid rafts sind
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Strukturen innerhalb der Membran, die reich an Cholesterol und Glykosphingolipiden
sind und Glycosylphosphatidylinisitol (GPI)-verankterte Proteine enthalten. Im
Gegensatz zu Caveole enthalten Lipid rafts kein Caveolin-Protein (Graham, 1998; Quest,
2004). Synonym zu Lipid rafts werden die Begriffe glykolipidreiche Membranen oder
Detergent-resistente Membranen verwendet (Simons, 2000b). Es gibt Hinweise, dass
Cholesterol die Packungsdichte der Sphingolipid-Molekiile innerhalb von Lipid rafts
erh6ht und somit eine separate, geordnete Lipid-Phase im exofazialen Membranblatt
schafft (Brown, 1998b; Simons, 2000b). Es wird angenommen, dass Lipid rafts sowohl
an der Signaltransduktion als auch an der intrazellularen Sortierung von Proteinen
beteiligt sind (Brown, 1998a). Weiterhin scheinen Lipid rafts an diversen
Krankheitsprozessen beteiligt zu sein (Simons, 2002). Es existiert ein markantes
Interesse an der Rolle von Lipid rafts im Gehirn sowohl hinsichtlich der physiologischen
Funktion als auch bei pathophysiologischen Vorgingen im Rahmen von
neurodegenerativer Erkrankungen. Es wurde berichtet, dass Lipid rafts essentiell fir die
Aufrechterhaltung der normalen neuronalen Struktur und Funktion sind (Hering, 2003).
In diesem Zusammenhang wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass SNARE Proteine,
wie beispielsweise das Cholesterol-bindende Protein Synaptophysin, in Lipid rafts
konzentriert sind (Chamberlain, 2001). Lipid rafts beherbergen zellulares Prion-Protein
und seine Scarpie-Isoform (Naslavsky, 1997), sowie das Alzheimer-relevante APP und
AP Protein (Wahrle, 2002).

Sowohl der Apo E Genotyp als auch zunehmendes Alter flihren zu struturellen
Veranderungen von synaptosomalen Lipid rafts (Igbavboa, 2005). Im Vergleich zu
Cholesterol und Sphinomyelin sind die Lipid raft-Markerproteine alkalische
Phosphatase und Flotillin-1 von diesen Veranderungen besonders betroffen. So sind die
alkalische Phosphataseaktivitidt und der Gehalt an Flotillin-1 in synaptosomalen Lipid
rafts von jungen und alten Apo E4 Maiusen vergleichbar. Dagegen unterscheiden sich
Lipid rafts von jungen Apo E3 Mausen deutlich. Bei beiden Genotypen steigt der
Cholesterolgehalt der Lipid rafts mit zunehmendem Alter an (Igbavboa, 2005). Die
zugrunde liegenden Mechanismen, die zur Ausbildung von Lipid rafts fithren sind noch
nicht verstanden. Es wird spekuliert, dass fiir die Bildung von Lipid rafts die Praferenz
von Cholesterol fiir die gesattigten Acyl-Ketten der Sphingolipide und dynamische
Protein-Lipid und Protein-Protein Interaktionen bedeutsam sind (Shohami, 2003).
Moglicherweise spielt auch die physikochemische Konsistenz der in Lipid rafts
enthaltenen Proteine ein entscheidende Rolle (Anderson, 2002).

Obwohl sich eine Vielzahl von Studien mit Lipid rafts beschéftigt, sind noch etliche
Fragen beziiglich dieser Lipid-Dominen offen. Es gibt keine Ubereinkunft {iber die
Dimension oder die Lebenszeit von Lipid rafts in vivo (Shohami, 2003). Im Gegensatz zu
Caveole wurden Lipid rafts bisher noch nicht in Zellen visualisiert. Allerdings konnten
eigene, in Kooperation mit dem Max-Plank-Institut fiir Biophysik Frankfurt
durchgefiihrte Untersuchungen erstmals Lipid rafts in Zellmembranen von BHK-Zellen
elektronenmikroskopisch nachweisen (Raunser, 2006). Weiterhin liefern neuere
biophysikalische Techniken, wie FRET, Fluoreszenz Anisotropie oder EPR,
Informationen zu Lipid rafts, insbesondere zu Parametern wie Viskositat oder Diffusion.
Die Grofde von Lipid rafts wird auf 10 bis 100 nm beziffert (Edidin, 2003; Shohami,
2003). Eine verbliiffende Entdeckung beschreiben Subczynski et al. Sie berichten, dass
Lipid rafts sehr instabil sind und nur eine Lebenszeit von weniger als einer Millisekunde
aufweisen (Subczynski, 2003). Falls Lipid rafts wirklich nur eine so geringe Lebensdauer
haben, stellt sich die Frage, ob iiber eine Dichte-Gradienten-Zentrifugation tiberhaupt
real existierende Lipid rafts isoliert werden konnen. In der Tat herrscht in der
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Wissenschaft ein Disput tiber die angewendeten Methoden zur Isolierung von Lipid rafts
(Brown, 2000; Edidin, 2003; Hooper, 1999; Lichtenberg, 2005; Shohami, 2003). Die
Standardmethode isoliert Lipid rafts nach der Behandlung von Membranen oder
Gewebeproben mit eiskalten Detergentien, wie z.B. Trition X-100, liber eine Dichte-
Gradienten-Zentrifugation. Es wurde argumentiert, dass eine Detergenzbehandlung
moglicherweise selbst die Bildung von Lipid Raft induziert und somit diese Strukturen
nicht die physiologische Situation abbilden (Lichtenberg, 2005). Untersuchungen haben
weiterhin gezeigt, dass die Natur des Ausgangsmaterials und unterschiedliche
Detergentien die Lipid-Verhaltnisse und den Lipid- und Proteingehalt von Lipid rafts
beeinflussen, was einen Vergleich von Studien untereinander wesentlich erschwert
(Edidin, 2003). Als Ausweg wurde die Verwendung von Methoden vorgeschlagen, die
kein Detergenz beinhalten (Brown, 2000). Eigene Untersuchungen an Synaptosomen
aus dem Gehirn der Maus zeigen im Vergleich zur Isolierung von Lipid rafts mit Titon X-
100 in der Tat frappierende Unterschiede hinsichtlich der Protein- und
Lipidzusammensetzung (Eckert, 2003).

Caveole wurden schon vor tiber 50 Jahren als 50-100 nm grofie Einschliisse in
Plasmamembranen elektronenmikroskopisch nachgewiesen (Palay, 1955; Yamada,
1955). Caveole sind kolbenférmige Strukturen in Membranen, die reich an Cholesterol
und Sphingolipiden sind. Charakteristischerweise enthalten sie das Protein Caveolin.
Caveole sind funktionell an endozytotischen Prozessen, an der Signaltransduktion und
der Cholesterolhomdostase beteiligt (Anderson, 2002; Fielding, 2003). Die
Proteinfamilie der Caveoline besteht aus den Proteinen Caveolin-1, -2 und -3, wobei die
beiden Erstgenannten in vielen Zelltypen exprimiert werden. Caveolin-3 kommt
hauptsachlich in Muskelzellen vor (Anderson, 1993; Lisanti, 1994). Caveolin-1 wurde in
Astrozyten der Ratte nachgewiesen, elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen
Caveole in Membranen von Astrozyten (Cameron, 1997; Teixeira, 1999). Es wird noch
debattiert, ob Caveolin auch in Neuronen vorkommt. Caveolin mRNA wurde zwar in
hippokampalen Neuronen detektiert (Cameron, 1997), allerdings findet sich kein
Caveolin-1 Protein in SPM, die aus dem Vorderhirn der Ratte isoliert wurden (Wu,
1997). Allerdings fanden andere Studien sowohl Caveolin-1 mRNA als auch Caveolin-1
Protein in primaren hippokampalen Neuronen der Maus (Bu, 2003; Gaudreault, 2004).
Moglicherweise ist die Prasenz von Astrozyten in primdren neuronalen Kulturen fiir die
augenscheinliche Diskrepanz zwischen den Studien verantwortlich.

1.4. Zentrale Cholesterolhomoostase und Altern

Altern ist mit normalen physiologischen Vorgangen verbunden, die den Organismus
vom Zeitpunkt der Geburt an stetig beeinflussen. Obwohl Altern somit keine Krankheit
darstellt, erfolgen gerade mit fortschreitendem Alter deutliche Verdnderungen der
Gehirnstruktur und -funktion (Teter, 2004). Eine der wohl deutlichsten altersbedingten
Anderungen betrifft den Cholesterolgehalt von synaptosomalen Membranen. Eigene und
Untersuchungen von Anderen zeigen neben einer Zunahme des Gesamt-
Cholesterolgehaltes im Hirngewebe eine signifikante Steigerung der Cholesterolmenge
in synaptosomalen Plasmamembranen (Cutler, 2004; Eckert, 2001b; Kirsch, 2003a).
Aber nicht nur die Menge an Cholesterol verandert sich, sondern auch dessen Verteilung
zwischen den Membranblittern der Membrandoppelschicht. Der prozentuale
Cholesterol-Gehalt im exofazialen Blatt von SPM aus dem Gehirn junger Mduse betragt
rund 13 bis 15% (Igbavboa, 1997; Kirsch, 2003b). Mit zunehmendem Alter der Mause
steigt der Cholesterolgehalt im exofazialen Blatt um fast das Doppelte an (Igbavboa,
1997). Weiterhin zeigen eigene Ergebnisse, dass der Cholesterolgehalt von Lipid rafts,
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die aus Gehirnen von 24-Monate alten Mdausen gewonnen wurden wesentlich hoher ist
im Vergleich zu 12- oder 2-Monate alten Mausen (Igbavboa, 2005). Cholesterol ist ein
potenter Modulator der Membranfluiditiat. Die hier beschriebenen altersabhingigen
Veranderungen wirken sich somit auf die Regulation membrangebundener Proteine,
wie lonenkanadle oder Rezeptoren aus (Gimpl, 1997; Scheuer, 1995).

Eine weitere altersabhdnige Veranderung betrifft die im Mevalonat-Stoffwechselweg
entstehenden Isoprenoide. So sind die Dolicholgehalte im Gehirn alter Tiere deutlich
erhoht (Wood, 1989b). Dolichol beeinflusst die Fluiditit neuronaler Membranen
(Schroeder, 1987), was Konsequenzen fiir die Struktur und Funktion von
membrangebunden Proteinen hat (siehe oben). Die Ursachen und physiologische
Konsequenzen der erhdhten Dolicholgehalte im Gehirn alter Tiere sind noch nicht
bekannt. Unbekannt ist auch, wie sich das Alter auf die Gehalte von anderen
[soprenoiden, wie Farnesylpyrophosphat oder Geranylgeranylpyrophosphat auswirkt.

1.5. Cholesterol und Pathophysiologische Prozesse im Gehirn

Cholesterol ist an diversen Stoffwechselvorgangen im Gehirn beteiligt und essentiell fiir
die optimale Funktion des zentralen Nervensystems. Wie fatal sich Fehlregulationen der
Cholesterolhomoostase auswirken konnen, zeigen vorwiegend genetisch bedingte
Krankheiten wie die Niemann-Pick Typ C Krankheit oder das Cholesterol-
Fehlbildungssyndrom. Letzteres umfasst mindestens fiinf Syndrome, bei denen es durch
angeborene Fehler in der zelluliren Cholesterolsynthese zu Entwicklungsstérungen
kommt (Porter, 2002).

1.5.1. Smith-Lemli-Opitz Syndrom

Das Smith-Lemli-Opitz Syndrom (SLOS) ist eines der am besten untersuchten
Cholesterol-Fehlbildungssyndrome. Das SLOS wirkt sich auf diverse physiologische
Parameter aus. Charakteristisch sind unter anderem mentale Retardation und
Mikrozephalie, die sich in einem vergleichsweise kleinen Kopf mit tief angesetzten
Ohren zeigt. Der Pathologie des SLOS liegt eine defizitare Cholesterolsynthese zugrunde,
die durch Mutationen im Gen, das fiir die 3p-Hydroxysterol-A7-Reduktase (DHCR?7)
codiert ausgeldst wird (Porter, 2002). Dieses Protein katalysiert die Umwandlung von 7-
Dehydrocholesterol zu Cholesterol. Das aus der DHCR7-Dysfunktion resultierende
Cholesteroldefizit bewirkt strukturelle und funktionelle Zellstérungen. Auch dem
akkumulierenden  Prekursor 7-Dehydrocholesterol wird ein Beitrag zur
Pathophysiologie des SLOS zugeschrieben (Porter, 2002).

1.5.2. Niemann-Pick Typ C Krankheit

Bei der Niemann-Pick Typ C Krankheit (NPC) handelt es sich um eine autosomal
rezessiv vererbte Lipid-Speicher-Krankheit, die durch Mutationen im NPC-1 Gen
verursacht wird (Vance, 2005). Man geht davon aus, dass ca. 95% der Patienten mit NPC
dysfunktionelles NPC-1 Protein aufweisen, wahrend ca. 5% der Patienten Mutationen im
NPC-2 Gen haben. Charakteristisch fiir die Krankheit ist die Akkumulation von Lipiden,
wie Cholesterol oder Gangliosid, im Rahmen von endozytotischen Prozessen
(Blanchette-Mackie, 1988; Vanier, 1983). Die Akkumulation von Cholesterol tritt sowohl
in peripheren als auch in zentralen Nervenzellen auf. Pathophysiologisch am
bedeutendsten sind allerdings die Krankheitsprozesse im Gehirn (Suresh, 1998). Es
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wird angenommen, dass NPC-1 eine Rolle beim intrazelluliren Cholesteroltransport
spielt. Allerdings sind die Funktionen von NPC-1 und NPC-2 bislang nicht genau
verstanden. Ein aktueller Ubersichtsartikel weist darauf hin, dass die im Rahmen der
NPC vermutete Assoziation zwischen Cholersterolanreicherung im endosomalen
Stoffwechsel und Neurodegeneration als nicht gesichert angesehen werden kann
(Vance, 2005). Alternativ wurde ein Cholesteroldefizit in anderen Zellorganellen
propagiert, das aus der Akkumulation im Endosom resultiert (Vance, 2005).

1.5.3. Huntington sche Krankheit

Die Huntington’sche Krankheit (HD) steht im Zusammenhang mit Fehlfunktionen des
zentralen Cholesterolstoffwechsels. Prominent scheinen hier Verdnderungen im
Huntingtin-Protein zu sein (Sipione, 2002; Valenza, 2006; Valenza, 2005). Neuere
Arbeiten zur Verdnderungen der Genexpression in klonalen striatalen Zellen, die
unterschiedliche Fragmente des Huntingtins bilden, weisen Verdnderungen in der
Expression von Genen nach, die an der Lipidhomé6ostase und speziell am
Cholesterolstoffwechsel beteiligt sind (Sipione, 2002). In post-mortem Gewebe aus dem
Striatum und dem zerebralen Kortex von HD Patienten wurde, im Vergleich zu
Kontrollpersonen, eine verminderte mRNA Expression fiir HMG-CoA Reduktase,
Cytochrom-P450 Lanosterol 14o-Demethylase und DHCR7 gefunden. Ahnliche Befunde
wurden fiir ein HD-Mausmodell beschrieben (Valenza, 2005). Der Grund fir die
Reduktion der Gen-Aktivitit wird in einer Verminderung des Transkriptionsfaktors
SREBP gesehen. Allerdings haben frithe Arbeiten in Gehirngewebe und Fibroblaten von
HD Patienten keine Veranderungen in der Cholesterolsynthese (Norton, 1978) oder den
Cholesterolgehalten (Maltese, 1984) gesehen. Weitere Arbeiten sind noétig, um die
Verbindung von zentraler Cholesterolhomdostase und HD zu sichern.

1.5.4. Alzheimer Krankheit

Eine ganze Reihe von Evidenzen deuten auf eine Verbindung zwischen
Cholesterolhomoostase und Alzheimer’sche Krankheit hin (Burns, 2002; Michikawa,
2003; Wolozin, 2004; Wood, 2003). So weist eine Mehrzahl epidemiologischer Studien
darauf hin, dass Patienten, die Cholesterol-senkende Statine einnehmen, ein geringeres
Risko haben an Alzheimer zu erkranken (Jick, 2000; Rockwood, 2002; Shepherd, 2002;
Wolozin, 2000; Zamrini, 2004). Weiterhin stellt Apo E das wichtigste Transportmolekiil
fir Cholesterol im Gehirn dar (Mahley, 1988; Mauch, 2001; Pitas, 1987). Das Auftreten
des Apo E €4 Alleels reprasentiert einen gesicherten Risikofaktor fiir Alzheimer. Eine
Vielzahl an in vitro und in vivo Studien weisen auf eine Verbindung zwischen
Cholesterol und dem Alzheimer-relevanten Beta-Amyloid Peptid (Af) hin. So moduliert
Cholesterol die zelluldre Expression von Amyloid-Prekursor-Protein (APP) (Bodovitz,
1996; Howland, 1998; Runz, 2002). Andererseits beeinflusst neurotoxisches AP die
Dynamik von Cholesterol in der Zelle, speziell wird der Cholesteroltransport in
Astrozyten und Neuronen beeintrachtigt, was einen Einfluss auf die zellulare Funktion
ausiiben kann (Beffert, 1998a; Igbavboa, 2003; LaDu, 2000; Liu, 1998; Puttfarcken,
1997). Es wurde berichtet, dass eine Cholesterol-reiche Didt die Menge an AP} im Gehirn
von transgenen Madusen erhoht, die humanes APP und Presenelin-1 Protein (PS-1)
exprimieren (Refolo, 2000). Eine Cholesterol-reiche Diat fiihrte bei diesen Mausen zu
leicht erhohten Cholesterolspiegeln im Gehirn. Die Differenz betrug 1.92 mg/g zwischen
beiden Gruppen. Im Plasma war der Unterschied in den Cholesterolspiegeln mit 101.81
mg/dl wesentlich starker ausgepragt. Wie weiter oben diskutiert, stehen die
Cholesterolgehalte in Gehirn und Blut nicht im Gleichgewicht, was durch die
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vorliegenden Daten unterstrichen wird. Weiterhin wurde an Meerschweinchen gezeigt,
dass die Applikation von Simvastatin zwar die Gehirnspiegel an AP senkt, aber den
Cholesterolgehalt im Gehirn nicht beeinflusst (Fassbender, 2001), was darauf hinweist,
dass Veranderungen des Cholesterolgesamtgehaltes die Bildung von APP nicht
beeinflusst.

Da didtetische Mafnahmen keinen Einfluss auf den Gesamtgehalt an zentralem
Cholesterol haben, stellt sich die Frage, welche Mechanismen fiir die beobachteten
Veranderungen im APP-Stoffwechsel verantwortlich sind. Moglicherweise haben
Variationen in Cholesteroldomanen entscheidenden Einfluss auf die Bildung von Ap. So
induzieren Statine Verdanderungen der Cholesterolverteilung zwischen den Blattern
synaptosomaler Membranen (Burns, 2006a; Kirsch, 2003b), was mit einer veranderten
APP-Prozessierung einhergeht (Burns, 2006a). Sowohl APP als auch Af und
Komponenten der Gamma-Sekretase, wie PS-1, wurden in Lipid Raft-Fraktionen
nachgewiesen (Bouillot, 1996; Hayashi, 2000; Lee, 1998; Morishima-Kawashima, 1998).
Weiterhin ist die gliale Expression von Caveolin-3 in der Ndhe von senilen Plaques in
Gehirngewebe von Alzheimer Patienten, als auch im Gehirn von transgenen Mausen, die
humanes APP mit einer ,schwedischen Mutation“ exprimieren, erhéht (Nishiyama,
1999). Dies weist auf eine mdogliche Beteiligung von Caveole bei der APP-Prozessierung
hin. Allerdings sprechen andere Befunde gegen eine Lokalisation von APP in Lipid rafts,
die zeigen, dass APP und BACE1 in mehr fluiden Regionen der Membran vorkommen
(Abad-Rodriguez, 2004). In dieser Studie wurde spekuliert, dass der Verlust an
Neuronen und nicht die Akkumulation von Cholesterol entscheidend fiir die
amyloidogene Prozessierung von APP ist. Die meisten Erklarungen fiir einen Einfluss
von Cholesterol auf die zentralen AB-Spiegel stehen im Kontext mit der Menge an
Cholesterol im Gehirn. Allerdings konnten auch Mediatoren aufderhalb des Gehirns
Einfluss auf APP und AP nehmen. Solcher Mediatoren wurden bislang nicht eindeutig
identifiziert - mogliche Kanidaten stellen die Cholesterolmetabolite Oxysterole dar
(Heverin, 2005). Unter normalen Umstinden sind nur Spuren von Oxysterolen im
Gehirn nachweisbar. Es ist aber vorstellbar, dass eine hohe diidtetische Aufnahme von
Cholesterol die Prasenz von Oxysterolen erhoht. Im Gegensatz zu Cholesterol kénnen
Oxysterole Membranen, einschliefdlich die der Blut-Hirn-Schranke penetrieren. So
wurde kiirzlich gezeigt, dass 27-Hydroxy-Cholesterol aus der peripheren Zirkulation in
das Gehirn von Ratten und Menschen tibergeht (Heverin, 2005). Ob periphere
Oxysterole fiir die beobachteten Effekte einer Cholesterol-reichen Diit auf die Bildung
von AP im Gehirn von Versuchstieren verantwortlich sind, bleibt zu zeigen. Obwohl
diese Molekiile moglicherweise die Dynamik von AP beeinflussen, erkldren sie jedoch
nicht die Erniedrigung von APP und A durch Statine. Statine zeichnen sich auch durch
Cholesterol-unabhingige Effekte aus. So reduzieren Statine die Menge an Isoprenoiden,
was in der Folge zu einer Abnahme an isoprenylierten Proteinen fiihrt, fiir die eine Rolle
im APP-Metabolismus angenommen wird (Cole, 2005). Statine inhibieren weiterhin die
inflammatorischen Effekte von Ap, was ebenfalls auf eine Verminderung der
Isoprenoide zurtiickgefiihrt wurde (Cordle, 2005b).

Die experimentellen Befunde zu den Interaktionen zwischen Cholesterol und APP bzw.
AP sind insgesamt inkonsistent. Dies gilt auch fiir epidemiologische Studien. Einige
kamen zum Schluss, dass erhohte Serum-Cholesterolspiegel einen Risikofaktor fiir
Alzheimer darstellen (Puglielli, 2003; Sparks, 2002). Allerdings kommt eine eigene
Literaturschau zu diesem Thema zu dem Schluss, dass es keine durchgehende
Unterstitzung fiir diese These gibt (Wood, 2005). Dies verwundert auch auf dem
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Hintergrund der Fallzahlen fiir Hypercholesteroldmie- und Alzheimer Patienten nicht.
Es wird geschétzt, dass in den USA ca. 4,5 Millionen Patienten an Alzheimer leiden
(Hebert, 2003). Demgegeniiber stehen ca. 105 Millionen Amerikaner, die an
Hypercholesterolamie leiden, 37 Millionen davon mit sehr hohen Serum-
Cholesterolspiegeln. Wenn erhohte Serumcholesterol-Spiegel einen Risikofaktor fir
Alzheimer darstellen sollte, diirfte mit mehr Demenz-Patienten gerechnet werden.
Allerdings ist diese Schlussfolgerung stark generalisiert und bezieht nicht
unterschiedliche Faktoren, wie das Alter, Lipoproteinprofile und andere Krankheiten,
die mit einer Hypercholesteroldmie assoziiert sind mit ein. Méglicherweise besitzt eine
bestimmte Patientengruppe mit Hypercholesteroldamie ein gewisses Risiko an Alzheimer
zu erkranken: Es wurde berichtet, dass erh6hte Serum-Cholesterolspiegel im Alter von
40 - 55 Jahren pradikativ fiir eine spatere Alzheimer Krankheit sein konnten (Pappolla,
2003). In dieser Altersgruppe wurde eine signifikante Assoziation zwischen cerebralem
Amyloidgehalt und erhohten Serumcholesterolspiegeln beobachtet. Bei alteren
Personen wurde diese Verbindung nicht festgestellt. Es wurde geschlussfolgert, dass
womoglich eine Hypercholesteroldmie in jiingeren Jahren bedeutsamer fiir die
Ausbildung einer Alzheimer Demenz ist, als in spateren Lebensjahren.
Interessanterweise fand eine Studie, dass hohe Serumcholesterolspiegel im hoéheren
Lebensalter mit Alzheimer assoziiert sind (Mielke, 2005). Es wurde angemerkt, dass
moglicherweise der Zeitpunkt der Cholesterolbestimmung ein wichtiger Faktor in
Verbindung von Cholesterolspiegel und Demenz ist.

1.6. Statine

Statine gehoren zu den am haufigsten verordneten Medikamenten zur Priavention von
kardiovaskuldren Erkrankungen. Sie reprdsentieren lipidsenkende Pharmaka, die
Serum-Cholesterolspiegel reduzieren. lhre Wirkung kommt dadurch zustande, dass
Statine in nanomolaren Konzentrationen kompetitiv und reversibel die HMG-CoA
Reduktase (HMGR) und damit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Cholesterolbiosynthese hemmen (siehe Abbildung 1.1. -1.3.). Statine werden auch als
CholesterolSynthEse-Hemmer oder als HMG-CoA-Reduktase- Inhibitoren bezeichnet.
Urspriinglich wurden Statine, wie das Mevastatin, aus dem Schimmelpilz Penicillium
citrinum isoliert (Endo, 1976). Mittlerweile werden Statine teil- oder vollsynthetisch
hergestellt. Statine der ersten Generation sind Lovastatin, Pravastatin und Fluvastatin,
Statine der zweiten Generation sind Simvastatin und Atorvastatin und Rosuvastatin
reprasentiert ein Statin der dritten Generation (Kapur, 2008). Statine weisen neben
ihren vaskuldren Effekten, wie die Stabilisierung von artheriosklerotischen Plaques und
der Verminderung der Intima-Media-Dicke der Carotiden zusatzliche Wirkungen auf.
Hierzu zahlt der iiber das NO-System vermittelte Schutz des Endothels sowie anti-
oxidative und anti-inflammatorische Eigenschaften (Bellosta, 2000; Corsini, 1998).
Weiterhin reduzieren Statine die Aktivierung von Thrombozyten, hemmen die
Gerinnungskaskade und erhdhen die Fibrinolyse. Diese, liber die reine Senkung der
Serumcholesterolspiegel hinausgehenden Eigenschaften, sind moglicherweise fiir die
positiven Effekte von Statinen bei neurologischen Erkrankungen, wie Schlaganfall,
Multipler Sklerose oder Hirntumoren mitverantwortlich (Bellosta, 2000; Rajanikant,
2007; Steinberg, 2008).
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1.6.1. Indikationen

Statine sind bei didtresistenter primdrer Hypercholesterolamie indiziert. Diese
Indikation griindet auf den Ergebnissen grofder Interventionsstudien mit Simvastatin
und Pravastatin von durchschnittlich fiinf Jahren Dauer, in denen die Kkornonare
Morbiditat und Mortalitiat sowie die Gesamtmortalitat sowohl in der Sekundar- als auch
in der Primarpravention der Atherosklerose erheblich reduziert werden konnten. Auch
die Zahl koronarer Interventionen, wie Gefdfddilatationen oder Bypass-Operationen,
konnte deutlich vermindert werden. Die Datenlage fiir Atorvastatin und Fluvastatin ist
deutlich geringer (Keller, 2005).

Die Erkenntnisse iiber die Behandlung von Kinder und Jugendliche mit heterozygoter
familiarer Hypercholesteroldamie sind bislang sparlich. Eine doppelblinde randomisierte
Studie an 173 Jugendlichen mit 48 Wochen Dauer (Simvastatin 20 bis 40 mg/Tag) ergab
gute Ergebnisse und keine unerwiinschten Wirkungen, jedoch sollte die Verordnung
bislang noch restriktiv gehandhabt werden. Atorvastatin ist flir die homozygote
familiare Hypercholesterolamie zugelassen. Die Zahl der behandelten Kinder und die
Dauer der Behandlung sind bisher minimal (Keller, 2005).

1.6.2. Physiko-Chemische Eigenschaften

Alle Statine weisen eine HMG-CoA-dhnliche Struktur auf (siehe Abbildung 1.2.).
Lovastatin, Pravastatin und Simvstatin besitzen eine substituierte Decalin-Ringstruktur
und leiten sich vom natiirlich vorkommenden Mevastatin ab. Diese drei Statine werden
als Typ I Statine bezeichnet. Die Typ II Statine Fluvastatin, Cerivastatin, Atorvastatin und
Rosuvastatin sind vollsynthetische HMGR-Inhibitoren mit grofderen
Fluorophenylseitengruppen.
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Abb 1.2. Struktur und mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) von Statinen A. Beispiele fiir Typ 1 und Typ 2
Statine. B. Strukturformel von HMG-CoA (aus (Istvan, 2001); mit Erlaubnis des Verlages).

Die Seitengruppen der Ringe definieren die Loslichkeit und die pharmakologischen /
pharmakokinetischen Eigenschaften der Statine. Mit Hilfe der Bestimmung der
Verteilung der Stoffe an der Oktanol/Wasserphase lasst sich das Loslichkeitsverhalten
der Statine charakterisieren. Aufgrund des Logarithmus der Penetrationskoeffizienten
sind Simvastatin, Lovastatin, Cerivastatin, Fluvastatin, Pitavastatin und Atorvastatin als
lipophil und Pravastatin als hydrophil anzusehen. Rosuvastatin besitzt eine polare
Methansulfonamid-Gruppe und ist hinsichtlich seiner Lipophilie zwischen Cerivastatin
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und Pravastatin einzuordnen (Eckert, 2007b). Die Unterschiede in der Lipophilie
reflektieren das Potential der Statine, zellulire Membranen durch passive Diffusion zu
durchdringen. Das erklart, warum Pravastatin kaum, Lovastatin und Simvastatin
hingegen zellulire Membranen gut durchqueren. Pravastatin zum Beispiel weist eine
polare Hydroxyl-Seitengruppe auf, die das Molekiil hydrophil macht. Somit ist fiir die
Penetration von Pravastatin in Zellen ein aktives Transportsystem notwendig. Im
Gegensatz dazu weist zum Beispiel Atorvastatin im Zentrum des Molekiils einen
Pyrrolring auf, welcher kovalent mit aromatischen Strukturen verbunden ist. Dies sorgt
fir die hohe Lipophilie von Atorvastatin und vermittelt seine hydrophoben
Wechselwirkungen mit membrandren Pospholipid-Acyl-Ketten. Fluvastatin stellt trotz
seiner zahlreichen Wasserstoffbindungen einen hoch permeablen Arzneistoff dar. Es
wird davon ausgegangen, dass Fluvastatin auf Grund seines ampiphilen Charakters
intra-molekulare Wasserstoffbriicken aufbaut, die dem Molekil eine scheinbare
Lipophilie und die Fahigkeit zur Penetration von Zellmembranen verleihen (Rajanikant,
2007). Allerdings durchdringen Fluvastatin und Pravastatin auf Grund ihres
hydrophilen Hydroxysaurerestes kaum die Blut-Hirnschranke (Guillot, 1993).

1.6.3. Pharmakokinetik

Alle Statine werden nach oraler Zufuhr schnell aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert.
Wahrend bei Simvastatin die Bioverfiigbarkeit von der Nahrung unabhingig ist, wird die
Bioverfiigbarkeit von Pravastatin, Fluvastatin und Atorvastatin durch gleichzeitige
Nahrungsaufnahme um etwa 37%, 22% bzw. 13% vermindert. Dagegen wird die
Bioverfligbarkeit von Lovastatin um 50% gesteigert. Die maximale Plasmakonzentration
von Simvastatin, Pravastatin, Fluvastatin und Atorvastatin wird schon nach weniger als
2 Stunden erreicht, die von Lovastatin nach 4 Stunden. Die Eiweif3bindung im Plasma
betragt fiir Lovastatin, Simvastatin, Fluvastatin und Atorvastatin tiber 95%, fiir
Pravastatin 55 bis 60%. Lovastatin und Simvastatin besitzen einen Laktonring, der bei
der ersten Passage durch die Leber in die zugehoérige Hydroxysdure tiberfithrt wird,
wodurch aus der inaktiven Vorstufe das wirksame Pharmakon entsteht. Gleichzeitig
werden Lovastatin und Simvastatin bei der ersten Leberpassage zu mehreren aktiven
Metaboliten umgebaut und bilidr ausgeschieden, so dass ihre Konzentration in anderen
Korpergeweben wie Niere, Nebenniere, Milz oder Testes gering ist. Den grofden
Kreislauf erreichen weniger als 5% der Ausgangsdosis. Aus Atorvastatin entstehen
durch First-pass-Metabolismus zwei hoch aktive Metaboliten, was die sehr lange
Eliminationshalbwertzeit von etwa 30 Stunden erklart (Keller, 2005).

Pravastatin und Fluvastatin werden nicht als Prodrugs, sondern in aktiver Form
verabreicht. Pravastatin findet sich in erheblich niedriger Konzentration in der Leber als
Lovastatin, aber in hoherer Konzentration in extrahepatischen Geweben. Fiir die neuen
Substanzen liegen nur wenige Daten vor, im Lebergewebe wird Atorvastatin in hoher
Konzentration gefunden (Keller, 2005).

1.6.4. Pharmakologie
1.6.4.1. Pharmakodynamik
Statine hemmen die HMG-CoA Reduktase und damit die Umwandlung von HMG-CoA zu

Mevalonat und somit einen der ersten Schritte der Cholesterolbiosynthese (Abbildung
1.1.).
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Die im Statinmolekiil mit der HMG-CoA-dhnlichen Einheit kovalent verbundene, sperrige
hydrophobe Gruppe besetzt (Abbildung 1.2.) die Hydroxymethylglutaryl-
Bindungstasche und einen Teil der Bindungsoberfliche fiir das Co-Enzym A und
verhindert so sterisch die Bindung des natiirlichen Substrates im Enzym (Abbildung
1.3.)(Istvan, 2001). Dadurch hemmen Statine kompetitiv den Umsatz von HMG-CoA zu
Mevalonsaure. Dabei ersetzt die Os-Gruppe des HMG-Moduls den ortstindigen
Thioester-Sauerstoff. Statine binden nicht an die NADP(H) -Bindungsstelle (Keller,
2005). Gleichzeitig wird die Substrat-Bindungstasche einer Konformationsdnderung
unterworfen, so dass sich die rigiden hydrophoben Ringstrukturen der Statine anlagern
konnen und die Bindungsstelle iiberlagern. Man geht davon aus, dass die Bindung der
Statine an das aktive Zentrum der HMG-CoA Reduktase tiber zahlreichen von-der-
Waals-Bindungen zustande kommt (siehe Abbildung 1.3.) (Istvan, 2001). Hydrophobe
Wechselwirkungen sind fiir die nanomolaren Ki-Werte der Statine verantwortlich
(Keller, 2005).

Abb. 1.3. Bindung von Simvastatin an die humane HMGR. Die
Interaktionen zwischen dem Statin und den Resten der HMGR
sind grofitenteils polar und fiir alle Statine sehr &dhnlich
(gestrichelte Linien). Die rigiden hydrophoben Gruppen der
Statine befinden sich in einer oberflachlichen Furche zwischen
den Helices Lal und La10. (aus (Istvan, 2001); mit Erlaubnis des
Verlages).

Da die Nicotinamid-(NADP[H])-Bindungsstelle am Enzym von Statinen nicht okkupiert
wird, schliefden die Forscher Istvan und Deisenhofer, die das Bindungsverhalten der
Statine aufgekldart haben, dass die cholesterolsenkende Potenz der Statine
moglicherweise dadurch gesteigert werden kann, wenn eine nicotinamiddhnliche
Struktur angefiigt wird (Istvan, 2001; Keller, 2005).

Der durch die Wirkung der Statine induzierte Mangel an intrazellulirem Cholesterol
fiihrt zu einer gesteigerten Transkription des LDL-Rezeptor-Gens. Die Zahl der LDL-
Rezeptoren auf der Zelloberflache und die fraktionelle katabole Rate fiir LDL nehmen zu.
Die Zellen decken ihren Cholesterolbedarf durch gesteigerte Aufnahme von LDL-
Cholesterol aus dem Plasma. Die intrazellulire Neusynthese von LDL wird vermindert
(Keller, 2005).

In vitro Untersuchungen zur Wirkung von Lovastatin an Rattenlebern zeigten, dass 36
Proteine signifikant in ihrer Funktion verandert wurden. Die wichtigsten Ergebnisse
waren: 1. Die Suppression der HMG-CoA-Reduktase fiihrte zu einer Aktivitatssteigerung
der zytosolischen HMG-CoA-Synthase und der Isopentyl-Diphosphat-delta-Isomerase.
Weiterhin nahm die Synthese von Apolipoprotein Al zu. 2. Die Schliisselenzyme der
Glukoneogenese, Fruktose-1,6-Diphosphatase und Ketohexokinase wurden in ihrer
Aktivitdt reduziert, Glucose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase, das erste Enzym des
Pentosephosphatzyklus wurde stimuliert. Als Zeichen von Toxizitit werteten die
Autoren, dass Veranderungen in Proteinen zu erkennen waren, die fiir die Funktion des

21



Zytoskeletts, der Kalziumhomoostase, Proteaseinhibition, Signaliibertragung und
Apoptose zustandig waren (Steiner, 2000).

Die Mevalonat-regulierte Replikation der DNA ist von Isopentyladenin abhingig und
wird in vitro von Mevastatin gehemmt. In vitro Studien an kultivierten Gliazellen zeigten
eine Hemmung der Dolichol-vermittleten Glykoprotein- und DNA-Synthese. Jedoch
werden in vivo die von Mevalonat ausgehende Synthese von Isopentyladenin und die
von Farnesylpyrophosphat ausgehenden Synthesen von Dolichol und Ubichinon durch
die Therapie mit Statinen nicht verandert. Es gibt bisher keinen Hinweis, dass die DNA-
Replikation beim Menschen nach Einnahme dieser Arzneimittel gehemmt wird (Keller,
2005).

Die Einnahme von Statinen fiihrt zu einer dosisabhdngigen Reduktion von Gesamt- und
LDL-Cholesterol im Plasma zwischen 16 und 63 Prozent. Es sinken sowohl die Zahl der
LDL-Partikel als auch der Cholesterolgehalt der einzelnen Partikel. Gleichzeitig kommt
es zu einer Senkung der Triglyzeridspiegel um 6 bis 53 Prozent und zu eine Erhéhung
der HDL-Cholesterol von 2 bis 6 Prozent abhdngig vom jeweiligen Statin (Kapur, 2008).
Umsatzstudien von Cholesterol am Menschen zeigen, dass wahrend einer Therapie mit
Lovastatin die Synthese von Cholesterol nicht so stark unterdriickt wird, dass
lebensnotwenige Speicher von Cholesterol entleert werden. Nach einer Einzeldosis von
Lovastatin kehrt die Ausscheidung von Mevalonat im Urin in weniger als 24 Stunden
zum Ausgangswert zurtck (Keller, 2005).

Untersuchungen zur Funktion der Nebennieren und der Testes ergaben keine
Einschrankung der Hormonproduktion wdahrend einer Therapie mit Lovastatin,
Simvastatin, Pravastatin oder Fluvastatin. Fiir Atorvastatin liegen diesbeziiglich keine
Daten vor (Keller, 2005).

Triglyceride werden in einzelnen Studien um bis zu fiinfundzwanzig Prozent reduziert.
In VLDL wird der Cholesterolgehalt mafdig gesenkt, der Triglyceridgehalt deutlicher.
HDL steigen oft nur maf3ig an. Mit den Lipiden werden auch die Apolipoproteine B und E
gesenkt. In Zellkulturexperimenten bewirken Statine iiber eine Stimulation des
Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptors alpha (PPARalpha) eine Zunahme an
HDL, die sowohl durch Mevalonat als auch durch Gernaylgeranylpyrophosphat
kompensiert werden (Keller, 2005).

Es gibt Hinweise darauf, dass das Ausmafd der Cholesterolsenkung individuell von der
genetischen Pradisposition abhdngt. So wies eine Amsterdamer Arbeitsgruppe nach,
dass das Vorkommen eines haufigen Polymorphismus im CETP-Gen (TaqlB)
unabhéangig von der Hohe des HDL-Cholesterolspiegels im Plasma und der Aktivitiat der
lipolytischen Enzyme mit der Progression der koronaren Atherosklerose und einem
schlechten Ansprechen auf Pravastatin assoziiert war (Boekholdt, 2005; Mohrschladt,
2005; Regieli, 2008).

Uber die eigentliche Cholesterolsenkung hinaus werden den Statinen eine Reihe
zusatzlicher, pleiotroper Wirkungen zugeschrieben, die ihren Einsatz in der Behandlung
atherosklerotischer Komplikationen sinnvoll erscheinen lassen: Sie wirken antioxidativ,
antithrombotisch, vaskuloprotektiv, begiinstigen die Angiogenese, nehmen positiv
Einfluss auf die Kontraktilitit der Kardiomyozyten durch Modulation der
sarkolemmalen Na*/K*-ATPase und hemmen die Reifung und die antigenprasentierende
Funktion dendritischer Zellen in arthereosklerotischen Plaques (Keller, 2005).

1.6.4.1.1. Wirkungen im zentralen Nevensystem

Damit Statine liberhaupt im zentralen Nervensystem Wirkungen vermitteln kdénnen,
miissen sie das Rickenmark und das Gehirn erreichen. Bislang ist lediglich bekannt,
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dass Lovastatin und nicht Pravastatin in der humanen Zerebrospinalfliissigkeit in
pharmakologisch relevanten Konzentrationen nachweisbar ist (Botti, 1991).

In den vergangenen Jahren gab es im Zusammenhang mit der Einnahme von Statinen
immer wieder vereinzelte Berichte tber unerwiinschte Wirkungen, die iliber das
zentrale Nervensytem vermittelt wurden und pharmakologische Effekte im Gehirn nahe
legen. Diese betreffen das Aufreten von Depressionen, Erinnerungsverlust, Schwindel,
Verwirrtheit, aggressivem Verhalten und Schlafstérungen (Ehrenberg, 1999; Tatley,
2007). Ausgehend von Berichten, dass geringe Serumcholesterolspiegel mit
Depressionen und suizidalem Verhalten assoziert sein konnten, wurde befiirchtet, dass
Satine diese Phanomane noch verstarken, was sich mittlerweile aber als unbegriindet
herausstellte (Callreus, 2007; Huffman, 2007; Manfredini, 2000; Yang, 2003). Zahlreich
systematische Untersuchungen und Metaanalysen konnten ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen Einnahme von Statinen und unverwiinschten zentralen
Wirkungen herstellen (Harrison, 1994; Tuccori, 2008; Xiong, 2005). In einer Studie
wurde sogar von einem geringeren Riskio fiir Depressionen nach Statingabe berichtet,
was moglicherweise mit einer erhdhten Freisetzung von BDNF in Verbindung stehen
konnte (Tsai, 2007; Yang, 2003).

Weitere indirekte Hinweise auf erwiinschte Wirkungen im zentralen Nervensystem
liefern klinische Studien, die fiir Statingabe eine Abnahme der Inzidenz von
Schlaganfallen berichten (Amarenco, 2007; Riepe, 2008). Satine scheinen auch bei
Gehirntraumata hilfreich zu sein, wie in einem in vivo Modell gezeigt wurde (Pannu,
2007). Die pleiotropen Eigenschaften der Statine, wie endothelialer Schutz iiber das NO-
Synthasesystem oder die antioxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften
legen Effekte dieser Wirkstoffklasse bei zahlreichen neurologischen Krankheiten, wie
Alzheimer, Parkinson, Multipler Sklerose oder Hirntumoren nahe (Bifulco, 2008; Weber,
2006b). Allerdings befinden sich die praklinischen und klinischen Forschungen zu
diesen Einsatzgebieten noch in ihren Anfangen.

1.6.4.1.2. Statine als Alzheimer-Therapeutika

Zahlreiche retrospektive Studien belegen, dass Statine das Risiko an Alzheimer zu
erkranken siginfiant senken (Haag, 2009; Hajjar, 2002; Jick, 2000; Rockwood, 2002;
Wolozin, 2000; Zamrini, 2004). In der Folge initiierte prospektive Studien konnten
liberwiegend keinen positiven Effekt auf die Inzidenz der Alzheimer Krankheit
nachweisen (Arvanitakis, 2008; Li, 2004; Rea, 2005; Rosenberg, 2008; Shepherd, 2002;
Zandi, 2005). Auch eine Kkirzlich erschienene Meta-Analyse konnte keine
krankheitsmodulierende Effektivitat feststellen (Rockwood, 2006). Moglicherweise
verlangsamen Statine allerdings die Progerssion der Krankheit, worauf neuere Studien
hindeuten (Sparks, 2006b; Sparks, 2005). Dabei scheint der Nutzen einer Therapie bei
AD-Patienten vom ApoE-Genotyp, den Plasmacholesterolspiegeln und dem Schweregrad
der Demenz abhidngig zu sein (Sparks, 2006a). Die Dauer der bislang durchgefiihrten
prospektiven Studien deckt sich nicht mit den langen Beobachtungszeitraumen
epidemiologischer Studien. Vor dem Hintergrund, dass die Halbwertzeit des Sterol-
Pools im Gehirn des adulten Menschen ca. 4,6 Jahren betragt (Dietschy, 2004), schiitzt
moglicherweise nur eine langfristige Statineinnahme vor pathologischen Prozessen. So
fand eine aktuelle populations-basierte Kohortenstudie, die iiber sechzehnhundert
Personen fiinf Jahre lang beobachtete, dass Statine das Riskio fiir kognitive
Beeintrachtigungen oder Demenzen halbieren (Cramer, 2008). Auch eine aktuelle
retrospektive Untersuchung mit einem Beobachtungszeitraum von flinfzehn Jahren

23



belegt einen protektiven Effekt der langfristigen Einnahme von Statinen auf das Risiko
an Alzheimer zu erkranken (Haag, 2009).

1.6.4.2. Unerwiinschte Wirkungen

Unerwiinschte Wirkungen sind vor allem mit Lovastatin beobachtet worden, dem am
langsten angewandten Prdparat. Diese gelten aber wohl fiir die ganze Stoffklasse.
Asymptomatische passagere Anstiege der Serumtransaminasen von weniger als 0,2%
und der Creatinkinase (CK) von weniger als 0,05% sind bei der Anwendung aller
Praparate aufgetreten. Die Beschwerden reichen von Muskelschmerzen iiber Myalgien,
ohne klinisch relevante Befunde, bis zu einer klinisch manifesten Myopathie. Im
schwersten Fall kann akute Rhabdomyolyse mit extrem erhéhten CK-Werten auftreten,
die in akutem Nierenversagen minden kann. In einer epidemiologischen
Kohortenstudie aus Grofdbritannien betrug die Haufigkeit einer Myopathie durch
Statintherapie 2,3 Falle pro 10.000 Personenjahren mit Fibrattherapie 6,6 Fille pro
10.000 Personenjahren gegeniiber unbehandelten Patienten mit Hyperlipiddmie, bei
denen keine Myopathie registriert worden war. Die Inzidenz einer Myopathie in der
allgemeinen Bevolkerung wurde mit 0,2 Fallen pro 10.000 Patientenjahren berechnet.
Erst kirzlich wurden vier Falle einer klinischen Myopathie ohne laborchemische
Abweichungen bekannt, bei denen Muskelbiopsien entnommen wurden. Eine wahrend
der Episode mit Muskelschmerzen, die zweite wahrend der Placebophase und die dritte
ohne klinische Beschwerden. Wahrend der Therapie fanden sich histologisch eindeutige
Zeichen einer metabolisch bedingten Myopathie, die charakteristisch fiir eine Stérung
der mitochondrialen Atmungskette ist (Keller, 2005).

Wahrend mit einer Statin-Monotherapie myopathische Probleme selten sind (0,025% in
der Heart Protection Study mit 40 mg Simvastatin liber 5 Jahre, bei iiber 10.000
Patienten), miissen Komplikationen befiirchtet werden, wenn gleichzeitig Arzneimittel
verordnet werden, die ebenfalls iiber das CYP-450-System metabolisiert werden.
Besonders gefahrlich scheint die gleichzeitige Verordnung von Statinen und Fibraten zu
sein, die Gefahr der Rhabdomyolyse wird in solchen Fallen mit 1 bis 5% angegeben.
Besonders altere multimorbide Frauen sind gefdhrdet (Keller, 2005) (siehe auch
1.6.4.2.1. Interaktionen).

Eine Metaanalyse von fiinf grofden randomisierten Interventionsstudien mit 30.817
Patienten, davon 15.420 mit Satintherapie und einer Dauer von 5 Jahren ergab keinen
Hinweis auf ein gesteigertes Karzinomrisiko. Im Gegenteil, die Gesamtmortalitiat der
Statin-behandelten Patientengruppe ging zuriick (Keller, 2005). Es existieren auch
Hinweise, dass eine langfristige Einnahme von Statinen vor Prostatakrebs schiitzt
(Solomon, 2008).

Hintere Schalentriibungen der Augenlinse, wie sie bei Beaglehunden wahrend einer
hoch dosiertern Therapie auftraten und die bei Unterbrechung der Therapie reversibel
waren, wurden beim Menschen nur vereinzelt festgestellt. Gelegentliche
Augenuntersuchungen wahrend einer Therapie mit Statinen werden deshalb angeraten.
Bisweilen treten Dyspepsien, Flatulenz und epigastrale Schmerzen milder Auspragung,
noch seltener Hautausschlage, Kopfschmerzen oder Schlafstérungen auf. Nach den
bislang vorliegenden Daten sind die Statine gut vertragliche Substanzen mit relativ
seltenen Nebenwirkungen, wenn die im Folgenden genannten Interaktionen bedacht
werden (Keller, 2005).
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Vereinzelte Befunde beschreiben unter Statintherapie das Aufreten von Depressionen,
Erinnerungsverlust, Schwindel, = Verwirrtheit, = aggressivem  Verhalten und
Schlafstérungen (Ehrenberg, 1999; Tatley, 2007). Zahlreich systematische
Untersuchungen und Metaanalysen konnten keinen Zusammenhang zwischen Einnahme
von Statinen und unverwiinschten zentralen Effekten herstellen (Tuccori, 2008)
(Harrison, 1994; Xiong, 2005). Allerdings halten einige Autoren gelegentliche Insomie
und Schlafstorung als Nebenwirkungen unter Statineinfluss durchaus fiir moglich.

1.6.4.2.1. Interaktionen

Wahrend einer Therapie mit Lovastatin und Ciclosporin, Gemfibrozil, Nicotinsdure oder
Erythromycin sind Falle akuter Rhabdomyolyse mit Myoglobinurie und akutem
Nierenversagen beobachtet worden. Messungen des Plasma-Lovastatinspiegels
wahrend einer Ciclosporintherapie zeigten, dass es zu einer verminderten Ausscheidung
von Lovastatin kommt und der Plasmaspiegel bei gleichzeitiger Ciclosproingabe deutlich
hoher ist als bei Lovastatin-Monotherapie. Bei immunsuppremierten Patienten,
insbesondere nach einer Herztransplantation, muss deshalb die Lovastatindosis
reduziert werden und sollte 20 mg/Tag nicht tberschreiten (Keller, 2005). Generell
bergen alle medikamentdsen Therapien die zu einer Erhohung der Statinplasmaspiegel
fiihren die Gefahr einer Myopathie. Allerdings stellt die fatale Rhabdomyolyse unter
Statingabe mit weniger als einem Todesfall pro einer Millionen Verschreibungen ein
sehr seltenes Ereignis dar. Eine Ausnahme macht hier Cerivastatin. Dieses als Lipobay
verkaufte Statin wurde 2001 aus dem Handel genommen, nachdem weltweit 52
Todesfélle durch Rhabdomyolyse und akutem Nierenversagen auftraten. Zurtiickgefiihrt
wurde die Mehrzahl der Fille auf die Arzneimittelinteraktion von Cerivastatin mit
Gemfibrozil. Aber selbst unter einer Cerivastatin-Monotherapie wurden, im Vergleich zu
anderen Statinen, zehn bis fiinfzig mal mehr Fille fataler Rhabdomyolyse registriert
(Staffa, 2002).

Die Statine werden liberwiegend in der Leber durch Isoenzyme des Cytochrom-P450-
Systems metabolisiert. Mit Ausnahme von Fluvastatin und Rosuvastatin, die tiber
CYP2C9 abgebaut werden, wird der Metabolisums der anderen HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren durch CYP3A4 katalysiert. Pravastatin wird unabhangig vom Cytochrom-P-
450-System metabolisiert und hauptsachlich sulfatiert (Keller, 2005). Viele
Interaktionen der Statine erklaren sich durch ihre Konkurrenz mit anderen
Arzneimitteln an CYP450-Enzymen, insbesondere dem CYP3A4 aber auch CYP2C9 und
CYP2D6. Ein Teil dieser Arzneimittel wirkt als Substrat, ein Teil als Inhibitor des
Enzyms. Andere Arzneimittel induzieren das Enzym. Eine Aktivierung des humanen
Pregan-X-Rezeptors (hPXR) als nukledren Transkriptionsfaktor durch Bindung von
Arzneimitteln an eine spezifische Bindungsdomidne des hPXR fiihrt zu einer
Heterodimerbildung mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Das Heterodimer bindet an
das Responseelement des Promoters des CYP3A4 Gens und steigert seine Transkription,
nachdem weitere Elemente, Histo-Acyltransferasen, Kointegratoren und Koaktivatoren
gebunden wurden. Fiir folgende Arznei- bzw. Nahrungsmittel wurden Interaktionen mit
den Statinen beschrieben, die auf diesem Mechanismus beruhen: Ciclosporin,
Tacrolimus, Ketoconazol, Itraconazol, Flucanozol, Miconazol, Clotrimazol, Erythromycin,
Clarithromycin, Rifampicin, Norfloxacin, Saquinavir, Indinavir, Titronavir, Nelfinavir,
Diltiazem, Verapamil, Nifedipin, Felodipin, Aminodarone, Clopidogrel, Fibrate,
insbesondere Gemfibrozil, Nicotinsdaure, Cumarine, Carbamazepin, Amitriptylin,
Nefazodon, Sertralin, Grapefruitsaft u.a. (Keller, 2005).
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Bei einzelnen Patienten ist bei gleichzeitiger Therapie mit Statinen und Phenprocoumon
eine Verlangerung der Prothrombinzeit aufgefallen. Daher sollte die Thromboplastinzeit
Uberpriift werden, wenn diese Substanzen gleichzeitig zum Einsatz kommen (Keller,
2005).

1.6.4.2.3. Kontraindikationen

Bei Leber- und Muskelerkrankungen sind Statine kontraindiziert (Keller, 2005). Bislang
gibt es keine eindeutigen Hinweise auf eine teratogene Wirkung von Statinen, von einer
Einnahme in der Schwangerschaft und Stillzeit wird allerding abgeraten (Edison, 2004)

2. Zielsetzung

Richtungsweisend fiir die Zielsetzung dieser Arbeit, die pharmakologische
Beeinflussung der zentralen Lipidhomdostase zu erforschen, waren epidemiologische
Befunde, dass Statine signifikant das Risiko an der Alzheimer Demenz zu erkranken,
senken. Zu Beginn der wissenschaftlichen Arbeiten zu dieser Habilitationsschrift war
etwa bekannt, dass Statine den Schlaf beeinflussen, auch wurde berichtet, dass nach
Einnahme von lipophilen Statinen, diese die Cerebrospinalfliissigkeit erreichen. Dartiiber
hinaus lagen aber nur wenige Befunde zur Pharmakologie von Statinen im Gehirn vor.

Da Statine das Schliisselenzym des Mevalonatstoffwechsels inhibieren, welcher zellular
unter anderem Cholesterol liefert, lag es nahe, auch der zentralen
Cholesterolhomoostase Augenmerk zu schenken. Da die Aktivitit der HMG-CoA-
Reduktase zwar geschwindigkeitsbestimmend fiir die Cholesterolbiosynthese ist, dieses
Enzym aber am Anfang einer Kaskade von enzymatischen Reaktionen steht, die
letztendlich zum Endprodukt Cholesterol fiihren, sollten Zwischenstufen des
Mevalonatsoffwechsels untersucht werden. In eigenen, vorausgegangenen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass mit zunehmendem Alter der Cholesterolgehalt von
neuronalen Membranen steigt. Gleichzeitig zeigt sich eine altersbedingte Erniedrigung
der Membranfluiditat. Interessanterweise wiesen Gehirnmembranen aus dem
Hippokampus von verstorbenen Alzheimer Patienten zwar eine signifikant erniedrigte
Fluiditat auf, der Cholesterolgehalt war allerdings nicht verdandert. Diese Vorbefunde
stellten wichtige Ausgangspunkte fiir die wissenschaftlichen Betrachtungen in der
vorliegenden Arbeit dar.

Neben Cholesterol liefert der Mevalonatstoffwechsel auch Isoprenoide wie Dolichol,
Farnesylpyrophosphat oder Geranylgeranylpryophosphat. Die beiden Letztgenannten
spielen eine wichtige Rolle als lipophile Ankermolekiile bei der molekularen Aktivierung
von zelluldren Signalproteinen wie Ras und Rho. Da Statine durch die Inhibition der
HMG-CoA-Reduktase sowohl die Bildung von Cholesterol als auch der Isoprenoide
hemmen, sollte auch den Isoprenoiden Aufmerksamkeit geschenkt werden.
Insbesondere auch deshalb, weil Literaturbefunde eine Rolle von isoprenylierten
Proteinen bei der Entstehung der Alzheimer Demenz nahelegen. Die bis dato berichteten
[soprenoidgehalte in Zellen und im Blutplasma wurden mit nicht validierten Methoden
erhoben und kénnen daher fehlerbehaftet sein. Um die pharmakologischen Effekte von
Statinen auf den Isoprenoidstoffwechsel zu beurteilen, ist die Kenntnis von exakten
Konzentrationen unabdingbar. Daher sollte eine validierte Methode zur
Gehaltsbestimmung von FPP und GGPP entwickelt werden. Diese Methode sollte dann
erste Gehalte an Isoprenoiden in Gewebeproben von Alzheimer Patienten liefern, um so
die Betrachtungen zum Mevalonatbiosyntheseweg zu komplettieren.
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Neben Cholesterol-senkenden Effekten wurden fiir Statine noch weitere, Cholesterol-
unabhéngige Effekte in der Korperperipherie beschrieben. Diese pleiotropen Effekte
wurden hauptsachlich mit der Inhibition der Isoprenoidsynthese in Zusammenhang
gebracht. Zu Beginn der Arbeit lagen nur vereinzelte Befunde zu pleiotropen Effekten
von Statinen im vaskuldren Bereich des Gehirns vor. Ziel war es daher auch, mogliche
pleiotrope Effekte von Statinen im Gehirn aufzuspiiren. Im Laufe der wissenschaftlichen
Untersuchungen gelang es mit Hilfe von DNA-Mirkoarrayuntersuchungen neue
Angriffsorte von Statinen im Gehirn zu identifizieren und Effekte von Statinen auf anti-
apoptotische Mechanismen nachzuweisen. Diese erwiesen sich sowohl Cholesterol- als
auch Isoprenoid-unabhangig. In der Folge wurde in der vorliegenden Arbeit auch der
Frage nachgegangen, ob dieser neuartige Wirkmechanismus in vivo funktionell relevant
ist und fiir die, etwa bei Schlaganfallpatienten gut dokumentierten, neuroprotektiven
Eigenschaften von Statinen mit verantwortlich gemacht werden kann.
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4. Diskussion

Statine reprasentieren selektive Inhibitoren der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl Coenzym
A (HMG-CoA) Reduktase (HMGR), dem geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der
Cholesterolbiosynthese (Abb 4.1). Neben ihrer breiten Anwendung als Lipid-senkende
Arzneimittel deuten aktuelle klinische Studien darauf hin, dass Statine bei Patienten mit
vaskuldaren Krankheiten das Schlaganfall-Risiko senken (Amarenco, 2004; Paciaroni,
2007). Auch fiir weitere neurologische Krankheiten wird eine neuroprotektive Wirkung
der Statine diskutiert, etwa bei Riickenmarksschadigung (Pannu, 2007), Hirntrauma
(Wang, 2007), Multipler Sklerose (Neuhaus, 2005) oder bei der Alzheimer Krankheit
(Eckert, 2007b). Die klinischen Befunde lassen sich in praklinischen Modellen
simulieren. Beispielsweise reduziert die langfristige Verabreichung von Simvastatin die
Inzidenz und die Grofde von spontan auftretenden Schlaganfillen bei Ratten
(Kawashima, 2003). Dariiber hinaus zeigt die fortgesetzte Verabreichung von
Simvastatin ein Tag nach fokaler, zerebraler Ischiamie neuro-restaurative Effekte (Chen,
2003). In einem Tiermodell der Multiple Sklerose, bessern Statine die
Autoimmunenzephalomyelitis und verhindern diese bestenfalls (Youssef, 2002).

In vivo und in vitro Studien haben ergeben, dass Statine die Bildung des
neurotoxischen, mit der Alzheimer Krankheit assoziierten Beta-Amyloid Peptid senken
(Bodovitz, 1996; Fassbender, 2001; Howland, 1998; Runz, 2002; Simons, 1998).
Allerdings wurden die zerebralen Cholesterolgehalte im Rahmen von in vivo Studien
entweder nicht oder nur relativ wenig durch Statine beeinflusst (Eckert, 2005). Statine
schitzen Neurone vor NMDA-induzierter Toxizitat, eine dhnliche Protektion lasst sich
auch durch eine mechanische Cholesterol-Reduktion durch den Sterol-Akzeptor
Cyclodextrin erreichen (Zacco, 2003). In einem experimentellen Modell des
Schlaganfalls zeigte sich im Gehirngewebe von Statin-behandelten Ratten verstarkte
Synaptogenese, Neurogenese und Angiogenese (Cheng, 2003). Die beobachteten Effekte
waren Cholesterol-unabhingig. Cholesterol-unabhdngige Effekte der Statine schliefen
anti-oxidative Aktivitdt, Hochregulation der eNOS-Expression, Inhibition von
inflammatorischen Prozessen, Zellwachstum oder erhohter Glukosemetabolismus ein
(Hamelin, 1998; McFarlane, 2002; Werner, 2002) und tragen moglicherweise zur
Neuroprotektion bei. Besondere wissenschaftliche Aufmerksamkeit hinsichtlich der
Cholesterol-unabhingigen Effekte der Statine geniefdt die Synthese von Isoprenoiden
(McFarlane, 2002; Werner, 2002).

Falls sich Statine wirklich als neuroprotektiv erweisen, stellt sich die Frage nach dem zu
Grunde liegenden Wirkmechanismus.
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Abb. 4.1. Der Mevalonat-Biosyntheseweg. Durch die, iber die HMG-CoA Synthase (HMGR) katalysierte
Reduktion von HMG-CoA entsteht zunachst Mevalonat, das in weiteren Reaktionen unter anderem durch
die Farnesylpyrophosphat-Synthase (FPPS) in Farnesylpyrophosphat (FPP) umgewandelt wird. FPP ist
der Prekursor fiir Squalen, aus dem in vielen weiteren Schritten Cholesterol synthetisiert wird.
Cholesterol moduliert in neuronalen Membranen die Fluiditit, was in Zusammenhang mit der
Prozessierung des Alzheimer-relevanten Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP) gebracht wird. Die APP-
Prozessierung scheint eng mit speziellen Membran-Mikrodomanen, den Lipid rafts, verbunden zu sein.
Weiterhin ist Cholesterol nicht homogen in Membranen verteilt, sondern befindet sich in diskreten
Membranpools. Aus FPP wird auch Geranylgeranylpyrophosphat (GPP) synthetisiert. Die Isoprenoide FPP
und GGPP dienen als lipophile Reste, mit denen kleine G-Proteine wie Ras-, Rho-, oder Rac-Proteine in
zellulire Membranen verankert werden. Statine greifen tiber die Inhibition der HMGR, sowohl in die
Biosynthese von Cholesterol, as auch in die von Isoprenoiden ein. Dabei scheint Apolipoprotein E (Apo E)
fir die Wirkung von Statinen im Gehirn essentiell zu sein. Daneben wurden fiir Statine auch Effekte
auflerhalb des Mevalonat-Biosyntheseweges gefunden, die auf noch unbekannten Mechanismen (?7?) tiber
Endothelin-1 (ET-1) das anti-apoptotischen Bcl-2-Protein erhoéhen. Die Erforschung der zentralen
Lipidhomoostase und deren pharmakologische Beeinflussung durch Statine im Rahmen der vorliegenden
Arbeit orientierte sich an den skizzierten Stoffwechselschritten, die jeweils diskutierten Zweige sind
entsprechend markiert (Diskussion 4.1 - 3.).

Die Erforschung der neuroprotektiven Eigenschaften von Statinen im Rahmen dieser
Arbeit orientierte sich am Mevanolat-Biosyntheseweg und an aufderhalb dieses Schemas
liegenden =~ Mechanismen  (Abb. 4.1). Zunachst werden die zentrale
Cholesterolhomoostase und der Einfluss von Statine auf diese diskutiert (Diskussion
4.1.). Da sich initial zeigte, dass Apolipoprotein E fiir die Wirkung von Statinen im Gehirn
essentiell zu sein scheint, wurde die Bedeutung dieses Cholesterol-Transportmolekiils
fir die Lipidkomposition von neuronalen Membranen naher beleuchtet. Es folgen die
Betrachtungen zu den Effekten von Statinen auf neuronale Membranen und Membran-
Mirkodomanen. Weiterhin wurde untersucht, ob die Prozessierung von Amyloid-
Prekursor-Protein vom membranidren Cholesterolgehalt abhingig ist, und ob Protein-
Lipid Interaktionen physiko-chemische Eigenschaften von Membranen beeinflussen.

Es folgt die Betrachtung der pleiotropen, Cholesterol-unabhanigen Effekte der Statine
auf Isoprenoide als spezielle Intermedidrprodukte des Mevalonat-Biosyntheseweges
(Diskussion 4.2) und Bcl-2 vermittelte Apoptosemechanismen (Diskussion 4.3).
Isoprenoide und isoprenylierte kleine G-Proteine wurden vielfach mit der Alzheimer
Krankheit in Verbindung gebracht. Mit Hilfe einer sensitiven und validierten Methode
zur Bestimmung von FPP und GGPP konnten erstmals erhohte Gehalte an Isoprenoiden
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im Gehirn von Alzheimer Patienten nachgewiesen werden. Die Befunde zur Modulation
von Isoprenoiden im Gehirn durch Statine legen eine spezifische Dysregulation des
[soprenoidsynthespfads im Gehirn von Alzheimer Patienten nahe.

Mit der Identifizierung von anti-apoptotischen Bcl-2-Protein als neues Target fiir
Statine im Gehirn konnte erstmals ein neues neuroprotektives Prinzip dieser
Wirkstoffklasse im zentralen Nervensystem nachgewiesen werden. (siehe auch: Aufbau
der Diskussion, auf der folgenden Seite).

31



Aufbau der Diskussion

4.1. Untersuchungen zur zentralen Cholesterolhomdéostase - Einfluss von Statinen

4.1.1. Effekte von Lovastatin auf den Cholesterolgehalt im Gehirn von normalen und Apo
E-defizitiren Mausen
Neuro Report,2001, 12: 883-887.

4.1.2. Einfluss des Apolipoprotein-Genotyps auf den Cholesterolgehalt von neuronalen
Membranen und den Metabolismus von APP
Molecular Nutrition & Food Research, 2007, 51:1510-7.

4.1.3. Altersabhingig veridnderte Protein- und Lipidkomposition von synaptosomalen
Lipid rafts der Maus - Einfluss von humanem Apo E
Brain Res., 2003, 962: 144-150.
J. Neurol .Sci., 2005, 229-230: 225-32.

4.1.4. Statine beeinflussen Cholesterol-Mikrodomanen in synaptosomalen
Plasmamembranen
Biochem. Pharmacol., 2003, 65: 843-856.

4.1.5. Membranstindiges Cholesterol - Kopplung zwischen Mikrodominen und ABC-
Transporter-Aktivitat
Biochem. Biophys. Res. Commun., 2007, 354(1):216-21

4.1.6. Regulation der zentralen Cholesterolhoméostase durch den Leber-X-Rezeptor
Agonisten TO-901317
Neurosci. Lett., 2007, 423:47-52

4.1.7.Die Bildung von Beta-Amyloid-Protein ist prinzipiell nicht von Cholesterol abhingig
BBA-Biomembranes 2009, DOI 10.1016/j.bbamem.2009.01.012.

4.1.8. Presenilin-1 beeinflusst die physiko-chemischen Eigenschaften von neuronalen
Membranen
BBRC, 2009, eingereicht.

4.2. Intermediarprodukte des Mevalonat-Biosyntheseweges - Isoprenoide

4.2.1. Entwicklung und Etablierung einer validierten Methode zur Bestimmung von FPP
und GGPP in menschlichem Gehirngewebe
Analytical and Bioanalytical Chemistry 2008, 392: 673-80.

4.2.2. Erhohte FPP- und GGPP-Gehalte im Gehirngewebe von Alzheimer Patienten
Neurobiol Dis., 2009, eingereicht.

4.2.3. Statine senken die zerebralen Gehalte von FPP und GGPP
Neurobiol Dis., 2009, eingereicht.

4.3. Die Beeinflussung der Apoptose - Ein neuartiger Wirkungsmechanismus von
Simvastatin im Gehirn

4.3.1. Bcl-2-Protein - Ein neues Target fiir Statine im Gehirn
J. Pharmacol. Exp. Ther., 2005, 312: 786-793.

4.3.2. Simvastatin induziert die Expression von Bcl-2 und schiitzt neuronale Zellen in
vitro
J. Neurochem., 2007, 101(1):77-86.

4.4.3. Simvastatin vermittelt iiber Bcl-2 neuroprotektive Wirkungen in vivo
Neurobiol. Dis., 2007, 25(2):438-45.

32



4.1. Untersuchungen zur zentralen Cholesterolhomoostase - Einfluss von Statinen

4.1.1. Effekte von Lovastatin auf den Cholesterolgehalt im Gehirn von normalen
und Apo E-defizitiren Mausen

Cholesterol reprasentiert einen essentiellen Modulator der Integritit von zelluldren
Membranen und ist besonders wichtig fiir die physiologischen Funktionen von
Gehirnmembranen (Wood, 2007). Seit langerem wird eine mdogliche Rolle des Steroids
bei der Alzheimer Krankheit diskutiert (Roher, 1999; Wood, 1999). Apo E ist ein 34 kDa
grofdes Protein, das an Rezeptoren der low-density Lipoprotein (LDL) Familie bindet
(Mahley, 1988; Saunders, 1993). Beim Menschen kommt es in den Isoformen E2, E3 und
E4 vor, die sich in ihrer Primarstruktur an den Positionen 112 und 158 unterscheiden.
Apo E stellt das wichtigste Lipoprotein im Gehirn und somit das wichtigste
Transportmolekiil fiir Cholesterol im Zentralnervensystem dar (Mahley, 1988; Saunders,
1993). Dabei ist es am Transport, der Verteilung und anderen Aspekten der zentralen
Cholesterolhomoostase beteiligt, die weitgehend unabhdngig vom peripheren System
reguliert sind (Mahley, 1988). Apo E spielt auch eine dominante Rolle fiir die
Mobilisierung und Umverteilung von Lipiden im Gehirn, vor allem beim Erhalt, der
Reparatur und dem Wachstum von Nervenzellen (Mahley, 1988). Die Identifikation von
Apolipoprotein (Apo) E4 als robusten Risikofaktor fiir die Alzheimer Krankheit, gab den
ersten Hinweis auf eine mogliche Beteiligung von Cholesterol am Krankheitsgeschehen
(Saunders, 1993).

Vor einigen Jahren deuteten viele Evidenzen auf eine direkte Beteiligung von
membrangebundenem Cholesterol bei der Pathogenese der Alzheimer Krankheit hin.
Cholesterol moduliert die Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (Bodovitz, 1996;
Galbete, 2000) und beeinflusst die zellulare Produktion von A (Frears, 1999; Simons,
1998). Auf der anderen Seite zeigen unter anderem eigene Daten, dass Cholesterol vor
den neurotoxischen und Membran-stabilisierenden Eigenschaften von A schiitzt
(Eckert, 2000; Hartmann, 1994; Zhou, 1996). Weiterhin beeinflusst Af selbst die
zelluldare Cholesterolhomdostase und moduliert die Synthese und die Verteilung des
Steroids in neuronalen Zellen in Kultur und in fetalem Rattenhirn (Koudinova, 2000).

Aus den dargestellten Zusammenhdngen wird das Interesse an
pharmakologischen Strategien deutlich, um die zentrale Cholesterolhomdostase zu
beeinflussen. Die hier dargestellten Untersuchungen reprasentieren die erste Arbeit, die
sich gezielt mit pharmakologischen Effekten im Gehirn auseinandersetzt. Bis dato
existierten zwar Berichte liber zentrale, unerwiinschte Wirkungen von Lovastatin aber
keine systematischen praklinischen Untersuchungen hierzu (Saheki, 1994).

Da das Alter der Hauptrisikofaktor fiir die Alzheimer Krankheit ist, wurden
Mause unterschiedlichen Alters untersucht: Einen Monat alte Mause, die sich gerade am
Ende der Ausreifungsphase des Gehirns befinden, und 12 Monate alte Mduse mit
beginnenden Hirnalterungsprozessen. Um den Einfluss von Apo E auf die
Pharmakologie von Lovastatin im Gehirn zu erfassen, wurden weiterhin Apo E-knock
out-Mause eingesetzt. Die Gehirne dieser Mduse zeigen Analogien zu post mortem
Befunden von Alzheimer Patienten. So sind die Apo E Spiegel im Gehirn von Alzheimer
Patienten deutlich erniedrigt (Masliah, 1995), was mit der Anzahl der E4 Allele
korreliert.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Eckert, 2001a):
* Obwohl sich eine Tendenz zu hoheren Cholesterolwerten bei dlteren Mdusen
erkennen lasst, dndern sich die Cholesterolspiegel im Serum von Mausen mit dem
Lebensalter nicht signifikant.

33



« Im Vergleich zu 12 Monate alten Mausen haben Apo E-knock-out-Mause fast fiinf-
fach erhohte Cholesterolwerte im Serum.

» Die chronische Verabreichung von Lovastatin hat weder bei jungen, mittelalten,
noch bei Apo E-knock-out-Mausen einen Einfluss auf die Cholesterolspiegel im
Serum.

* Obwohl die Cholesterol-Serumkonzentration bei Apo E-knock-out-Mdusen fast
fiinf-fach erhoht ist, befinden sich die Cholesterolkonzentrationen in
Gehirnmembranen beider Mausearten auf dem gleichen Niveau.

+ Eine 21-tdgige orale Gabe von 100mg/kg KG Lovastatin senkt signifikant die
Cholesterolkonzentration in neuronalen Membranen von jungen und mittelalten
Mdausen um ca. 30%.

+ Die Lovastatin-induzierte Reduktion der Cholesterolkonzentration fiithrte sowohl
bei jungen als auch bei mittelalten Tieren zu einer Fluidisierung der neuronalen
Membranen.

+ Im Gegensatz dazu hat Lovastatin keinen Effekt bei Apo E-knock-out-Mausen: Die
Cholesterolkonzentrationen in isolierten Membranen bleiben unverandert.

+ Die aus dem Gehirn von Apo E-knock-out-Mausen isolierten neuronalen
Membranen zeigten keine Verdnderung der Fluiditdt durch Lovastatin.

Unsere Ergebnisse zeigen klar, dass die Behandlung von 1- bzw. 12-Monate alten
Mausen mit dem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer Lovastatin den Gehalt von Cholesterol
in neuronalen Membranen um ca. 30% senkt. Dies deutet auf eine recht starke
Hemmung der de novo Synthese von Cholesterol im Gehirn hin. Die peripheren
Cholesterolspiegel im Serum und der Leber werden dabei in Ubereinstimmung mit der
Literatur nicht beeinflusst (Krause, 1995).

Wir konnten Vorbefunde bestatigen, dass Apo E-knock-out-Mause dramatisch erhohte
Serumcholesterolwerte aufweisen (Plump, 1995) und das bei unverdnderten
Cholesterolwerten im Gehirn (Lomnitski, 1999). Interessanterweise konnten wir
erstmals zeigen, dass Lovastatin keine Effekte auf den Cholesterolgehalt neuronaler
Membranen aus dem Gehirn von Apo E-knock-out-Mausen hat. Dieses Ergebnis legt die
Schlussfolgerung nahe, dass Apo E als wichtigstes Cholesterol-Transportmolekiil im
Gehirn (Rothblat, 1992), fiir die pharmakologische Wirkung von Statinen im Gehirn
essentiell ist. Moglicherweise weisen Apo E-knock-out-Maduse eine erniedrigte
Cholesterolumsatzrate im Gehirn auf, was kiinftige Untersuchungen zeigen miissen.

4.1.2. Einfluss des Apolipoprotein-Genotyps auf den Cholesterolgehalt von
neuronalen Membranen und den Metabolismus von APP

In einer Reihe von Untersuchungen zur Pravention oder Therapie von AD zeigte der
Einsatz von a-Tocopherol (aToc) positive Effekte (Morris, 2002; Sano, 1997). aToc
reprasentiert ein lipophiles Antioxidans, das zur Vitamin E-Familie gehort. In anderen
Studien allerdings konnte mit aToc nicht den klinischen Symptomen der AD
entgegengewirkt werden (Kang, 2006; Petersen, 2005). Wie schon weiter oben
ausgefiihrt, ist der Apo E4-Genotyp stark mit AD verlinkt, allerdings sind die
Mechanismen, die zu einer Erhéhung des Krankheitsrisikos fiihren, noch nicht
vollstandig verstanden (Mahley, 2006). Neben den Effekten auf die Bildung von A und
auf Reparaturmechanismen wird auch eine, in der Reihe Apo E4>E3>E2 abnehmende,
antioxidative Kapazitat diskutiert (Mahley, 2006; Miyata, 1996). Um die Effekte von
aToc auf frithe krankheitsrelevante Ereignisse im Gehirn der Tiere zu untersuchen
haben wir in der aktuellen Studie ein transgenes Apo E-Mausmodell verwendet. Hierzu
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wurde in unterschiedlichen Regionen des Gehirns untersucht, ob der Apo E-Genotyp
oder die Gabe von aToc einen Effekt auf die Fluiditit neuronaler Membranen und die
APP-Prozessierung haben. Weiterhin wurde die transkriptionelle Regulation von
Alzheiemer-relevanten Genen untersucht.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Huebbe, 2007):

* Der Apo E-Genotyp hatte keinen Einfluss auf den Cholesterolgehalt oder die
Fluiditat neuronaler Membranen.

+ Die Filtterung einer aToc-reichen Kost fiihrte unabhdnig vom Genotyp zu
deutlich erh6hten aToc-Spiegeln im Gehirn von transgenen Apo E-Mausen.

+ Die Fiitterung von hohen Dosen aToc hatte keinen Einfluss auf den
Cholesterolgehalt oder die Fluiditat neuronaler Membranen aus dem Gehirn von
transgenen Apo E3- und Apo E4-Mdausen.

* PCR Untersuchungen zeigten, dass die Gehalte der o-Sekretase ADAM10 in
Gehirnen von transgenen Apo E3-Mausen unabhanig vom aToc-Status signifikant
erhoht sind.

* (Gleichzeitig weisen Gehirne von transgenen Apo E3-Mdusen eine signifikant
erhohte Aktivitat der APP-spaltenden a-Sekretase auf, die Aktivitaten von (3- und
y-Sekretase waren unverandert.

» Die Behandlung von transgenen Apo E-Mausen mit aToc hatte keinen Einfluss auf
die Aktivitdt der getesteten Sekretasen.

» Die transkriptionale Expression der Zellzyklus-regulierenden Proteine Cyclin-A2,
-B1, -D1 und p19ARF wird durch den Apo E-Genotyp und durch aToc beeinflusst.

Der Apo E4-Genotyp ist mit einem erh6hten Risiko fiir die Alzheimer Demenz assoziiert
(Corder, 1993). Allerdings sind die zu Grunde liegenden Mechanismen noch unbekannt.
Die hier diskutierte Arbeit trigt zum Verstindnis der Atiologie der Apo E-Genotyp
assoziierten AD hinsichtlich des APP-Metabolismus und der Zellzyklus-Regulation bei.
Der Apo E4-Genotyp geht mit erhohten Plasmacholesterolspiegeln (Sing, 1985) und
einem gestorten neuronalen Cholesterolefflux einher (Lane, 2005). Die amyloidogene
Prozessierung von APP findet hauptsachlich in Cholesterol-reichen Domaéanen
biologischer Membranen, den Lpid rafts statt (Simons, 1997), deren Ausmafd von der
membrandren Cholesterolkonzentration abhdngt (Simons, 1998). In der vorliegenden
Arbeit wurde allerdings der Gehalt an unverestertem Cholesterol und die Fluiditit von
neuronalen Membranen nicht vom Apo E-Genotyp oder dem Gehalt von aToc in der Diat
abhangig gemacht.

Allerdings weisen unsere Daten auf eine Beeinflussung der APP-Prozessierung auf der
Transkriptionsebene hin. Die mRNA-Konzentration der a-Sekretase ADAM10 war in
Apo E4- im Vergleich zu Apo E3-Tieren signifikant erniedrigt. In Ubereinstimmung war
die kortikale a-Sekretase-Aktivitit in Apo E4-Tieren niedriger. Weder der Apo E-
Genotyp, noch die Vitamin E-Fiitterung hatten einen Einfluss auf den mRNA-Gehalt der
B-Sekretase BACE-1 oder der Aktivitit der [B- und vy-Sekretase. Somit tragen
moglicherweise  die erniedrigten  a-Sekretase-mRNA-Spiegel zur erhohten
amyloidogenen Prozessierung von APP bei, die in transgenen Apo E4-APPV717F-
Mausen beobachtet wurde (Holtzman, 2000). Da berichtet wurde, dass die Apo E-
Proteinkonzentration im Hippokampus und im Kortex von Apo E3- und Apo E4-Mausen
variiert (Ramaswamy, 2005), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die festgestellten
Unterschiede in der a-Sekretaseaktivitit auf unterschiedliche Expressionsniveaus
zuriickzufiihren sind.
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In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien publiziert, die im Rahmen der AD
liber eine abnormale Expression von Proteinen der Zellzyklus-Regulation berichteten
(McShea, 2007; Nagy, 1997). Allerdings fokussierten sich diese Untersuchungen auf den
Zellzyklus von post-mitotischen Neuronen. Diese Fragestellung wurde bisher noch nicht
in Gliazellen untersucht. Weiterhin reprasentieren unsere Experimente die erste
Untersuchung hinsichtlich des Einflusses des Apo E-Genotyps wund der
Supplementierung mit o-Toc. Hierzu haben wir die Expression unterschiedlicher
Zellzyklus-Proteine (Zykline) im Hippokampus untersucht, einer Gehirnregion, die bei
der AD besonders betroffen ist. Da die Expression von Zyklinen stark transkriptionell
reguliert ist, wurden die relativen mRNA-Konzentrationen bestimmt.

Basierend auf der festgestellten, niedrigeren Expression der Zykline D, A und B, relativ
zu Apo E3-Madusen, postulieren wir, dass der hippokampale Zellzyklus moglicherweise
behindert ist oder die Zahl der proliferierenden Zellen in Apo E4-Mausen reduziert ist.
Im ausgewachsenen Gehirn ist es primar Astrozyten moglich zu proliferieren, wahrend
terminal differenzierte Neurone post-mitotisch bleiben. Daraus schliefien wir, dass die
reduzierte Anzahl an proliferierenden Zellen in Apo E4-Mausen moglicherweise mit
einer Veranderung des Verhaltnisses von Gliazellen zu Neuronen einhergeht.

Die mRNA-Konzentration von Zyklin A und B, Proteinen der S- und G2-Phase (DNA-
Synthese und Vorbereitung der Mitose) war niedriger in Gehirnen von Apo E3-Mausen,
die eine a-Toc arme Diat erhielten. Andererseits war in Apo E4-Mdusen eine a-Toc
arme Diat mit hoheren Zyklin A- und B- Spiegeln assoziiert. Dies deutet darauf hin, dass
der Zellzyklus in Apo E3- und Apo E4-Mausen unterschiedlich reguliert ist.

Ein essentieller Regulator des Zellzyklus stellt das Protein p53 dar. Die Akkumulation
und Aktivierung von p53 fithrt zu einer erhohten Expression von zahlreichen
nachgeschalteten Proteinen, die den Zellzyklus unterdriicken, wie zum Beispiel p21
(Prives, 1998). In Tieren, die viel oder wenig a-Toc erhielten, war die Konzentration an
p53 im Kortex nicht verandert. Leider konnte p53 nicht im Hippokampus bestimmt
werden. Im Kortex variierten auch die mRNA-Konzentration an p21 nicht. Allerdings
wurde durch die aToc Fiitterung in Apo E4-Tieren der Gehalt des Kandidatengens
p19ARF signifikant erhoht. Der ,alternate reading frame” (ARF) befindet sich innerhalb
der Sequenz des p16INK4a Gens (Quelle, 1995). Daraus folgt, dass die hohere p19ARF-
Expression moglicherweise zu einem Stopp des Zellzyklus und erniedrigter
Zyklinexpression in Apo E4-Mausen beitragt.

Unsere Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Zellzyklus in Apo E3- und Apo E4-
Mdusen unterschiedlich reguliert ist und sich die Anzahl proliferierender Zellen
Genotyp-abhdngig andert. Dies konnte einen entscheidenden Beitrag zum Apo E-
abhingigen Demenzrisiko leisten. Allerdings miissen kiinftige Untersuchungen auf
Protein- und Enzymaktivitatsebene die Rolle von Zyklinen weiter vertiefen.

4.1.3. Altersabhangig verdnderte Protein- und Lipidkomposition von
synaptosomalen Lipid rafts der Maus - Einfluss von humanem Apo E

Wie schon weiter oben ausgefiihrt, stellt Apo E das wichtigste Lipoprotein im Gehirn
und somit das wichtigste Transportmolekiil fiir Cholesterol im Zentralnervensystem
dar (Fagan, 2000; Mahley, 1988). Dabei ist Apo E am Transport, der Verteilung und
anderen Aspekten der zentralen Cholesterolhomdostase beteiligt (Miyata, 1996). Apo E
spielt auch eine dominante Rolle fiir die Mobilisierung und Umverteilung von Lipiden im
Gehirn, vor allem beim Erhalt, der Reparatur und dem Wachstum von Nervenzellen
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(Miyata, 1996). Die Expression unterschiedlicher Isoformen von Apo E fiihrt zu
spezifischen Variationen, etwa bei der Freisetzung von Lipoproteinen durch Astrozyten,
dem neuronalen Wachstum, der Plastizitat, bei oxidativen Insulten, der
transmembrandren Cholesterolverteilung oder bei der Interaktion mit A
(zusammengefasst in (Fagan, 2000)). Daten deuten darauf hin, dass sich die AB-
induzierte Zytotoxizitdt durch Apo E isoform-spezifisch in der Reihe Apo E2> E3> E4
vermindern ldsst (Ma, 1996b; Miyata, 1996). Apo E2 schiitzt Zellen vor toxischen
Effekten von AB, wahrend Apo E3 ohne Effekt und Apo E4 selbst sogar toxisch ist
(Jordan, 1998). In Mausen, die humanes APP und Apo E exprimieren, verzogert Apo E3
synaptische Defizite, verglichen mit Mausen, die Apo E4 bilden (Buttini, 2002).
Weiterhin verzogert Apo E4 das neuronale Wachstum in kultivierten murinen
Neuronen, ein Prozess, der durch Apo E3 gefordert wird (Nathan, 2002). Ahnliche
Befunde liefern Untersuchungen an hippokampalen Schnitten von Mausen, die entweder
Apo E3 oder Apo E4 exprimieren (Teter, 2002).

Die Apo E-Isoformen zeigen nach Aufnahme in die Zelle iiber den LRP-Rezeptor

ein divergentes Verteilungsmuster innerhalb von Neuronen. Wahrend Apo E3 nur wenig
im spaten Endosom lokalisiert ist, finden sich in diesem Kompartiment grofde Mengen
an Apo E4 (DeKroon, 2001). Dieser Unterschied konnte fiir eine Beeinflussung der
intrazelluldren Lipidhomdostase und besonders fiir die Verteilung von Cholesterol, vor
allem in den Lipid rafts verantwortlich sein.
Im Gegensatz zu Astrozyten, die humanes Apo E4 exprimieren, setzen jene die die
Isoform Apo E3 exprimieren, mehr Cholesterol frei (Gong, 2002). Allerdings berichtet
eine andere Studie, dass aus dem Gehirn von Mausen isolierte Astrozyten, welche Apo
E3 oder Apo E4 exprimieren, sich nicht in ihrer Lipidzusammensetzung unterscheiden
(Fagan, 1999). Auf der anderen Seite wird neuronales Wachstum durch Astrozyten aus
Maiusen, die humanes Apo E3 anstelle von Apo E4 exprimieren signifikant besser
gefordert (Sun, 1998).

Die transmembrandre Verteilung von Cholesterol in synaptosomalen
Plasmamembranen (SPM) unterscheidet sich in Mausen je nach Expression von
humanem Apo E3 oder Apo E4 (Hayashi, 2002). Obwohl die Gesamtmenge an
Cholesterol in SPM von Apo E4- und Apo E3-Mausen unverandert ist, findet sich im
exofazialen Blatt von SPM aus dem Gehirn von Apo E3-Mausen signifikant mehr
Cholesterol. Interessanterweise entspricht diese Verteilung dem Bild bei SPM von alten
oder Apo E-knock-out-Mdusen (Igbavboa, 1997; Igbavboa, 1996). Unterschiede in der
transmembrandren Verteilung von Cholesterol beeinflussen die Fluiditdt der
Membranblitter, die Aktivitit von membrangebundenen Proteinen und den zelluldren
Cholesteroltransport (zusammengefasst in (Schroeder, 2001).

Das exofaziale ~ und  zytofaziale = Membranblatt  unterteilen  die
Membrandoppelschicht in zwei grofde Subdomanen. Kleinere Doméanen innerhalb der
Membran stellen Lipid rafts dar. Lipid rafts sind reich an Cholesterol und Sphingomyelin
und beherbergen Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-verankerte Proteine (Fielding,
2003). Es wird angenommen, dass Lipid rafts vornehmlich im exofazialen Membranblatt
lokalisiert sind (Simons, 2000a). Gleichzeitig existieren aber auch Hinweise, dass Lipid
rafts auch im zytofazialen Blatt der Membrandoppelschicht vorkommen (Brown, 2000).
Funktionell sind Lipid rafts am Lipid- und Proteintransport, an der Regulierung der
Aktivitit von Enzymen und an Zellsignalwegen beteiligt (Brown, 2000). Anderungen der
zellularen Cholesterol- und Sphingomyelingehalte konnen den Gehalt an Proteinen und
die chemische Zusammensetzung von Lipid rafts beeinflussen (Schroeder, 2001). Der
aktuellen Untersuchung lag die Annahme zu Grunde, dass die chemische
Zusammensetzung von Lipid rafts vom Alter und dem Apo E-Genotyp beeinflusst
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werden. Es wurden daher synaptosomale Lipid rafts aus dem Gehirn von jungen,
mittelalten und alten Mausen isoliert, die humanes Apo E3 oder Apo E4 exprimierten.
Es wurden Lipid raft Marker wie die alkalische Phosphatase, Flotillin-1, Sphingomyelin
und Cholesterol bestimmt.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Igbavboa, 2005):

» Mit einer von uns etablierten und publizierten Methode (Eckert, 2003) konnten
erfolgreich Lipid rafts aus dem Gehirn von unterschiedlich alten Mausen, die
humanes Apo E exprimieren, isoliert werden.

» Lipid rafts aus dem Gehirn von jungen Apo E4-Mdusen dhnelten den von alten
Apo E3-Mausen beziiglich einer Reduktion der alkalischen Phosphatase Aktivitat
(APA) und dem Gehalt an Flotillin-1

+ Die Cholesterolgehalte von Lipid rafts nahmen in beiden untersuchten
Mausmodellen mit dem Lebensalter zu, ein Unterschied beziiglich des Apo E-
Genotyps bestand nicht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die beiden Risikofaktoren fiir AD, zunehmendes Alter
und Apo E4 - Genotyp, einen dhnlichen Effekt auf die Komposition von Lipid rafts haben
und unterstiitzen die These, dass die transmembranare Cholesterolverteilung von SPM
assoziiert ist mit Veranderungen von Lipid rafts.

Es wurde im Zusammenhang mit der Bildung und Aggregation von A3 insbesondere
diskutiert, dass Lipid rafts eine Rolle bei der Entstehung der Alzheimer Krankheit
spielen (Cordy, 2003; Ehehalt, 2003; Kakio, 2001; Tun, 2002). Zunehmendes Alter und
der Genotyp fiir Apo E4 stellen solide Risikofaktoren fiir die AD dar. Unsere
Untersuchungen zeigen erstmals altersabhingige Veranderungen von Lipid rafts aus
dem Gehirn und den Einfluss des Apo E Genotyps auf.

Unsere Flotationsexperimente zeigten, dass die Triibung bei einer Absorption
von 620 nm und die alkalische Phosphatase (AP)-Aktivitit in Fraktion 5, einer Zone
geringer Dichte im Gradienten , am stirksten ausgeprigt ist, was in Ubereinstimmung
mit vorausgegangenen Studien in neuronalem und nicht-neuronalem Gewebe steht
(Broquet, 2003; Eckert, 2003; Hooper, 1999; Parkin, 1999). Beide charakteristischen
Merkmale unterscheiden sich in den untersuchten Gruppen nicht, was den Schluss
zulasst, dass die gewonnen Lipid rafts in allen Gruppen qualitativ ahnlich waren.

Es ist bekannt, das die AP-Aktivitit in Lipid rafts am starksten ist (Hooper, 1999),
was in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen steht. Sowohl zunehmendes Alter als
auch der Apo E-Genotyp waren mit einem Anstieg der AP-Aktivitdt assoziiert. Lipid rafts
aus dem Gehirn von jungen Apo E3-Mausen hatten die hochste AP-Aktivitit die im
Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen mit zunehmenden Alter abnahm.
Passend hierzu berichtet eine aktuelle Arbeit, dass die AP-Aktivitiat im Gehirnhomogenat
von 19 Monate alten Swiss Albino Mdusen geringer ist, als im Gehirnhomogenat von 6-8
Wochen alten Mausen (Manda, 2003). AP findet sich fast in allen Geweben, allerdings ist
die physiologische Rolle des Enzyms noch nicht vollig bekannt (Mueller, 2000). Es
existieren Evidenzen, dass AP eine Rolle beim Transport von anorganischen
Orthophosphaten und der Mineralisierung von Knochen spielt. Auch werden dem
Enzym Funktionen als Tyrosin-spezifische Phosphoprotein-Phosphatase und der
Aufrechterhaltung der zellularen Permeabilitit zugesprochen (Manda, 2003; Mueller,
2000).

Flotillin kommt vermehrt in Lipid rafts vor (Bickel, 1997). Flotillin besteht aus
zwei Isoformen, wobei in der aktuellen Studie ein Antikorper gegen Flotillin-1 benutzt
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wurde. Das Auftreten von Flotillin ist in Lipid rafts aus dem Gehirn von jungen Apo E3-
Mdusen am grofdten, verglichen mit allen anderen Gruppen. Lipid rafts aus dem Gehirn
von Apo E4-Madusen zeigen generell eine um 40% verminderte Flotillinkonzentration
gegeniiber Apo E3-Mdusen auf. Lipid rafts aus dem Gehirn von alten Apo E4-Mausen
weisen den niedrigsten Gehalt an Flotillin auf. Die physiologischen Funktionen von
Flotillin sind bis heute nicht vollstindig bekannt. Es existieren aber Hinweise, dass das
Protein eine Rolle bei der Regeneration von Neuronen spielt. Flotillinproteine wurden
urspriinglich in retinalen Ganglionzellen des Goldfisches wahrend der axonalen
Regeneration nachgewiesen und als Reggie-1 und Reggie-2 bezeichnet (Schulte, 1997).

Lipid rafts sind in Neuronen moglicherweise an regenerativen Prozessen
beteiligt. Die Entdeckung, dass junge Apo E3-Mause im Vergleich zu alten Apo E3-
Mausen und generell zu Apo E4-Mausen hohere Flotillin-Gehalte aufweisen, konnte auf
eine protektive Funktion des Proteins hinweisen. Allerdings wurde im Gehirngewebe
von Alzheimer Patienten mit steigender Af Ablagerung und vermehrter Bildung
neurofibrillarer Biindel, eine Akkumulation von Flotillin gefunden (Girardot, 2003;
Simons, 1997). Ob das verstirkte Auftreten von Flotillin die Folge von
Reparaturprozessen nach neuronalen Insulten darstellt oder selbst zur
Pathophysiologie beitragt, ist unbekannt.

Sphingomyelin ist eines der in Lipid rafts am haufigsten auftretenden
Glykosphingolipide (Hooper, 1999). Veranderungen der Sphingomyelinkonzentration
modifizieren die Struktur und Funktion von Lipid rafts (Rao, 1993; van der Luit, 2002).
In unserer Untersuchung differieren die Sphingomyelingehalte in den Altersgruppen
der Apo E3-Mduse nicht. Eine frihere Studie berichtete, dass sich die
Sphingomyelingehalte von striatalen Synaptosomen aus dem Gehirn unterschiedlich
alter Ratten nicht unterscheiden (Kelly, 1995). Andererseits finden sich im
Gehirnhomogenat alter Ratten hohere Sphingomyelinkonzentrationen als im
Gehirnhomogenat junger Ratten (Delion, 1997; Giusto, 1992). Interessanterweise
fanden wir in der aktuellen Studie heraus, dass der Gehalt an Sphingomyelin in
synaptosomalen Lipid rafts von jungen im Vergleich zu alten Apo E4-Mausen signifikant
héher ist.

Es ist bekannt, dass Cholesterol in Lipid rafts angereichert ist (Hooper, 1999). In
der aktuellen Studie konnten wir zeigen, dass die Cholesterolgehalte in Lipid rafts mit
dem Lebensalter assoziiert sind, aber nicht mit dem Apo E-Genotyp. In
Ubereinstimmung mit unseren Befunden wurde berichtet, dass Lipid rafts aus T-Zellen
von alten Menschen im Vergleich zu jungen Menschen einen hoheren Cholesterolgehalt
aufweisen (Fulop, 2002).

Es wird propagiert, dass Lipid rafts im exofazialen Blatt der Plasmamembran
lokalisiert sind (Simons, 2000a), obwohl ein Auftreten auch im zytofazialen Blatt fiir
wahrscheinlich gehalten wird (Brown, 2000). Unterschiede in der transmembraniren
Verteilung von Cholesterol wurden in SPM von jungen und alten Mausen, aber auch von
Apo E3- versus Apo E4-Mdusen gefunden (Hayashi, 2002; Igbavboa, 1996). Sowohl alte
als auch Apo E4-Miuse wiesen im Vergleich mehr Cholesterol im exofazialen
Membranblatt auf, als junge bzw. Apo E3-Mduse. Verdnderungen in der
transmembranaren Cholesterolverteilung, wie sie in Apo E4 und auch in alten Mausen
gesehen werden, beeinflussen moéglicherweise die Insertation von Proteinen in Lipid
rafts, was unsere aktuellen Beobachtungen erklaren konnte. Allerdings konnten die
beobachteten Veranderungen auch Cholesterol-unabhéngig sein. So ist bekannt, dass die
Aktivitat des y-Sekretasekomplexes, der zum Grofdteil mit Lipid rafts assoziiert ist,
unabhédnig von der Cholesterolkonzentration ist (Wada, 2003). Die Bestimmung der
Aktivitat des y-Sekretasekomplexes basierte auf der AB-Bildung, welche sich selbst nach
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einer Cyclodextrinbehandlung nicht dnderte (Reduktion des Cholesterols in den Lipid
rafts).

Die meisten Untersuchungen zeigen, dass die Expression des Apo E4-Genotypes
mit spezifischen Einschrankungen zellularer Funktionen einhergeht (Fagan, 2000), was
auch fiir die von uns beobachteten Variationen der AP-Aktivititen und dem Auftreten
von Flotillin-1 zutrifft.

4.1.4. Statine beeinflussen Cholesterol-Mikrodomédnen in synaptosomalen
Plasmamembranen

Die intrazelluldre Cholesterolhomoostase wird durch unterschiedliche Mechanismen
stringent reguliert (Cardenas-Vazquez, 1999; Liscum, 1999). Die Aktivitit der HMG-CoA-
Reduktase, wie auch die der Acyl-CoA:cholesterol Acyltransferase (ACAT) stehen unter
strenger metabolischer Kontrolle von zellularen Riickkopplungsmechanismen (Liscum,
1999; Simons, 2000a). Andere, weitgehend noch unbekannte Mechanismen, bestimmten
die heterogene Verteilung von Cholesterol und seiner Derivate innerhalb der Zelle
(Schroeder, 1995; Wood, 1999). Es wird angenommen, dass die externe Beeinflussung
dieses Gleichgewichts durch Statine metabolische Veranderungen in diesem System
induziert, welche die pharmakologischen Wirkungen der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer
mitbestimmen und moéglicherweise Cholesterol-unabhingige  Signalkaskaden
einbeziehen (Bellosta, 2000; Corsini, 1996; Takemoto, 2001). Die mdogliche Relevanz
solcher sekundarer Effekte wird durch Befunde von Runz et al. unterstrichen, die zeigen
konnten, dass die subzelluldare Cholesterolverteilung die Lokalisation von Presenilin und
die zelluldre Produktion von Af3 beeinflusst (Runz, 2002). Dariiberhinaus wurde gezeigt,
dass Af selbst Einfluss auf die zellulare Lokalisation von Cholesterol und auf seine
Veresterungsrate nimmt (Liu, 1998). Dazu passend wurde berichtet, dass in CHO Zellen
die intrazellulare ACAT-Aktivitat und der Gehalt an Cholesterolestern direkt mit der
Bildung von A korreliert (Puglielli, 2001).

Die hier beschriebene Arbeit kniipft an unsere Untersuchungen zu den Effekten
von Lovastatin auf die zentrale Cholesterolhoméostase an, in denen wir zeigen konnten,
dass die sub-chronische Behandlung von Mausen mit lipophilem Lovastatin zu einer
signifikanten Reduktion von Cholesterol in Membranen aus dem Gehirn der behandelten
Miuse fiihrte (Eckert, 2001a). Ahnliche Effekte kénnen fiir das ebenfalls lipophile
Simvastatin angenommen werden. So fiihrte eine Hochdosisbehandlung zu einer
signifikanten Reduktion der 24-OH-Cholesterol-Spiegel im Plasma von Patienten mit
Hypercholesterolamie (Locatelli, 2002). Bei 24-OH-Cholesterol (Cerebrosterol) handelt
es sich um einen Cholesterolmetaboliten, der soweit bekannt, ausschliefilich im Gehirn
gebildet wird (Bjorkhem, 1998). Um diese Ergebnisse weiter zu vertiefen, wurden
Maiduse mit den lipophilen Wirstoffen Lova- und Simvastatin, sowie dem hydrophilen
Pravastatin behandelt. Unsere Untersuchungen fokussierten sich auf die Fahigkeit der
Statine, die Verteilung von Cholesterol in synaptosomalen Membranen zu beeinflussen.
Das exofaziale und zytofaziale Membranblatt unterteilen die Membrandoppelschicht in
zwei grofde Subdomanen. Die Verteilung von Cholesterol zwischen beiden Subdoméanen
ist heterogen, das zytofaziale Membranblatt enthdlt etwa 80% des membranaren
Cholesterols. Mit zunehmendem Alter lasst sich eine deutliche Zunahme des
Cholesterolgehaltes im exofazialen Membranblatt nachweisen (Igbavboa, 1996). Auch
die Expression von Apo E beeinflusst die Cholesterolverteilung in synaptosomalen
Membranen (Hayashi, 2002). Anderungen in der Verteilung von Cholesterol zwischen
den  Membranblittern haben  moglicherweise einen  Einfluss auf die
neuropathologischen Vorgange im Rahmen der Entstehung der Alzheimer Krankheit.
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In vorangegangenen Arbeiten konnten wir zeigen, dass die Lovastatin-induzierte
Cholesterolabnahme in synaptosomalen Membranen, die Beweglichkeit von Alkylketten
der Membranphospholipide nicht beeinflusst (Eckert, 2001a). Durch Detektion der
Beweglichkeit von Pyren innerhalb der Membran, wurde in der hier diskutierten Arbeit,
zusatzlich die sogenannte ,Bulk-Fluiditat erfasst, die die Gesamtbeweglichkeit der
Membran widerspiegelt.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Kirsch, 2003b):

» Synaptosomale Plasmamembranen (SPM) aus dem Gehirn von 3 Monate alten
Mdusen weisen eine heterogene Cholesterolverteilung zwischen der
Membrandoppelschicht auf, 72% des Membran-gebundenen Cholesterols
befindet sich im zytofazialen und 18% im exofazialen Membranblatt.

» Die Beweglichkeit alkylierter Phospholipidketten in den beiden Membranblatter
unterscheidet sich signifikant; die Membranfluiditat, gemessen als DPH-
Anisotropie ist im zytofazialen Membranblatt deutlich erniedrigt.

 Der hydrophile Wirkstoff Pravastatin hat keinen Einfluss auf den
Cholesterolgehalt von SPM.

» Die lipophilen Wirkstoffe Lovastatin und Simvastatin senken deutlich die Gehalte
an unverestertem Cholesterol in den SPM.

* Der Einfluss von Lova- und Simvastatin auf die Cholesterolgehalte in SPM
beziehen sich auf eine signifikante Reduktion des Cholesterols im zytofazialen
Membranblatt. Das zytofaziale Membranblatt wird durch Pravastatin nicht
beeinflusst.

+ Die Behandlung von Maiusen mit Lovastatin bzw. Pravastatin fiihrt zu einer
kleinen aber signifikanten Reduktion des Cholesterolgehaltes im exofazialen
Membranblatt. Das exofaziale Membranblatt wird durch Simvastatin nicht
beeinflusst.

+ Lovastatin und Pravastatin erhdhen die Gesamtbeweglichkeit der Membran
(,Bulk-Fluiditat“). Simvastatin beeinflusst die Membran , Bulk-Fluiditat" nicht.

+ Die Beweglichkeit  der  alkylierten Phospholipidketten in  der
Membrandoppelschicht, gemessen als DPH-Anisotropie, wird durch die Statine
nicht beeinflusst.

» Lovastatin und Simvastatin senken das Lipid raft Markerprotein Flotillin-1.

» Invitro lasst sich der Cholesterolgehalt von SPM durch Methyl-Beta-Cyclodextrin
(MbetaCD) bzw. durch Cholesterol-MbetaCD-Einschlusskomplexe manipulieren.

» Die externe Manipulation von SPM in vitro beschrankt sich hauptsachlich auf das
exofaziale Membranblatt.

Die hier vorgestellten Daten reprasentieren die ersten Befunde zu den
pharmakologischen Effekten von Lovastatin, Simvastatin und Pravastatin auf die
Cholesterolhomoostase in isolierten synaptosomalen Plasmamembranen im Gehirn. In
Ubereinstimmung mit unseren Vorbefunden (Eckert, 2001a) senken die lipophilen
Vertreter Lova- und Simvastatin die Spiegel an unverestertem Cholesterol im
Gehirnhomogenat der behandelten Mause. Interessanterweise waren bei allen drei
Behandlungsgruppen die Gesamt-Cholesterolgehalte in den SPM unverdndert.
Dementsprechend fand sich bei Lova- und Simvastatin behandelten Maiusen eine
Zunahme des veresterten Cholesterols in den SPM. Unsere Daten implizieren, dass
Lovastatin und Simvastatin freies Cholesterol der Plasmamembran in den Pool an
veresterten Cholesterol transferieren. Dies geschieht womdglich iiber einen
Wiederverwertungsweg iiber das endoplasmatische Retikulum (Liscum, 1999).
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Weiterhin deuten die Daten darauf hin, dass der Nettoaustausch von Cholesterol iiber
die Plasmamembran durch die Behandlung mit Statinen unverdndert ist und Cholesterol
und seine Ester in einem Gleichgewicht stehen (Liscum, 1999; Simons, 2000a). Fir
Simvastatin und Pravastatin wurde an Markrophagen gezeigt, dass beide die
Veresterung von Cholesterol unterschiedlich beeinflussen (Bernini, 1993).

Zahlreiche Befunde deuten darauf hin, dass die exzessive Bildung von Af im
Gehirn von AD Patienten moglicherweise eher mit Stérungen der subzelluldren
Cholesterolverteilung, als mit Veranderungen der Gesamtcholesterolspiegel verbunden
ist (Runz, 2002; Wood, 2003; Yamazaki, 2000). Dementsprechend lassen sich keine
Verdanderungen der Gesamtcholesterolspiegel in Membranen aus unterschiedlichen
Regionen von post-mortalen Gehirnen von Alzheimer Patienten feststellen (Eckert,
2000; Mason, 1992; Svennerholm, 1994). Die mogliche Relevanz einer
intramembrandren Kompartimentierung von Cholesterol in SPM von AD Patienten wird
durch Befunde unterstrichen, dass sich im exofazialen Membranblatt von SPM aus dem
Gehirn von transgenen Apo E4-Mausen signifikant hohere Spielgel an unverestertem
Cholesterol messen lassen (Hayashi, 2002). Vergleichbare Befunde lassen sich an
Mausen erheben, denen das Apo E-Gen fehlt (Igbavboa, 1997). Apo E4 reprasentiert, wie
schon weiter oben ausgefiihrt, einen robusten Risikofaktor fiir AD.

Alle drei untersuchten Statine beeinflussten die transmembranéare Verteilung von
Cholesterol, wenn auch in unterschiedlicher Weise. Wahrend das hydrophile Pravastatin
lediglich das exofaziale Membranblatt beeinflusst, modulieren die lipophilen Wirkstoffe
Lovastatin und Simvastatin auch das zytofaziale Membranblatt. Ob der letztgenannte
Effekt mit einer Beeinflussung der Versterungsrate von Cholesterol einhergeht ist
unbekannt. Wie wir in anderen Untersuchungen zeigen konnten, erreichen alle
untersuchten Statine das Gehirn (Johnson-Anuna, 2005). Dabei liegen die erreichten
Konzentrationen tiber der, fiir die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, notwendigen
Konzentration (ICso). Allerdings sind die Mengen der lipophilen Wirkstoffe Lova- und
Simvastatin, die die Bluthirnschranke durchdringen, bedeutend gréfier im Vergleich zu
dem hydrophilen Pravastatin (Johnson-Anuna, 2005). Neben einer direkten
pharmakologischen Beeinflussung der zentralen Cholesterolhomdéostase, kommen auch
indirkekte Effekte in Betracht. So kann man spekulieren, dass die zentralen Effekte der
Statine auch iiber Effekte an den Gefidfden der Bluthirnschranke vermittelt werden
(Bellosta, 2000; Corsini, 1996; Endres, 1998). So kommt eine Cholesterol-unabhanige
Hochregulation der endothelialen NO-Synthase in Betracht. Diese Hypothese wird
durch die Tatsache bestarkt, dass die Alzheimer Krankheit oft mit einer vaskuldren
Pathologie verbunden ist. Vaskulare und Alzheimer Demenz weisen zum Teil gleiche
Risikofaktoren auf (Kalaria, 1999; Kivipelto, 2002). Statine beeinflussen das NO-System
(Das, 2001), das zusatzlich mit dem Apo E-Metabolismus gekoppelt ist (Colton, 2002).
Da Lipoproteinrezeptoren an der Bluthirnschranke vorhanden sind (Meresse, 1989),
konnte eine Statin-induzierte Signalkaskade im Endothel der Gehirnkapillaren den
Rezeptor-vermittelten Apo E-Lipoproteinmetabolismus modifizieren. Dieser fungiert
moglicherweise als senkundares Signaltransduktionssystem (Dietschy, 2001; Eckert,
2001a; Igbavboa, 2002; Wolozin, 2002).

Obwohl alle drei eingesetzten Statine die Transbilayer-Verteilung von Cholesterol in
der Plasmamembran modifizieren, beeinflusst kein Wirkstoff die Beweglichkeit der
Alkylketten der Membranphospholipide. Dies steht in Ubereinstimmung mit unseren
fritheren Befunden, dass Statine Cholesterol-Pools in der Membran beeinflussen die
nicht sensitiv auf DPH-Anisotropie reagieren (Eckert, 2001a). Die intramembranére
DPH-Flexibilitiat wird vermutlich durch Nicht-raft-Cholesterol-Pools determiniert, die
womoglich durch Statine nicht beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu scheint die
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Membran ,bulk-Fluiditat®, sehr sensitiv auf die Einwirkung von Statinen zu reagieren.
Gemessen wird hierbei die Beweglichkeit von Pyren innerhalb der Membran, die
durch diskrete Fluoreszenzemission bei Kollision von angeregten Pyrenmolekiilen
entsteht (MacDonald, 1988). Dabei ist noch nicht geklart, ob die Mdglichkeit zur
lateralen Diffusion und/oder die Moglichkeit lokale Pyren-Aggregate zu bilden, den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fiir die Entstehung von Pyren-Excimeren
darstellt (Kirsch, 2002). In beiden Fallen kann die Wahrscheinlichkeit der Pyren-
Excimerbildung in der Membran madglicherweise durch Bedingungen erhéht werden,
bei denen monomeres Pyren sterisch konzentriert ist, etwa durch einen erhdhten
Gehalt an Cholesterol, wie er mit zunehmendem Alter auftritt (Eckert, 2001b). Statin-
induzierte Cholesterolumverteilungen haben sehr wahrscheinlich unterschiedliche
Auswirkungen auf DPH- und Pyren-sensitive Membranbereiche. Wir berichten hier,
dass die Pyren-Excimerbildung in synaptosomalen Membranen von mit Pravastatin
und Lovastatin behandelten Mausen signifikant erniediegt wurde, nicht aber nach
Simvastatinbehandlung. Da nur Pravastatin und Lovastatin die Verteilung von
Cholesterol im exofazialen Membranblatt beeinflussen, schlussfolgern wir, dass
dieser Bereich der Membran fiir die ,bulk-Fluiditat“ besonders sensitiv ist. Diese
Hypothese wird durch die deutliche Korrelation zwischen exofazialem
Cholesterolgehalt und ,bulk-Fluiditat” gestarkt. Weiterhin zeigen Mause mit
zunehmendem Alter eine Zunahme an exofazialem Cholesterol (Eckert, 2001b).
Dementsprechend  ist  die Pyren-Excimerbildung  in synaptosomalen
Plasmamembranen von alten Mausen signifikant erh6ht (Eckert, 2001b).

Zahlreiche Studien berichten, dass sich in vitro Effekte von Statinen auf die
Prozessierung von APP durch MbetaCD nachahmen lassen. Demnach senkt MbetaCD
die zelluldren Spiegel an Cholesterol, reduziert die Bildung von Af3 und beeintrachtigt
die Bildung und Struktur von Lipid rafts (Bodovitz, 1996; Fassbender, 2001; Frears,
1999; Hao, 2001; Kabouridis, 2000a). Umgekehrt miindet die Inkubation von Zellen
mit MbetaCD-Cholesteroleinschlusskomplexen in einer Erhohung der zelluldren
Cholesterolmenge und einer verstirkten Bildung von Af (Bodovitz, 1996;
Fassbender, 2001; Frears, 1999). Unsere Daten deuten klar darauf hin, dass MbetaCD
und seine Cholesteroleinschlusskomplexe, die Transbilayer Verteilung von
Cholesterol in SPM in entgegengesetzter Weise beeinflussen. MbetaCD reduziert den
exofazialen Cholesterolpool, es dirigiert somit mdglicherweise die Lipid raft-
assoziierte APP-Prozessierung hin zu einem nicht-amyloidogenen Stoffwechselweg
(Golde, 2001; Kojro, 2001; Marx, 2001). Auf der anderen Seite erhohen MbetaCD-
Cholesteroleinschlusskomplexe den Gehalt an Cholesterol im exofazialen
Membranblatt und begiinstigen moglicherweise so den Zugang von
membrangebundenem APP zu einer amyloidogenen, Lipid raft-gebundenen
Prozessierung. Somit besitzen MbetaCD und einige Statine die pharmakologische
Kapazitdt, die zellularen Spiegel an AB zu senken. Sie beeinflussen aber auch die
Transbilayer-Verteilung von Cholesterol in der Plasmamembran, was méglicherweise
im direkten Zusammenhang mit der intrazellularen AB-Produktion steht.

Hohe Cholesterolspiegel im exofazialen Membranblatt stehen im Verdacht,
eine exzellente Umgebung fiir die amyloidogene Prozessierung von APP innerhalb
der Membran zu schaffen, die mit einer erh6hten beta- und gamma-Sekretaseaktivitat
einhergeht und diesen, im Rahmen der Alzheimer Krankheit pathologischen Prozess,
beférdert (Golde, 2001; Hartmann, 2001; Kalaria, 1999; Kojro, 2001; Marx, 2001;
Simons, 2000b). Untersuchungen an Asp-2 transfizierten HEK293 Zellen zeigten, dass
erhohte intrazellulare Cholesterolspiegel die Lokalisation des Beta-Sekretase-Enzyms
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Asp-2 hin zu Lipid rafts beglinstigte, wahrend eine Lovastatinbehandlung zu einer
eher diffusen Verteilung von Asp-2 innerhalb der Membran fiihrte und somit
moglicherweise der Zugang der Beta-Sekretase zu ihrem Substrat APP behindert
wird (Austen, 2003). Es existieren Hinweise, dass der nicht-Lipid raft Cholesterol-
Pool innerhalb der Plasmamembran besonders sensitiv fiir Manipulationen der
Cholesterolkonzentration ist (Simons, 2000a). Die Zerstorung von Lipid rafts, etwa
durch Sphingomyelinase, schichtet Cholesterol in die nicht-Lipid raft-Pools der
Plasmamembran um. Dieses freie Cholesterol gelangt moglicherweise in das
endoplasmatische Retikulum zuriick und blockiert so die intrazelluldre Translokation
von SREB/SCAP zum Golgi-Apparat und inhibiert somit die weitere
Cholesterolsynthese (Simons, 2000a; Slotte, 1997).

Interessanterweise haben in unseren Untersuchungen alle drei Statine die
Expression von Flotillin-1, das ein weitverbreitetes Lipid-Raft-Marker-Protein
darstellt, vermindert (Eckert, 2003; Kabouridis, 2000b). Auch wenn in der aktuellen
Studie, auf Grund der Limitierung an Gewebe, keine Lipid rafts prapariert wurden,
deutet diese Beobachtung auf spezifische, Statin-induzierte Veranderungen der Lipid
raft-Strukturen und -Zusammensetzung hin. Entsprechend wurde kiirzlich berichtet,
dass eine Statin-induzierte Verminderung der Caveolin Expression, einem weiteren
Lipid raft-Marker-Protein, in Endothelzellen zu einer verstarkten NO-Bildung fiihrt
(Feron, 2001).

Statine Uben direkt oder indirekt unterschiedliche Effekte auf die Membran-
Cholesterolhomoostase im zentralen Nervensystem aus. Die Statin-induzierte
Beeinflussung des Gleichgewichtes von exofazialem und zytofazialem Cholesterol
andert moglicherweise die Zuganglichkeit des Membran gebundenen Cholesterol-
Pools zu den Sensoren des endoplasmatischen Retikulums, der Acyl-CoA:cholesterol
Acyltransferase, als auch zu Lipid raft-assoziierten Proteinen, wie Sekretasen oder
APP. Dies verschiebt vermutlich den zelluliren Metabolismus hin zu einem nicht-
amyloidogenen Stoffwechselweg.

4.1.5. Membranstindiges Cholesterol - Kopplung zwischen Mikrodomdnen und
ABC-Transporteraktivitait

Der ABC-Transporter P-Glykoprotein (Pgp oder ABC-B1) ist ein 170 kDa schweres
transmembranares Protein, dessen Funktion an die Hydrolyse von ATP gekoppelt ist
(Hamada, 1988). Pgp transportiert ein breites Spektrum an chemisch unterschiedlichen
Xenobiotika (Weber, 2006a). Die zu transportierenden Substrate erhalten, nachdem sie
in die lipophile Phase der Plasmamembran penetriert sind, Zugang zu der so genannten
Multiple-Drug-Bindungsstelle. Diese befindet sich innerhalb des, dem Zytoplasma
zugewandten, zytofazialen Membranblattes der Plasmamembran (Higgins, 1992; Qu,
2002). Es existieren starke Hinweise, dass die Zusammensetzung von biologischen
Membranen, eng mit der Funktion von Pgp verbunden ist (Modok, 2004). Die
Komposition der Lipide die den Transporter umgeben, modulieren seine ATPase
Aktivitdt und seine Interaktion mit den Substraten. Dabei scheint Cholesterol fiir die
Pgp-Aktivitit eine herausragende Rolle zu spielen. Interessanterweise scheint die
Verteilung von Cholesterol innerhalb der Membran durch Pgp vermittelt zu sein
(Garrigues, 2002). Dariiber hinaus werden die ATPase-Aktivitit und die Bindung von
Xenobiotika durch Cholesterol beeinflusst (Luker, 2000; Romsicki, 1999). Pgp ist
hauptsachlich in Lipid rafts lokalisiert (Luker, 2000), welche spezialisierte Membran-
Mikrodomanen reprasentieren, die reich an Cholesterol und Sphingolipiden sind. Die
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Inkorporation von Cholesterol in Membranen induziert eine fliissig-geordnete Phase,
mit Eigenschaften, die zwischen fliissig-ungeordnet und fest-geordnet liegen (Brown,
1998b), was unter anderem in einer veranderten Membranfluiditiat resultiert. In der
vorgestellten Studie wurde der Cholesterolgehalt von Pgp exprimierenden
lymphoblastischen Leukdmie-VLB Zellen moduliert und die Effekte auf die
Transportkapazitit von Pgp und die Membranfluiditiat untersucht. Weiterhin wurden
Lipid rafts isoliert und charakterisiert.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Dos Santos, 2007):

* Der Cholesterolgehalt von VLB Zellen wurde mittels MbetaCD und MbetaCD-
Cholesteroleinschlusskomplexen erfolgreich moduliert.

 Pgp wurde durch die Modulation des Cholesterolgehaltes nicht aus der
Plasmamembran freigesetzt.

+ Die funktionelle Inhibition von Pgp stand in Bezug zu den variierenden
Cholesterolmengen der Plasmamembran.

« Unsere Daten weisen darauf hin, dass die Fluiditit der Membran nicht
ausschliefdlich fiir die Cholesterol-bedingte Modulation der Pgp-Funktion
verantwortlich ist.

» Sowohl Depletion als auch die Anreicherung von Cholesterol fiihrt zu einer
Disassemblierung von Lipid rafts.

* In Cholesterol-depletierten Zellen war eine Verschiebung von Pgp hin zu
Detergenz-l6slichen Fraktionen zu beobachten.

+ Die Anreicherung von Zellen mit Cholesterol fiihrte zu einer veranderten
Zusammensetzung von Lipid rafts, veranderte aber die Lokalisation von Pgp
nicht.

Unsere Daten zeigen, dass die Cholesterol-Depletion die strukturelle Organisation von
Lipid rafts in der Plasmamembran von VLB Zellen disassembliert, was bereits von Gayet
et al. postuliert wurde (Gayet, 2005). Weiterhin wird extern zugefiihrtes Cholesterol
nicht physiologisch in Subdomdnen der Membran eingebaut, was durch
Rasterkraftmikroskopie-Befunde gestiitzt wird (Barakat, 2005).

Der Stellenwert von Lipid rafts fiir die Vorgdnge in lebenden Zellen ist
Gegenstand kontroverser wissenschaftlicher Diskussionen. Es wurde propagiert, dass
Lipid rafts in Schichten organisiert sind (Hinrichs, 2005), die eine hoch geordnete
Kernregion haben, welche reich an Sphingomyelin und Cholesterol ist. Diese Kernregion
ist von weniger geordneten Bereichen umgeben, die in fliissig-ungeordnete
Membranphasen eintauchen (Brown, 1998b; Hinrichs, 2005). Diese Vorstellung
impliziert, dass die mit unterschiedlichen Methoden isolierten Lipid rafts, je nach
verwendetem Detergenz, die physiologische Komposition reflektieren. Uber die
uneinheitliche Verteilung von Pgp innerhalb und aufderhalb der Lipid rafts wurde auch
schon vor unseren Untersuchungen berichtet. Benutzt man etwa Brij 98 anstelle von
Triton X-100 zur Isolierung von Lipid rafts, findet man Pgp eher in intermedidren
Bereichen unterschiedlicher Dichte, die sich strukturell von Lipid rafts unterscheiden
(Radeva, 2005). Unsere aktuellen Befunde stiitzen die Hypothese der Organisation von
Lipid rafts in Schichten: In Lymphoblasten besitzen Lipid rafts eine Kernregion, die die
GPI-verankerten Proteine alkalische Phosphatase (AP) und LAT (linker for activation of
T cells) enthalt, sowie benachbarte, weniger strukturierte Schichten, die Flotillin und
Pgp beherbergen. Entsprechend dem Modell von Lipid rafts in Schichten propagieren
wir, dass sich exogen zugefiigtes Cholesterol hauptsachlich in die fliissig-ungeordnete
Phase der Plasmamembran einlagert und eine partielle Anderung der fliissig-

45



ungeordneten in eine fllissig-geordnete Phase induziert. Dabei erweitert sich der
Membranbereich, der fiir die Lokalisation von Pgp energetisch giinstig ist. Pgp verteilt
sich somit grof3flachiger und verliert einen Teil seiner Tansportfahigkeit. Wir vermuten,
dass Cholesterol tiber die strukturelle Veranderung der Plasmamembran bzw. von Lipid
rafts die Transportkapazitit von Pgp modifiziert. Allerdings lassen unsere
Untersuchungen  keine  Riickschliisse  darauf zu, ob  Cholesterol den
Diffusionskoeffizienten des Substrates in der Ndhe der Bindungsstelle des Pgp
beeinflusst oder direkt mit der Bindungsstelle fiir Calcein-AM interagiert, wie es etwa
fiir Daunomycin berichtet wurde (Wang, 2000).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die strikte Regulation der Verteilung von Cholesterol in
der Plasmamembran fiir eine optimale Pgp Funktion essentiell zu sein.

4.1.6. Regulation der zentralen Cholesterolhomoéostase durch den Leber-X-
Rezeptor Agonist TO-901317

Nukledre Leber-X-Rezeptoren (LXR) sind verantwortlich fiir die Regulation von Genen,
die in die Cholesterolhomdostase involviert sind (Lala, 2005). Die Aktivierung von LXR
regt Cholesterol-Effluxmechanismen an, die unter anderem die ATP-Bindungs-
Kassettentransporter ABC-A1 und ABC-G1 involvieren. Fiir den LXR-Agonisten TO-
901317 ist bekannt, dass er Cholesterol-relevante Gene im zentralen Nervensystem
induziert (Muscat, 2002; Whitney, 2002). Es ist allerdings unbekannt, ob LXR-Agonisten
den Flux von Cholesterol aus dem zentralen Nervensystem induzieren. Obwohl gezeigt
wurde, dass LXR-Agonisten die Genexpression von ABC-A1 und ABC-G1 induzieren,
wurde bislang noch keine funktionelle Antwort berichtet.

Oxysterole reprasentieren als Cholesterolmetabolite nattirliche Liganden fiir LXR. LXR
bilden Heterodimere mit dem 9-cis-Retinolrezeptor (RXR), die dann an das LXR-
Response Element der DNA binden (Lala, 2005). Es existieren zwei Subtypen, alpha-LXR
und beta-LXR, die beide im zentralen Nervensystem exprimiert werden. Wahrend beta-
LXR in allen Sdugetiergeweben vorkommt, wird alpha-LXR nur in Leber, Nebenniere,
Darm, Milz und Gehirn exprimiert (Apfel, 1994; Auboeuf, 1997; Kainu, 1994; Song, 1995;
Willy, 1995).

ABC-A1 fordert den Efflux von Cholesterol und Phospholipiden aus
intrazelluliren Kompartimenten zu extrazelluliren Cholesterol-Akzeptoren (Oram,
2005). Die Aktivierung von LXR induziert die Hochregulation des ABC-A1-Gens und -
Proteins. ABC-G1, ABC-G5 und ABC-G8 fordern die billidre und fikale Exkretion von
Cholesterol (Muscat, 2002; Whitney, 2002).

LXR scheinen bei zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen
involviert zu sein. LXR-Agonisten konnen die Progression von Atherosklerose im
Mausmodel verzégern und die Riickbildung bestehender atherosklerotischer Lasionen
beschleunigen (Claudel, 2001; Joseph, 2002). LXR induziert auch die Insulinsekretion
von Pankreaszellen (Efanov, 2004; Gerin, 2005) und tiber SREBP-1c in die Produktion
von Fettsauren involviert (DeBose-Boyd, 2001; Repa, 2000; Sun, 2003).

Cholesterol scheint im Rahmen der Alzheimer Krankheit eine Rolle bei der
Bildung von Af zu spielen und es wurde gezeigt, dass LXR-Agonisten die Produktion von
AB sowohl in vitro als auch in vivo modifizieren (Burns, 2006b; Fukumoto, 2002;
Koldamova, 2005; Sun, 2003). Erhohte Cholesterolspiel konnten moglicherweise auch
indirekt liber eine verminderte Pgp-Aktivitit fiir die Akkumulation von AP
verantwortlich sein, wie eigene Untersuchungen zeigen (Dos Santos, 2007). Es wurde
bereits nachgewiesen, dass Pgp in den zellularen Efflux von A3 involviert ist und eine
Blockierung dieses Transportproteins den Efflux von A aus dem murinen Gehirn
reduziert (Cirrito, 2005; Lam, 2001; Vogelgesang, 2002).
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Es konnte kiirzlich in vivo bewiesen werden, dass TO-901317 die Bildung von Af3
reduziert (Burns, 2006b). In der aktuellen Studie sollte aufgeklart werden, ob dieser
Effekt auf einer Beeinflussung der zentralen Cholesterolhomdostase beruht. Mause
wurden fiir sieben Tage mit 25 bzw. 50 mg/kg KG i.P. behandelt und im Anschluss im
Gehirn  Cholesterolspiegel, HMG-CoA-Reduktase und Proteine, die in den
Cholesterolefflux involviert sind, analysiert.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Eckert, 2007a):

+ TO0-901317 erhoht im Gehirn die Proteinmenge an ABC-A1 und ABC-G1 als auch
an Apo E.

+ TO-901317 erniedrigt spezifisch die Cholesterolmenge in isolierten
synaptosomalen Plasmamembranen, die Gesamtmenge an Cholesterol im
Gehirngewebe ist unverandert.

+ TO0-901317 erhoht die Aktivitdit und die Menge an mRNA der HMG-CoA-
Reduktase. Dieser Befund wurde in vitro reproduziert, allerdings setzt das in
vitro System die Anwesenheit von Apolipoprotein Al voraus, was die
Notwendigkeit eines exogenen Akzeptors nahe legt.

+ TO0-901317 beeinflusst nicht die Expression des Lipid raft Markers Flotillin-1.

Unsere Daten zeigen erstmals, dass LXR-Agonisten die Menge an Cholesterol in
isolierten synaptosomalen Plasmamembranen von behandelten Mausen reduzieren.
Dass die Gesamtmenge an Cholesterol im kortikalen Homogenat unverandert bleibt, wie
schon berichtet (Burns, 2006b), liegt wahrscheinlich an der niedrigen Gesamt-
Umsatzrate des Sterols und der grofien Menge an Cholesterol, die im Myelin gebunden
ist (Andersson, 1990). Die von uns unter TO-901317 gesehene Hochregulation der HMG-
CoA-Reduktase mRNA und Aktivitat wird als kompensatorischer Mechanismus zur
Gegenregulation zu den verminderten, membrangebunden Cholesterolspiegeln
angesehen. Die Hochregulation der HMG-CoA-Reduktase mRNA involviert
moglicherweise das Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP), da eine frithere
Studie nahelegt, dass die Transkription des SREBP-Gens in Hepatozyten die Aktiverung
von LXR bedingt (DeBose-Boyd, 2001). Diese Vermutung wird durch eine weitere Studie
gestiitzt die zeigte, dass Mause, denen die Fahigkeit zur Produktion des endogenen LXR-
Agonisten 24-OH-Cholesterol fehlt, eine erniedrigte Cholesterolsyntheserate im Gehirn
aufweisen (Lund, 2003).

Zusammenfassend zeigt die vorgestellte Studie, dass der LXR-Agonist TO-901317
Mechanismen im ZNS aktiviert, die fiir die Homoostase von Cholesterol verantwortlich
sind und die letztlich in einer Reduktion von Cholesterol in synaptosomalen
Plasmamembranen @ miinden. @ Wir  koénnen  ebenfalls einen  mdglichen
Riickkopplungsmechanismus aufzeigen, der nach Aktivierung von LXR die Expression
von HMG-CoA-Reduktase mRNA, moglicherweise iiber die Aktivierung von SREBP,
induziert und die HMG-CoA-Reduktase Aktivitat erhoht.

4.1.7. Die Bildung von Beta-Amyloid Protein ist prinzipiell nicht von Cholesterol
abhingig

Die Uibermaf3ige Bildung von Beta-Amyloid Protein (Af3) wird als der initiale Schritt der
Amyloid-Kaskaden-Hypothese der Alzheimer Krankheit angesehen (Hardy, 2002). AB
wird durch Sekretasen aus seinem Vorlauferprotein APP abgespalten. Die Prozessierung
von APP durch alpha-, beta-, und gamma-Sekretasen ist direkt mit zelluldren
Membranen verbunden und héangt stark von der Membranfluiditdt ab. So beeinflusst die
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Membranfluiditit den Zugang von Sekretasen zu ihrem Substrat APP (Bodovitz, 1996).
Kojro et al. konnten zeigen, dass bei hoher Membranfluiditiat die Aktivitit der alpha-
Sekretase erhoht ist (Kojro, 2001). Eine erniedrigte Membranfluiditat resultiert in einer
verstarkten Aktivitit der gamma-Sekretase (Gamerdinger, 2008). Auch die beta-
Sekretase scheint durch die Fluiditat zelluldirer Membranen moduliert zu werden (von
Arnim, 2008). Somit beeinflusst die Membranfluiditit entscheidend die Prozessierung
von APP.

Das bei der amyloidogenen Prozessierung von APP entstehende Spaltprodukt Af3
stort moglicherweise selbst die Ordnung zellulirer Membranen. Eigene und andere
Studien haben die Effekte von A auf Modell-Membranen und biologischen Membranen
aus dem Gehirn von Mdusen, Ratten und Menschen untersucht (Zusammengefasst in
(Wood, 2003). Es ist allgemein akzeptiert, dass Anderungen in den physiko-chemischen
Eigenschaften der Membran, deutlich die Aktivitit von unterschiedlichen
Membranproteinen, auch von alpha-, beta- und gamma-Sekretasen, beeinflussen
konnen. Die Zellmembran von Neuronen reprasentiert den Ort, auf den extrazellulares
AB initial einwirkt. Allerdings ist der Mechanismus wie Af die Membranfluiditat
moduliert, noch wenig verstanden. Yanagisawa et al. haben entdeckt, dass AB an
membrangebundenes Monosialogangliosid (GM-1) bindet. Dieser initiale Prozess
initiiert die Aggregation von A} direkt an der Membran in kultivierten Neuronen, aber
auch im Gehirn (Yanagisawa, 2007). GM-1 reduziert die Fluiditiat in PC12-Zellen und
verandert die Lokalisation von Rezeptoren innerhalb der Plasmamembran (Nishio,
2004). Wir haben in der vorgestellten Arbeit die Hypothese untersucht, dass Af die
amyloidogene Prozessierung von APP fordert, indem es die Membranfluiditit erniedrigt,
was in der Folge seine eigene Produktion stimuliert. GM-1 fungiert dabei als moglicher
Bindungspartner fiir AB.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Peters, 2009):

* Oligomeres Afi-40 reduziert die Membranfluiditit in lebenden Zellen, erhdht
somit die beta-Sekretase-Spaltung von APP und erhoht signifikant die Bildung
von Afi.42. Dieser Effekt ist abhdngig vom Aggregationsstatus des Peptides,
monomeres A hat keinen Effekt, die Effekte von fibrillirem Af sind im
Vergleich zu oligomerem A3 wesentlich schwacher ausgepragt.

* Der Gehalt an zellulirem A moduliert die Membranfluiditat in lebenden Zellen.
Die Membranfluiditiat korreliert negativ mit der Menge an endogen gebildetem
AB. Dieser Effekt kann mit dem gamma-Sekretase Inhibitor DAPT, der die Bildung
von Af unterdriickt, aufgehoben werden.

» Die Membranfluidtit determiniert die Prozessierung von APP. Durch den Einsatz
von unterschiedlichen Modulatoren der Membranfluiditit konnte gezeigt
werden, dass bei hoher Membranfluiditit APP im nicht-amyloidogenen
Prozessierungsweg gespalten wird; die Menge an sezerniertem sAPPalpha wird
signifikant erho6ht, die Bildung von AP stark erniedrigt. Bei reduzierter
Membranfluiditat ergibt sich ein inverser Befund. Dieser Zusammenhang ist
ursachlich mit der Fluiditat der Membran verkniipft, unabhingig davon, ob diese
durch variierende Cholesterolmengen oder andere chemische Einfliisse
moduliert wird.

» Oligomeres AB1i-40 bindet an GM-1 in lebenden Zellen. Mittels konfokaler Laser-
Scanning Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass Fluorescein-
markiertes A mit Alexa555-markiertem Choleratoxin, einen spezifischen
Liganden fiir GM-1, an der Zelloberflache kolokalisiert.
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* Choleratoxin reduziert die Membranfluiditit und erhéht die Bildung von AP.
Wenn die Effekte von A iliber GM-1 vermittelt sind, sollten Substanzen die
ebenfalls an GM-1 binden, ebenso die Membranfluidtidt reduzieren und die
Bildung von enodgenem AQ3 induzieren. Choleratoxin reprdsentiert einen
spezifischen Liganden an GM-1. Die Inkubation von Zellen mit Choleratoxin flihrt
in der Tat zu vergleichbaren Effekten wie die Inkubation mit exogenem oligoA1-
40-

» Die erhaltenen Ergebnisse konnten an neuronalen Zellen bestatigt werden.

Es existieren Evidenzen, dass die Membranlipid-Zusammensetzung die Aktivitit von
Sekretasen determiniert und moglicherweise die Funktion und die Konformation dieser
Enzyme beeinflusst, was die Substratselektion und die Zuganglichkeit zu APP-
Spaltungsstellen moduliert (Zhou, 2007). In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen,
dass AB die amyloidogene Prozessierung von APP durch eine Verminderung der
Membranfluiditit forciert und somit seine eigene Produktion anregt. Die Storung der
Membranstruktur war verbunden mit der Bindung von Af an GM-1. Unsere Daten
zeigen weiterhin, dass die Inhibition der gamma-Sekretase die Bildung von A inhibiert,
die Membranfluiditdt erhoht und die Bildung von sAPPalpha induziert. Befunde, die an
alten Mdusen und murinen AD-Modellen nach Fiitterung von mehrfach ungesattigten,
langkettigen Fettsauren erhoben wurden, stiitzen unsere Daten (Green, 2007; Oksman,
2006; Suzuki, 1998).

Die AB-induzierte Reduktion der Membranfluiditdt in lebenden Zellen involviert
wahrscheinlich GM-1. Diese Idee basiert auf unterschiedlichen Evidenzen. Wir konnten
zeigen, dass Fluorescein-markiertes A auf der Plasmamembran mit GM-1 kolokalisiert,
was GM-1 als mogliches Zielmolekiil fiir AB in der Plasmamembran bestatigt
(Yanagisawa, 2007). Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit Befunden, dass GM-
1 die Aggregation von A3 an der Plasmamembran férdert (Wakabayashi, 2005). Somit
induziert moglicherweise die Bindung von A an GM-1 Anderungen der
Membranfluiditit, die in der Folge eine Membranumgebung schaffen, die energetisch
glinstig fiir die Aktivitdt von beta- und gamma-Sekretasen ist. Es ist bekannt, dass GM-1
in die Regulation der Membranstruktur involviert ist. So erhoht es die Ordnung im
hydrophoben Membrankern und erniedrigt die Fluiditit in Sphingomyelin-reichen
Membranen (Pei, 2003). GM-1 reduziert die Membranfluiditit in PC12-Zellen und
verandert die Lokalisation von membrangebundenen Rezeptoren. Weiterhin verandert
die Bindung von Choleratoxin an GM-1 die laterale Diffusion von Fluoreszenz-
markierten Lipiden (Forstner, 2006). Dementsprechend zeigen wir, dass vergleichbar
zur Inkubation von Zellen mit exogenem A, die Bindung von Choleratoxin an GM-1 die
Membranfluiditdt reduziert und die Bildung von A induziert. Auch frithere Berichte
zeigen, dass GM-1 die APP-Prozessierung beeinflusst (Tamboli, 2005; Tashima, 2004;
Zha, 2004). Allerdings scheinen neben GM-1 noch weitere Membrankomponenten an
den Effekten von A beteiligt zu sein. So wurde gezeigt, dass A eine hohe
Bindungsaffiniat zu Phosphatidylcholin und ungesattigten Fettsdauren hat (Avdulov,
1997).

Es ist bekannt, dass hohe Gehalte an Cholesterol in der Membran die Fluiditat
erniedrigen und dass die Prozessierung von APP stark vom Cholesterolgehalt der
Membran abhingt (Fassbender, 2001; Frears, 1999; Kojro, 2001). Allerdings zeigen
unsere aktuellen Befunde, dass die Membranfluiditit die Prozessierung von APP
unabhédngig vom Cholesterolgehalt determiniert.

Der wichtigste Risikofaktor fiir das Auftreten der sporadischen Form der
Alzheimer Krankheit ist das Alter. Es existieren Hinweise, dass einige
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neuropathologische Merkmale der sporadischen Alzheimer Krankheit mit denen des
normalen Alterns iiberlappen (Drachman, 2006). Anderungen der Komposition
neuronaler Membranen ist Teil physiologischer Alterungsprozesse (Choi, 1995;
Igbavboa, 1996). So fillt unter anderem die starke Abnahme der Membranfluiditit in
synaptosomalen Plasmamembranen von alten versus jungen Mausen auf (Eckert,
2001b). Hippokampale Membranen aus dem Gehirn von Alzheimer Patienten weisen
eine signifikant erniedrigte Membranfluiditit gegeniiber altersgleichen Kontrollen auf
(Eckert, 2000). Daraus folgt, dass die altersbedingte Reduktion der synaptosomalen
Membranfluiditit moglicherweise eine optimale Umgebung fiir die Prozessierung von
APP durch die beta- und gamma-Sekretasen schafft.

4.1.8. Presenilin-1 beeinflusst die physiko-chemischen Eigenschaften von
neuronalen Membranen

Es besteht wachsendes Interesse an Protein-Lipid-Interaktionen im zentralen
Nervensystem, da diese moglicherweise Einblicke in neurodegenerative Mechanismen
gewahren. Presenilin-Proteine sind Komponenten des gamma-Sekretase-Komplexes,
der an der Bildung von AP aus seinem Vorlauferprotein APP beteiligt ist (Mattson,
2004). Der gamma-Sekretase-Komplex setzt sich neben Presenilin aus Nicastrin, Aph-1
und Pen-2 zusammen. Alle vier Proteine sind fiir die gamma-Sekretase-Aktivitat
notwendig (Takashima, 2006). Die funktionelle Aktivitdt der gamma-Sekretase ist in der
Plasmamembran und in den auferen Kompartimenten des sekretorischen
Biosyntheseweges lokalisiert (Steiner, 2008). Die Prozessierung von APP durch die
gamma-Sekretase ist, wie schon weiter oben ausgefiihrt, stark mit zelluldren
Membranen verbunden. Die gamma-Sekretase reagiert sensitiv auf Modifikationen in
der hydrophoben Membranumgebung (Gamerdinger, 2008; Peters, 2009; Sawamura,
2004; Steiner, 2008) und scheint in Lipid rafts lokalisiert zu sein (Ehehalt, 2003; Wada,
2003; Wahrle, 2002). Fibroblasten von Mausen, die defizitdr an Presenilin sind, zeigen
veranderte Fluiditdt von Membranen und Komposition von Lipid rafts (Grimm, 2006).
Um den Einfluss von Presenilin auf Membranparameter weiter zu erforschen, wurden
neuronale Membranen und Lipid rafts aus dem Gehirn von Mausen, die humanes
Presenilin 1 (PS-1) exprimieren, isoliert und weiter untersucht.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Eckert, 2009b):

» Neuronale Membranen aus dem Gehirn von Mausen, die humanes PS-1
exprimieren, zeigen eine erniedrigte Fluiditat und erhohte Gehalte an Cholesterol
und Sphingomyelin.

» Die erhohten Gehalte an Cholesterol und Sphingomyelin lassen vermuten, dass
neuronale Membranen von transgenen PS-1-Mausen gesteigerte Gehalte an Lipid
rafts aufweisen, da sowohl Cholesterol als auch Sphingomyelin Komponenten
dieser membranaren Mikrodoméanen darstellen.

* In der Folge wurden aus dem Gehirn von transgenen PS-1-Mausen Lipid rafts mit
Hilfe der Detergenz-basierenden Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation
isoliert.

+ Die Charakterisierung der Fraktionen der Sucrose-Dichtegrantienten-
Zentrifugation zeigt flr Fraktionen aus dem Gehirn von Mausen, die humanes PS-
1 tragen und Kontrollmausen, eine dhnliche Verteilung von Proteinen und der
Triibung der einzelnen Fraktionen.

+ Die Gehalte an Cholesterol und die Aktivitit des Lipid raft Markerproteins
Alkalische Phosphatase sind in Lipid raft Fraktionen aus dem Gehirn von PS-1
transgenen Mausen signifikant erhoht.
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* Auch die Gehalte des Lipid raft Markerproteins Flotillin-1 sind in den
Membranmikrodominen deutlich erhoht, was darauf hindeutet, dass PS-1 die
Bildung von Lipid rafts in neuronalen Membranen induziert.

PS-1 verdndert die Eigenschaften von neuronalen Membranen. Protein-Lipid
Interaktionen regulieren zahlreiche metabolische Aktivititen und zellulare Reaktionen
auf Umgebungseinfliisse. Diese Interaktionen finden primar in Membranen statt, in
denen Phospholipide, Cholesterol und Sphingolipide konzentriert sind. Diese Lipide
bestimmen nicht nur die biophysikalischen Eigenschaften der Membran, sondern haben
auch wichtige Funktionen bei Signaltransduktionsmechanismen (Mattson, 2005).
Cholesterol ist der wichtigste Modulator fiir die Fluiditat von biologischen Membranen.
Es ist daher davon auszugehen, dass die in neuronalen Membranen von PS-1-Mausen
gemessene Erniedrigung der Membranfluiditat, auf den erhdhten Cholesterolwerten
beruht. Es scheint allerdings, dass Anderungen der Cholesterolhoméostase nicht
notwendigerweise mit PS-1 korreliert sind. So sind die Gehalte an PS-1 in einem
Mausmodell der Nieman-Pick Typ C Krankheit unverdandert (Burns, 2003). Diese
Krankheit zeichnet sich durch Stérungen des intrazellularen Cholesteroltransportes aus.
Unsere Daten zeigen erhohte Gehalte an Sphingomeylin in neuronalen Membranen aus
dem Gehirn von PS-1 transgenen Mausen. Andere Untersuchungen berichten, dass bei
Fehlen von Presenilin erhohte zellulire Sphingomyelingehalte festgestellt wurden
(Grimm, 2005) und dass Membranen, die aus dem Gehirn von Alzheimer Patienten
isoliert wurden, ebenfalls erniedrigte Sphingomyelingehalte aufweisen (Cutler, 2004).
Eine mogliche Erklarung liefert eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit, die zeigt, dass
Presenilin iiber zahlreiche Enzyme den zelluliren Metabolismus von Cholesterol und
Sphingomyelin reguliert (Grimm, 2005).

Sowohl Cholsterin als auch Sphingomyelin reprasentieren wesentliche

Komponenten von Lipid rafts (Eckert, 2003). Unsere Daten deuten darauf hin, dass PS-1
in vivo die Bildung von Lipid rafts induziert. Es stellt sich die Frage nach dem
Mechanismus, der Lipide und Proteine in diesen Membranmikrodomanen
zusammenhalt. Kiirzlich veréffentlichte Daten weisen darauf hin, dass Lipide eine
dominante Rolle bei den initialen strukturellen Membranidnderungen spielen und in
deren Folge Proteine in Lipid rafts eingelagert werden (Adams, 2006). In Lipid rafts sind
die Lipide starker gepackt und ermdglichen einen ldngeren Kontakt unter den
eingelagerten Proteinen (Brown, 2006). Auch die Prozessierung von APP durch den
gamma-Sekretase-Komplex scheint in Lipid rafts stattzufinden (Douglass, 2005). Es
wurde spekuliert, dass Flotilin-1 APP in Lipid rafts dirigiert und somit an der
Lokalisation und Prozessierung von APP beteiligt ist (Chen, 2006; Nizzari, 2007). Daten,
die zeigen, dass Flotilin-2 die Zusammenlagerung von APP an der Zelloberfldche fordert,
unterstreichen die Bedeutung von Lipid rafts bei der Prozessierung von APP (Schneider,
2008).
Kirzlich wurde die rdumliche Verteilung des gamma-Sekretase-Komplexes und seiner
Substrate in definierte Membrandomdnen im Detail studiert (Vetrivel, 2005). In
Ubereinstimmung mit diesen Befunden ist bei unseren PS-1 transgenen Miusen APP
hauptsachlich in nicht-raft-Fraktionen zu finden (Vetrivel, 2005). Unsere Daten legen
nahe, das auch PS-1 hauptsichlich in nicht-raft-Fraktionen zu finden ist, was in
Ubereinstimmung mit Daten aus embryonalen Gehirngewebe von PS-1-
liberexprimierenden Mausen steht (Vetrivel, 2005).
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4.1.9. Schlussfolgerung

Die Untersuchungen zur zentralen Cholesterolhomdostase zeigen, dass diese im
Wesentlichen unabhdnig vom peripheren System ist. Als essentielles Element der
zentralen Cholesterolhomdostase hat sich Apolipoprotein E erwiesen. Es ist nicht nur
fir den zellularen Efflux von Cholesterol notwendig, sondern moduliert auch die
intrazelluldre Verteilung von Cholesterol, etwa in biologischen Membranen. Die
Genvariante Apo E4 bzw. das Fehlen von Apo E fordert moglicherweise
pathophysiologische Vorgange im Rahmen der AD. Weiterhin ist Apo E teilweise fiir die
neuropharmakologischen Effekte von Statinen essentiell. Die Verteilung von Cholesterol
innerhalb der Membran lasst sich durch Statine modulieren, was moéglicherweise zu
deren neuropharmakologischen Eigenschaften beitragt.

Allgemein haben physiko-chemische Eigenschaften neuronaler Membranen
Einfluss auf die Prozessierung von APP. Eine erniedrigte Membranfluiditat fordert die
Bildung von Af. Umgekehrt erniedrigt A3 die Membranfluiditat, so dass ein circulus
vitiosus initiiert wird, in dem A seine eigene Produktion steigert. Allerdings sind die
tiber die Membranfluiditat-vermittelten Effekte nicht notwendigerweise von Cholesterol
abhangig. Auch die pharmakologische Beinflussung der APP-Prozessierung durch
Statine ist nicht unbedingt an eine Senkung der Cholesterolgehalte in der Membran
gekoppelt. Unsere Befunde, dass PS-1 als Komponente des y-Sekretasekomplexes Lipid
rafts beeinflusst legen einen Zusammenhang zwischen Bildung von Af und
intrazelluldrer Lipidhomd&ostase nahe.

4.2. Intermedidrprodukte des Mevalonat-Biosyntheseweges - Isoprenoide

Posttranslationale  Modifikationen von  Proteinen durch die Isoprenoide
Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) finden
zunehmende Beachtung in der Wissenschaft. Dies betrifft die Krebsforschung genauso,
wie die Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen. FPP und GGPP binden kovalent
an Proteine mit C-terminalem CaaX-Motiv, wie zum Beispiel an kleinen GTPasen (z.B.
Ras im Fall von FPP oder Racl oder Rho im Fall von GGPP). Das Anheften der
[soprenoide an Proteine mit CaaX-Motiv ist essentiell fiir die Insertion der vorgenannten
Proteine in biologische Membranen und ist damit mafdgeblich fiir deren Lokalisation,
Funktion und Aktivitit. Kleine GTPasen sind beteiligt an inflammatorischen Prozessen,
bei oxidativem Stress und bei der Proliferation von Zellen und deren Wachstum
(McTaggart, 2006). Genauso wie Cholesterol, entstehen FPP und GGPP im Mevalonat-
Biosyntheseweg. Im Gegensatz zu den mannigfachen Veréffentlichungen zu Cholesterol
sind Informationen tiber die Homodostase von FPP und GGPP im Gehirn bisher kaum
vorhanden. Der Mevalonat/Isoprenoid/Cholesterol-Biosyntheseweg hat in der letzten
Zeit grofdes, wenn auch zum Teil recht kontroverses Interesse im Zusammenhang mit
der Alzheimer Krankheit geweckt (Cole, 2006; Ostrowski, 2007). Eine verstarkte
Prenylierung von Proteinen in Folge von erhohten Isoprenoid-Spiegeln, im Rahmen der
Pathologie der Demenz, wurde von einigen Gruppen postuliert (Salminen, 2008). Es
wird auch zunehmend diskutiert, dass die therapeutische Wirksamkeit von Statinen bei
der Pravention kardiovaskuldrer Erkrankungen und moglicherweise auch bei einigen
neurodegenerativen Erkrankungen zumindest teilweise iiber eine Senkung der
[soprenoidspiegel und somit iliber eine Verminderung der prenylierten Proteine
vermittelt wird (Cole, 2005). Zwar wurden Isoprenoid/Protein-Komplexe mit Hilfe der
Massenspektroskopie (Appels, 2006; Barnidge, 2003) und mittels semi-quantitativen
Immunoassays (Cordle, 2005a; Dursina, 2006) untersucht, allerdings wurden bis dato
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keine Daten zu FPP- und GGPP-Gehalten im Gehirn publiziert. Dies wohl aufgrund des
Fehlens einer sensitiven analytischen Methode, die die Probleme bei der Isolierung und
der Detektion kleinster Mengen dieser Intermedidrprodukte 16sen wiirde.

4.2.1. Entwicklung und Etablierung einer validierten Methode zur Bestimmung
von FPP und GGPP in menschlichem Gehirngewebe

Auf der Basis von Vorarbeiten (Tong, 2005), haben wir kiirzlich eine Methode zur
Quantifizierung von FPP und GGPP in nanomolaren Konzentrationen im menschlichen
Gehirn entwickelt (Hooff, 2008). Die besondere Schwierigkeit lag in der Entwicklung
einer [solationsmethode, mit der es moglich ist, kleinste Mengen an FPP und GGPP aus
Gewebe zu isolieren, um diese dann nach Kopplung an einen Fluorophor sensitiv nach
HPLC-Trennung mittels Fluoreszenzdetektor quantifizieren zu kénnen.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Hooff, 2008):

+ Eine Kombination aus Extrulut fliissig/fliissig Extraktion und Umkehr-
Festphasen Extraktion (SPE) erwies sich am effizientesten, um FPP und GGPP aus
humanem, kortikalem Gehirngewebe zu isolieren.

« Die analytische Methode wurde hinsichtlich Selektivitat, Prazision, Genauigkeit,
Richtigkeit und Sensitivitit validiert.

» Es wurde ein interner Standard eingefiihrt, der synthetisiert und charakterisiert
wurde.

» Die Methode erlaubt eine simultane Quantifizierung von FPP und GGP iiber einen
breiten linearen Bereich.

+ Es wurden erstmals Konzentrationen von FPP und GGPP in humanem
postmortalem Gehirngewebe aus dem Kortex bestimmt, die sich im nanomolaren
Bereich bewegen.

Die von uns beschriebene Analytik entspricht voll den Anforderungen der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) fiir eine voll validierte
bioanalytische Methode (siehe www.fda.gov/cder/guidance/4252fnl.pdf, in der Fassung
vom 25. Juli 2008), hinsichtlich der Selektivitiat, der Linearitdt, der Stabilitiat, der
Richtigkeit, der Genauigkeit, der Prazision und der wiederholten Messung an der
Bestimmungsgrenze. Die prasentierte Technik macht sich auch einen Wichtungsfaktor
fir die Kalibrationskurven zu Nutze, um die Genauigkeit weiter zu erhéhen. Durch
Einsatz von unterschiedlichen Phosphatase-Inhibitoren ist es gelungen, die schnelle
Dephosphorylierung von Isoprenoiden im Gewebehomogenat zu unterbinden und diese
mit einer Kombination aus fliissig/fliissiger und fest/flliissiger Extraktion zu isolieren.
Da sich zahlreiche kommerziell erhaltliche Substanzen als unbrauchbar erwiesen,
wurde DNP synthetisiert und als brauchbarer interner Standard identifiziert (Naassner,
2002). 1H-NMR- und HPLC-Analysen bestitigten die Reinheit des synthetisierten
Produktes. Die Analyte FPP und GGPP wurden nach der Chromatographie tiber einen
Fraktionssammler aufgefangen und massenspektroskopisch mit Hilfe der FTICR-MS
bestatigt.

Die von uns gewahlte Strategie einer spezifischen Derivatisierung der Analyte zu
fluoreszierenden Produkten, die dann nach chromatographischer Trennung empfindlich
mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors bestimmt werden konnen, besticht durch eine
Bestimmungsgrenze im nanomolaren Bereich. Eine kiirzlich veroéffentlichte Methode zur
Bestimmung von FPP und GGPP mittels LC-MS enttduscht durch eine vergleichsweise
schlechte Empfindlichkeit (Henneman, 2008), die darin begriindet liegt, dass nicht
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derivatisiertes FPP und GGPP sich per se nur mangelhaft zur direkten MS-Analyse
eignen.

4.2.2. Erhohte FPP und GGPP Gehalte im Gehirngewebe von Alzheimer Patienten

Experimentelle Befunde deuten auf einen Zusammenhang zwischen isoprenylierten
kleinen GTPasen und der Alzheimer Krankheit hin (Cole, 2006; Scheper, 2007). Folglich
wurde in der Literatur im Zusammenhang mit Alzheimer vielfach eine verstarkte
[soprenylierung von Proteinen und erhohte Isoprenoidspiegel im Gehirn der Patienten
ins Gesprach gebracht (Cole, 2006; Scheper, 2007). Allerdings wurden diese
Vermutungen bislang nicht mit Daten belegt. Wohl auch deshalb, weil bis dato keine
Methode zur Verfiigung stand, die die Probleme hinsichtlich der Isolierung und der
Sensitivitat der Detektion von FPP und GGPP hatte 16sen konnen. Daher wurde die von
uns etablierte und validierte Methode zur Quantifizierung von Isoprenoiden verwendet,
um die Gehalte von FPP und GGPP in post-mortem Gewebe von Alzheimer Patienten und
nicht-dementen Kontrollpersonen zu ermitteln (Hooff, 2008). Hierzu wurden gefrorene
Stiicke des frontalen Kortex in graue und weif3e Substanz aufgeteilt und die optische
Trennung mit Western blot Analyse anhand des neuronalen Markerproteins NeuN
biochemisch bestatigt. Es konnte ausgeschlossen werden, dass das post-mortem
Intervall einen Einfluss auf die gemessenen Gehalte an FPP und GGPP hatte.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Eckert, 2009a):

» Kortikales Gewebe aus dem Gehirn von Alzheimer Patienten weist signifikant
hohere Gehalte an FPP und GGPP auf. Der Cholesterolgehalt im untersuchten
Gehirngewebe ist bei Alzheimer Patienten nicht verandert.

» Die Gehalte an GGPP liegen in allen untersuchten Proben deutlich iiber den FPP-
Spiegeln.

» Die Konzentration an FPPS mRNA ist in der grauen Substanz aus dem Gehirn von
Alzheimer Patienten signifikant erhoht.

* Auch die Menge an GGPPS mRNA in diesem Kompartiment scheint erhoht,
obgleich das Signifikanzniveau im zweiseitigen, ungepaarten T-Test nicht
erreicht wird.

Wir konnten erstmals zeigen, dass die Gehalte von FPP und GGPP im Gehirngewebe von
Alzheimer Patienten signifikant erh6ht sind. Im Vergleich zu FPP sind die Gehalte an
GGPP generell hoher, was unsere Vorbefunde bestatigen (Hooff, 2008). Um einen ersten
Einblick in die zelluliren Mechanismen zur Regulation der FPP und GGPP Gehalte zu
bekommen, wurden die mRNA Gehalte der in die Biosynthese involvierten Enzyme
HMG-CoA-Reduktase, FPP-Synthase (FPPS) und GGPP-Synthase (GGPPS) mittels qRT-
PCR quantifiziert. Es fiel auf, dass die Konzentration an FPPS mRNA in der grauen
Substanz aus dem Gehirn von Alzheimer Patienten signifikant erhoht ist. Auch die
Menge an GGPPS mRNA in diesem Kompartiment scheint erhoht, obgleich das
Signifikanzniveau im zweiseitigen, ungepaarten T-Test nicht erreicht wird. Weitere
Untersuchungen miissen zeigen, ob Unterschiede in der Gen- oder Proteinexpression
bzw. der Enzymaktivititen die gemessenen Unterschiede in den FPP- und GGPP-
Gehalten erkldaren konnen. Insbesondere ist auch eine verminderte Expression oder
Aktivitdit der FPP und GGPP ibertragenden Enzyme FPP- und GGPP-Transferase
denkbar. Dies wiirde im Endeffekt zu einer reduzierten Prenylierung von Proteinen
fiihren, was zwar gegen die gangige These spricht, allerdings wurden bislang noch keine
Gehalte an prenylierten Proteinen im Gehirngewebe von Alzheimer Patienten publiziert.
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Die Genexpression der HMG-CoA-Reduktase war unverdndert. Allerdings konnten wir in
weiterfiihrenden Untersuchungen eine signifikant niedrigere Aktivitit dieses wichtigen
Syntheseenzyms in der grauen Substanz von Alzheimer Patienten nachweisen (Daten
noch nicht publiziert). Zusammen mit den unverdnderten Cholesterolgehalten deutet
dieser Befund auf eine mogliche ,Feed-back” Regulation durch die gemessenen, hheren
Gehalte an FPP und GGPP bei Alzheimer Patienten hin. Interessanterweise wurde eine
solche Feed-back-Regulation in der Tat fiir das der HMG-CoA-Reduktase
nachgeschaltete Enzym, der Mevalonatkinase, berichtet (Hinson, 1997). Moglicherweise
wirkt sich diese Regulation auch auf die Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase aus, was
kiinftige Untersuchungen bestdtigen miissen.

Eine ganze Reihe von Evidenzen deutet darauf hin, dass unsere neuen Befunde im
direkten Zusammenhang mit pathophysiologischen Prozessen im Rahmen der
Alzheimer Krankheit stehen (Reid, 2007). Experimentelle Befunde legen nahe, dass die
[soprenylierung von kleinen GTPasen eine wichtige Rolle in der Pathologie der
Alzheimer Krankheit spielen (Kametani, 2004; Ridley, 2001). Rab Proteine scheinen
dabei beim intrazellularen Transport und der Prozessierung von APP beteiligt zu sein
(Scheper, 2004). Weiterhin scheinen Ras Proteine mit A3-Signalkaskaden in Verbindung
zu stehen (Takai, 2001). Daneben wurden auch andere GTPasen nicht nur mit der
Alzheimer Krankheit (Dumanchin, 1999), sondern auch funktionell mit neuronaler und
synaptischer Plastizitat in Zusammenhang gebracht (Lee, 2002).

Zusammenfassend deuten unsere Daten darauf hin, dass es im Verlauf der Alzheimer
Krankheit zu einer Fehlregulation des Mevalonat-Stoffwechsels kommt. Diese
Schlussfolgerung wird durch frithere Befunde zu den beiden Isoprenoid-Produkten
Dolichol und Ubiquinone gestiitzt. Beide Isoprenoide werden auch im Mevalonat-
Stoffwechselweg synthetisiert. Im Gehirngewebe von Alzheimer Patienten wurden
erhohte Gehalte an Dolicholphosphat und Ubiquinon gefunden, wiahrend die Gehalte an
Cholesterol weitgehend unverandert waren (Edlund, 1992; Soderberg, 1992). In
Ubereinstimmung mit diesen Daten und der relevanten Literatur (zusammengefasst in
(Wood, 2005)), konnten wir keine Verdanderung des Cholesterolgehaltes in post-mortem
Proben von Alzheimer Patienten nachweisen (Eckert, 2000)(HOOFF neu). Somit scheint
durch unsere Untersuchungen ein veranderter Isoprenoidstoffwechsel als Kandidat fiir
neue therapeutische Strategien identifiziert zu sein.

4.2.3. Statine senken die zerebralen Gehalte von FPP und GGPP

Um die Regulation der beiden Isoprenoide FPP und GGPP in vivo aufzuklaren, haben wir
initial die Isoprenoid-Spiegel in murinem Gehirngewebe basal und nach drei wochiger
Behandlung mit Simvastatin bestimmt und mit den neuropharmakologischen Effekten
des Statins auf die zerebralen Cholesterolspiegel verglichen.

Statine inhibieren die HMG-CoA-Reduktase und hemmen somit neben der zelluldren
Cholesterolsynthese auch die Bildung von FPP und GGPP. Letztere wird mit den
Cholesterol-unabhingigen, pleiotropen Effekten der Statine in Zusammenhang gebracht
(Corsini, 1996). Weiterhin wurde auf Grund von Zellkulturuntersuchungen spekuliert,
dass erhohte GGPP-Gehalte die Bildung von neurotoxischem, Alzheimer-relevantem
Beta-Amyloid Protein férdern, was in vitro durch Statine verhindert werden konnte
(Urano, 2005; Zhou, 2008). Allerdings wurde bisher nicht gezeigt, dass Statine
tatsachlich die Gehalte von FPP und GGPP im Gehirn senken kénnen. Daher wurden
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Mause tiber 21 Tage mit Simvastatin, wie schon beschrieben, behandelt und die Gehalte
an FPP und GGPP mittels HPLC-FD (Hooff, 2008) und an Cholesterol mittels
enzymatischer Methoden bestimmt (Eckert, 2001a; Kirsch, 2003b).

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Eckert, 2009a)
» Die basalen Spiegel von FPP und GGPP im Gehirn von 3 Monate alten C57/B]J6-
Mausen betragen ca. 25 bzw. 65 pmol/mg Protein.
» Die Applikation von taglich 50 mg Simvastatin/kg Maus tber 21 Tage per os
senkt sowohl die Isoprenoid- als auch die Cholesterolspiegel im Gehirn.
» Die Gehalte an FPP wurden um ca. 52%, die Gehalte an GGPP um ca. 33% und die
Gehalte an Cholesterol um 22% gesenkt.

Wie auch im menschlichen Hirngewebe, finden sich im Gehirn der Maus im Vergleich zu
FPP hohere GGPP Gehalte. Dies konnte darauf hindeuten, dass im zelluliren
Stoffwechsel FPP starker verbraucht wird als GGPP. Angesichts der Rolle von FPP als
Prekursor fiir Cholesterol und GGPP scheint dies logisch, bedarf allerdings der
experimentellen Absicherung. Interessanterweise liegen die basalen Isoprenoidspiegel
im Gehirn der Maus wesentlich iiber den Gehalten im menschlichen Gehirngewebe -
wobei in beiden Spezies das Verhaltnis von FPP zu GGPP vergleichbar ist.

Wir konnten kiirzlich erstmals zeigen, dass die orale Verabreichung von 50 mg/kg KG
Simvastatin iiber drei Wochen signifikant die Spiegel an FPP und GGPP im Gehirn von
Mausen senkt und dass die Biosynthese von Isoprenoiden etwas starker inhibiert wurde
als die Bildung von Cholesterol. Die Gehalte an FPP und GGPP wurden um 52%, bzw. um
33% gesenkt. Im Vergleich dazu reduzierten sich die Cholesterolgehalte im Gehirn der
Statin-behandelten Mause um 22%, was in Ubereinstimmung mit unseren fritheren
Befunden steht (Eckert, 2001a; Johnson-Anuna, 2005; Kirsch, 2003b). Somit konnten
wir erstmals den Beleg dafiir erbringen, dass Statine auch die Gehalte an FPP und GGPP
senken. Dariiber wurde bisher zwar auf Grund der Wirkung der HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren auf den Cholesterolspiegel spekuliert, aber mangels einer sensitiven
analytischen Methode nicht bewiesen (Cole, 2005).

Unsere Daten deuten darauf hin, dass im zentralen Kompartiment FPP, das neben der
Bildung von Cholesterol auch zur Modifikation von Proteinen und der Bildung von GGPP
dient, stirker umgesetzt wird. Dies konnte die geringere Konzentration von FPP
gegeniiber GGPP erklaren. Es fillt auf, dass die Spiegel an FPP und GGPP im pikomolaren
Bereich liegen, gegeniiber dem zentralen Gehalt an Cholesterol, das im gleichen
Kompartiment im nanomolaren Bereich vorkommt. Da die Umsatzraten von Cholesterol
im Gehirn von Nagetieren im Vergleich zum peripheren System sehr gering sind
(Dietschy, 2004), reicht moglicherweise eine geringe Menge an FPP aus, um die
Cholesterolsynthese im Gehirn zu bedienen. Die Umsatzraten der Isoprenoide FPP und
GGPP im Gehirn sind bislang unbekannt.

Wie an anderer Stelle ausgefiihrt, werden Statine als mogliche Therapieoption fiir
die Alzheimer Krankheit diskutiert. Auch wenn die klinische Datenlage einen
eindeutigen Nutzen der Statine zur Behandlung der Alzheimer Krankheit nicht belegt,
zeigen doch praklinische Untersuchungen, dass Statine in pathophysiologische
Mechanismen der Demenz eingreifen konnen, die zum Teil auch durch die
[soprenylierungen von Proteinen gesteuert werden. So spielen kleine GTPasen eine
Rolle beim intrazelluldren Transport von APP und dessen Prozessierung, wie auch bei
der Bildung von Af3 und bei der synaptischen Plastizitat (Cordle, 2005a). So wurde etwa
gezeigt, dass Statine die Assoziation der aktiven Form des gamma-Sekretase-Komplexes
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mit Lipid rafts vermindert. Dieser Effekt kann teilweise durch die Ko-Inkubation mit
GGPP aufgehoben werden, was eine Beteiligung von GGPP an der Regulation des
gamma-Sekretase-Komplexes nahe legt (Urano, 2005). Hierzu passen Befunde, dass
GGPP in der Zellkultur den gamma-Sekretase-Komplex stimuliert, was zu einer
vermehrten Bildung von AP fiihrt (Zhou, 2008). Weiterhin wurde spekuliert, dass
zellular zwei AB-Pools existieren, die unabhidngig voneinander sind, wobei der
intrazelluldre Pool durch Isoprenoide und der sekretorische Pool durch Cholesterol
reguliert werden (Cole, 2005). Bei der Interpretation der bisher veréffentlichten Daten
zu Effekten von GGPP und FPP in Zellkulturexperimenten, ist allerdings zu bedenken,
dass die von uns und anderen in Gewebe- und Zellkulturproben durchgefiihrten
Messungen basale FPP- und GGPP-Spiegel im nanomolaren Bereich ergaben (Tong,
2005; Tong, 2008). Inkubationen mit Isoprenoiden wurden allerdings durchweg mit
mikromolaren Konzentrationen durchgefiihrt, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse
auf die reale physiologische Situation erschwert.

4.2.4. Schlussfolgerung

Mit Hilfe der von uns entwickelten und nach den Richtlinien der amerikanischen Food
and Drug Administration validierten Methode zur sensitiven Bestimmung von FPP und
GGPP ist es wuns erstmals gelungen, eine Fehlregulation des Mevalonat-
Biosyntheseweges im Rahmen der Alzheimer Demenz nachzuweisen und mit Hilfe von
quantitativen PCR-Befunden mogliche Regulationsmechanismen zu identifizieren. Die
von uns gefundenen, erh6hten Spiegel an FPP und GGPP schliefsen die Liicke zwischen in
vitro Befunden zur Beteiligung von kleinen GTPasen an pathophysiologischen Prozessen
und postulierter Fehlregulation des Isoprenoid-Stoffwechsels im Rahmen der Alzheimer
Demenz. Unsere Befunde haben moglicherweise auch Bedeutung fiir andere
Krankheiten, wie Krebs oder dem Hutchinson-Gilford-Syndrom (Capell, 2008; Swanson,
2006; Vega, 2008), bei denen tber erhohte FPP- und GGPP-Gehalte spekuliert wird.
Weiterhin hat sich Simvastatin als potentes pharmakologisches Tool erwiesen, um FPP-
und GGPP-Gehalte im Gehirn zu modulieren.

4.3. Die Beeinflussung der Apoptose - Ein neuartiger Wirkungsmechanismus von
Simvastatin im Gehirn

4.3.1. Bcl-2-Protein - Ein neues Target fiir Statine im Gehirn

Es ist bekannt, dass Statine neben ihrer Cholesterol-senkenden Wirkung noch andere,
pleiotrope Effekte vermitteln (Corsini, 1996). Da nicht bekannt war, liber welchen
Mechanismus Statine eine mogliche Neuroprotektion vermitteln, wurden Mause tliber
drei Wochen mit Statinen behandelt und mit Hilfe von Genchip-Untersuchungen
(Affymetrix chip murine genome U74Av3) die Genexpression von ca. 10.000 Genen im
Gehirn der Tiere untersucht. Spezifische Kandidatengene wurden mittels RT-PCR
bestatigt. Ebenfalls unbekannt war, ob Statine in pharmakologisch wirksamen Dosen
das Zentralnervensystem erreichen. Daher wurden in der gleichen Untersuchung
erstmals Statinspiegel im Gehirn mittels LC-MS/MS bestimmt und zur
pharmakokinetischen Beurteilung herangezogen (Johnson-Anuna, 2005). Es wurden
drei Statine anhand ihres Oktanol/Wasser-Verteilungsverhaltnisses ausgesucht, um den
Einfluss der physiko-chemischen Stoffeigenschaften auf pharmakologische und
pharmakokinetische Faktoren zu untersuchen. Die Lipophilie der gewahlten Statine
nahm in der Reihenfolge Simvastatin > Lovastatin > Pravastatin ab. Zur Applikation
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wurden Statindosen gewahlt, die im gewdhlten Modell bekanntermafien LDL-
Cholesterolspiegel im Plasma senken (Brown, 2002; Law, 2003). In Analogie zu
vorausgegangenen Studien wurden die Statine taglich tiber 21 Tage per Schlundsonde
verabreicht (Eckert, 2001a; Kirsch, 2003b). Am Ende der Studie wurden Plasmaproben
und die Gehirne gewonnen und weiter untersucht (Johnson-Anuna, 2005).

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Johnson-Anuna, 2005):

+ Statine verdandern die Genexpression im zerebralen Kortex der Maus.

» Die Expression von spezifischen Genen, die mit der Apoptose assoziiert sind (Bcl-
2, ET-1, HK1, c-fos, c-myc und H1.2), werden primar durch Simvastatin
signifikant beeinflusst.

« Simvastatin erhoht die Expression von Bcl-2 und ET-1, welches fiir das
Vorlaufermolekiil von Endothelin-1 codiert, signifikant.

» Pravastatin, Lovastatin und Simvastatin wurden im Gehirnhomogenat
quantifiziert. Die Spiegel der Wirkstoffe im Gehirn reflektieren deren Lipophilie.
Entsprechend wurden fiir Simvastatin die hochsten Gehalte gefunden.

« Statine akkumulieren nicht im Gehirngewebe. Folgeuntersuchungen haben
gezeigt, dass einige Stunden nach einer Einmalgabe kein Wirkstoff mehr
nachweisbar ist.

Wahrend Simvastatin und Lovastatin als Laktone Pro-Drugs darstellen (Hamelin, 1998)
und auf Grund ihrer Lipophilie die Blut-Hirn-Schranke tberschreiten und somit das
Gehirn erreichen (Guillot, 1993; Saheki, 1994), sollte Pravastatin als hydrophile Saure
das zentrale Kompartiment nicht erreichen (Botti, 1991). Allerdings zeigen eigene
Untersuchungen an C57/BJ6-Mdusen, in denen wir erstmals die Gehirnspiegel von
Statinen mittels HPLC-MS/MS quantifizierten, dass alle drei Statine das Gehirn
erreichen. Die Konzentration von Pravastatin erreicht mit 100 pg/g Feuchtgewicht
allerdings nur ein Viertel bzw. ein Drittel der Simvastatin- bzw. Lovastatinkonzentration
(Johnson-Anuna, 2005). In Ubereinstimmung damit, konnte Pravastatin im CSF von
gesunden Probanden nicht nachgewiesen werden (Botti, 1991). Somit scheinen aktive
Transportmechanismen, die fiir die Aufnahme von Pravastatin in periphere Zellen -
insbesondere Hepatozyten - sorgen, an der BHS nicht vorhanden zu sein. Unter der
Mafigabe, dass auch Pravastatin das Demenzrisiko senkt (Jick, 2000) und dass der
zentrale und periphere Cholesterolpool unabhdngig voneinander sind - wie wir und
andere zeigen konnten (Dietschy, 2001; Eckert, 2001a; Kirsch, 2003a) - lasst sich doch
eine gewisse Kopplung von peripherer und zentraler Lipidhomd&ostase vermuten. Ein
moglicher Mechanismus involviert Hydroxycholesterolderivate, wie 24-OH-Cholesterol,
das ausschliefdlich im Gehirn gebildet wird und 27-OH-Cholesterol, das in der Peripherie
entstheht. Beide Cholesterolmetabolite sind in der Lage, die Bluthirnschranke zu
tiberschreiten (Heverin, 2005; Lutjohann, 2003). Allerdings sind die ausgetauschten
Mengen im Vergleich zur Gesamtcholesterolmenge des Gehirns verschwindend gering,
wie wir kiirzlich ausfiihrlich diskutiert haben (Wood, 2007).

Unsere Daten deuten auf die Beteiligung von unterschiedlichen Stoffwechselwegen bei
neuroprotektiven Effekten von Statinen hin: Die Behandlung von Mausen mit den
lipophilen Vertretern Lovastatin und Simvastatin aber auch mit dem hydrophilen
Pravastatin, dnderte die Expression von Genen im zerebralen Kortex, die eine Rolle bei
der Apoptose, dem Zellwachstum und zelluldren Signal- und Transportprozessen
spielen (Johnson-Anuna, 2005). Ein neuer und moglicherweise bedeutsamer Befund
war, dass Simvastatin signifikant die Expression eines der wichtigsten anti-
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apoptotischen Proteine, dem B-Zell Lymphom/Leukdmie 2 (Bcl-2) Protein erhohte.
Lovastatin und Pravastatin steigern zwar auch die Bcl-2-Expression, allerdings wurden
die Signifikanzkriterien nicht erfiillt. Bcl-2 und andere anti-apoptotischen Mitglieder der
gleichnamigen Proteinfamilie spielen eine ausschlaggebende Rolle beim neuronalen
Uberleben (Akhtar, 2004).

4.3.2. Simvastatin induziert die Expression von Bcl-2 und schiitzt neuronale Zellen
in vitro

Fir die folgenden Untersuchungen wurde Simvastatin gewahlt, da fiir den Wirkstoff in
den vorausgegangenen Untersuchungen, die hochsten Gehirnspiegel und die starksten
Effekte auf die Expression von Genen im Gehirn gefunden wurde (Johnson-Anuna,
2005). Die nachsten Experimente wurden initiiert um zu iiberpriifen, ob Simvastatin
tiber eine Erhohung der Bcl-2-Proteinmenge priméare kortikale Neurone der Maus vor
Exzitoxizitdit schiitzt. Primdre Neurone der Maus und humane SH-SY5Y-
Neuroblastomazellen wurden mit einer geringen Konzentration an Simvastatin (100
nM) vorinkubiert und dann mit G3139 behandelt, einer Substanz, die bekanntlich Bcl-2
Spiegel reduziert und Zelltod induziert. Bei G3139 handelt es sich um ein Antisense-
Oligonukleotid, das direkt mit der Bcl-2 mRNA interagiert und fiir die Anwendung im
Rahmen der Krebstherapie klinisch getestet wird (Dai, 2005).

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Johnson-Anuna, 2007):

» Die chronische Behandlung von primdren kortikalen Neuronen der Maus mit
Simvastatin fiihrt zu einem Anstieg der Bcl-2 mRNA und Proteingehalte.

» Zur Protektion von neuronalen Zellen in der Kultur bedarf es einer chronischen
Inkubation mit Simvastatin.

» Das Bcl-2 Antisens-Oligonukleotid G3139 fiihrt zu einer deutlichen Abnahme der
Bcl-2-Proteingehalte in SH-SY5Y-Neuroblastomzellen.

« Vorinkubation von Neuroblastomzellen mit G3139 hebt die Simvastatin-
induzierte Protektion gegeniiber oligomeren Amyloid-Beta Peptid auf.

+ Simvastatin stimuliert die Genexpression von ET-1.

» Externes ET-1 Protein induziert die Bildung von Bcl-2-Protein in vitro.

» Die Effekte von Simvastatin lassen sich NICHT durch Mevalonat aufheben, was
darauf hinweist, dass die zu Grunde liegenden biochemischen Mechanismen
aufderhalb des Mevalonat-Biosyntheseweges liegen.

Die Vorinkubation der Zellen mit Simvastatin reduzierte deutlich die Freisetzung des
Zytotoxizititsmarkers LDH nach der Behandlung mit Toxinen. Gleichzeitig wurden die
mRNA- und Protein-Gehalte von Bcl-2 deutlich erhoht. Beide Effekte, Protektion und
Bcl-2-Expression, wurden durch G3139 antagonisiert, was den Schluss zulasst, dass die
neuroprotektive Wirkung von Simvastatin iliber eine Hochregulation der Bcl-2-
Expression vermittelt wird (Johnson-Anuna, 2007). Interessanterweise liefden sich die
Effekte von Simvastatin nicht durch eine Prainkubation mit Mevalonat, dem Produkt der
HMG-CoA-Reduktase, maskieren. Dies spricht fiir einen Cholesterol-unabhanigen
Wirkmechanismus aufierhalb des Mevalonat-Stoffwechselweges.

Unsere Befunde, dass Simvastatin sowohl in vitro als auch in vivo die Bcl-2-
Genexpression erhoht, werfen die Frage nach dem verantwortlichen
Transkriptionsmechanismus auf (Johnson-Anuna, 2005). Eine mogliche Antwort lautet,
dass Endothelin-1 (ET-1) an der transkriptionellen Aktivierung von Bcl-2 beteiligt ist:
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Mit zwei unterschiedlichen Techniken konnten wir zeigen, dass Simvastatin signifikant
die Genexpression von ET-1 im zerebralen Cortex und dem Hippokampus der Maus
erhoht (Johnson-Anuna, 2005). Interessanterweise fiihrt die Stimulation von Zellen mit
ET-1 zu einer erhdhten Bcl-2 Genexpression, welche die Wasserstoffperoxid-induzierte
Apoptose in Kardiomyozyten verhindert. Nachfolgende Arbeiten zeigten, dass dieser
Effekt auf der ET-1 vermittelten Erhohung der intrazelluliren Kalziumspiegel
zurlckzufiihren ist. Dabei bindet ET-1 an seinen Rezeptor, was in der Folge in einer
Aktivierung von Calcineurin miindet. Calcineurin dephosphoryliert den zytosolischen
Transkriptionsfaktor NFAT, der dann in den Zellkern translokalisiert und an einen Bcl-
2-Promoter mit zwei NFAT Bindungsdomanen bindet (Kawamura, 2004).

Es sprechen einige Evidenzen dafiir, dass dieses Szenario auch fiir die
beobachteten neuroprotektiven Effekte von Simvastatin verantwortlich ist. So zeigte
sich, dass NFAT neuroprotektiv ist. Werden Neurone mit Lithium inkubiert, das die
NFAT Exportkinase GSK3 inhibiert, so wird der nukledre Export von NFAT reduziert und
die Zellviabilitat steigt unter oxidativem Stress an. In diesem Zusammenhang wurde
eine Beteiligung von Bcl-2-abhdngigen Mechanismen an den neuroprotektiven Effekten
von Lithium diskutiert (Ghribi, 2002; Youdim, 2004). Dafiir sprechen Befunde, dass eine
Inkubation von PC12-Zellen mit Lithium die zelluldre Bcl-2-Menge erhoht und die
Anfalligkeit gegentiber A induziertem Zelltod vermindert (Wei, 2000).

4.3.3. Simvastatin vermittelt iiber Bcl-2 neuroprotektive Wirkungen in vivo

In der nachsten Untersuchung wurde analog zu den vorausgegangenen Mausstudien
tiber drei Wochen Simvastatin an Meerschweinchen oral appliziert. Die neuroprotektive
Wirksamkeit des Statins wurde dann an akut dissoziierten Gehirnzellen ex vivo getestet.
Meerschweinchen wurden gewdhlt, da diese einen Lipidstoffwechsel aufweisen, der
dem des Menschen sehr dhnlich ist und somit Meerschweinchen das Standardmodell zur
pharmakologischen Testung von Substanzen mit Effekten auf den Lipidstoffwechsel
darstellen (West, 2004). Dartiber hinaus sollte gezeigt werden, dass die an der Maus
evaluierten Effekte Spezies-unabhangig sind.

Die wichtigsten Resultate im Uberblick (Franke, 2007):

+ Die chronische Verabreichung von Simvastatin senkt signifikant die
Plasmacholesterolspiegel, wobei das Verhaltnis LDL/HDL zu Gunsten von HDL
verschoben wird.

« Simvastatin beeinflusst die Cholesterolspiegel im Gehirn der behandelten Tiere
NICHT. Allerdings ist die Aktivitit der HMG-CoA-Reduktase im Gehirn nach der
Auswaschphase des Pharmakons deutlich erhéht, was eine pharmakologische
Interaktion mit dem Enzym im Gehirn nahelegt.

« Simvastatin erh6ht die Menge an anti-apoptotischen Bcl-2-Protein im Gehirn von
Meerschweinchen, gleichzeitig reduziert die Behandlung die Menge an pro-
apoptotischem Bax-Protein.

+ Dissoziierte Gehirnzellen von mit Simvastatin behandelten Meerschweinchen
erweisen sich als weniger vulnerabel gegentiber mitochondrialer Dysfunktion,
die durch HA 14-1, einem Bcl-2-Antagonisten, oder SNP, einem NO-Donor,
induziert wurde.

» Dissoziierte Gehirnzellen von mit Simvastatin behandelten Meerschweinchen
zeigen keine Aktivierung der Apoptose-relevanten Caspasen 3 oder -9 nach einer
Inkubation mit HA 14-1.
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Die Ergebnisse zeigen, dass Simvastatin auch im Tiermodell neuropotektive Effekte
vermittelt, dabei wurde Bcl-2 als Target bestatigt. Die Statinbehandlung vermindert die
Vulnerabilitit von dissoziierten Gehirnzellen gegeniiber der mitochondrialen
Dysfunktion und gegeniiber Caspase-vermittelter =~ Apoptosemechanismen.
Interessanterweise sind die beobachteten Effekte, analog zu den in vitro
Untersuchungen, Cholesterol-unabhingig. Schon frithere Untersuchungen an
Meerschweinchen zeigen, dass Statine die zentralen Cholesterolspiegel nicht
beeinflussen (Fassbender, 2001).

Bcl-2 reprdsentiert eines der in der Zelltodforschung am meisten untersuchten Proteine.
Ersmals wurde es 1984 als onkogenes Produkt in follikularen Lymphomen entdeckt
(Tsujimoto, 1984). Bcl-2 befihigt Zellen zum Uberleben, im Gegensatz zu den zuvor
entdeckten pro-apoptotischen Onkogenen. Im Rahmen der Apoptose findet sich eine
Abnahme an Bcl-2-Protein (Wang, 1999). Bcl-2 ist ein Mitglied der gleichnamigen Bcl-2-
Familie, die aus pro- und anti-apoptotischen Proteinen besteht und in direkter
Verbindung zu anderen Mitgliedern dieser Familie steht, wie Bcl-XL oder Bcl-w.
Zusammen schiitzen diese anti-apoptotischen Proteine Zellen vor eine Reihe von
zytotoxischen Ereignissen, wie Zytokin-Mangel, UV- und Gamma-Strahlung oder
Zytostatika (Cory, 2003). Die Notwendigkeit von Bcl-2 fiir das Uberleben von Zellen,
wurde dementsprechend von vielen Arbeitsgruppen gezeigt. Dabei wurde auch
bestatigt, dass Bcl-2 fir das Uberleben von Neuronen essentiell ist, was fiir die
vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung ist (Motoyama, 1999; Nakayama, 1994).
Die Uberexpression von Bcl-2 in transgenen Miusen schiitzt Neurone von ischimischen
Insulten (Martinou, 1994). Weiterhin kann Bcl-2 in Modellen der Neurodegeneration
kompensatorisch gegen oxidative Zellschiaden wirken (Migheli, 1994).

Die der anti-apoptotischen Wirkung von Bcl-2 zugrunde liegenden, zelluldaren
Ablaufe sind Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Forschung. Es scheint aber so zu
sein, dass komplexe Caspase-abhingige und -unabhingige Mechanismen involviert
sind. So verhindert zum Beispiel Bcl-2 die Aktivierung von Bax durch eine
Heterodimerisierung (Yin, 1995), was die Oligomerisierung von Bax und Bak hemmt.
Somit wird die Bildung von Poren in der Mitochondrienmembran verhindert, durch die
Cytochrom C freigesetzt wird und Caspasen stimuliert. Ein anderer Mechanismus geht
von der Inhibition der mitochondrialen Freisetzung des Apoptose-induzierenden
Faktors (AIF) aus, der Caspase-unabhingig die Apoptose einleiten kann: AIF wandert
von den Mitochondrien in den Zellkern, wo er die Fragmentierung der DNA, die
Kondensation von Chromatiden und somit den Zelltod induziert (Daugas, 2000; Marzo,
1998). So wurde in Untersuchungen an Neuronen der Maus gezeigt, dass oxidativer
Stress zu einer vermehrten Translokation von AIF von den Mitochondrien in den
Zellkern fiihrt und dass der daraus resultierende Zelltod durch eine Uberexpression von
Bcl-2 verhindert werden konnte (Cregan, 2002; Wang, 2004).

4.3.5. Schlussfolgerung

Das anti-apoptotische B Zell Lymphom/Leukdmie-2 Protein (Bcl-2) wurde kiirzlich von
uns als neues Target fiir Statine im Gehirn identifiziert. Unsere aktuellen in vitro und in
vivo Untersuchungen zeigen, dass Simvastatin nicht nur die Bildung Bcl-2-Protein
anregt, sondern lber diesen Mechanismus neuroprotektive Effekte vermittelt. Zum
Beispiel sind dissoziierte Hirnzellen von Simvastatin-behandelten Meerschweinchen
deutlich weniger vulnerabel gegeniiber mitochondrialer Dysfunktion und der
Aktivierung von Caspasen. Wir postulieren, dass die Simvastatin induzierte Zunahme
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der Bcl-2-Genexpession, die wir sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet haben,
zumindest teilweise auf dem ET-1/Calcineurin/NFAT Biosyntheseweg beruht. Unsere
Untersuchungen zu anti-apoptotischen Mechanismen von Simvastatin werden neue
Einblicke fiir den potentiellen Nutzen der Statine bei neurologischen und
neurodegenerativen Erkrankungen liefern, bei deren Pathogenese der programmierte
Zelltod eine Rolle spielt.
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5. Zusammenfassung

Der demographische Wandel in den Industrienationen der westlichen Welt stellt deren
Gesellschaften vor neue sozio-6konomische Herausforderungen. Die Inzidenz fir
altersbedingte Krankheiten steigt in der immer &dlter werdenden Bevolkerung, was
insbesondere fiir Erkrankungen des Gehirns zutrifft. Im Gegensatz zu allen anderen
Geweben des menschlichen Korpers findet im Gehirn kaum Regeneration von Neuronen
statt, auch wenn fiir bestimmte Areale die Neubildung von Nervenzellen aus neuronalen
Stammzellen gezeigt wurde. Halt man sich vor Augen, dass das im Laufe des Lebens
gekniipfte neuronale Netzwerk, das individuelle Wissen, die Gefiihle, die Erfahrungen
und die Erinnerungen des Menschen tragt, so wird deutlich, dass Veranderungen in der
neuronalen Verschaltung, sei es durch Alterungs- und/oder Krankheitsprozesse, zu
einem Wandel des bewussten Erlebens fiithren. Dariiber hinaus kénnen natiirlich auch
alle Steuerungsfunktionen des Gehirns betroffen sein, die nicht dem Willen unterliegen.
Beispiele hierfiir sind Altersvergesslichkeit oder kognitive Dysfunktion im Rahmen der
Vaskuldren oder Alzheimer Demenz. Geldnge es den physiologischen Alterungsprozess
des Gehirns hinauszuzogern, so wiirden nicht nur altersbedingte Ausfallerscheinungen
spater auftreten, sondern auch die Inzidenz bestimmter Gehirnerkrankungen sich
mindern. Physiologische Alterungsprozesse an Neuronen betreffen insbesondere die
neuronalen Plasmamembranen. Auch pathophysiologische Verdnderungen finden an
diesem Zellkompartiment statt. Diese sind gepragt von Verdnderungen der
Lipidkomposition und von oxidativen Verdnderungen. Da die Plasmamembran nicht nur
die Zelle nach auflen abschirmt, sondern auch aktiv in Signaltransduktionsprozesse
involviert ist, beeintrachtigen Membranveranderungen auch die Kommunikation von
Nervenzellen.

Im Vergleich mit anderen Organen lassen sich, bezogen auf das Feuchtgewicht, bei den
meisten Spezies die hochsten Cholesterolkonzentrationen im Gehirn messen.
Cholesterol ist ein integraler Bestandteil des Gehirns und tragt zur Stabilitat neuronaler
Membranen bei. Es ist essentiell fiir Proteinfunktionen und dient als Prekursor fiir
Steroide. Neben Analogien zu Funktionen in der Peripherie, existieren entscheidende
Unterschiede in der Dynamik des Sterols im zentralen Nervensystem, welche die
besonderen Eigenschaften von Cholesterol im Gehirn bedingen und die es zu beachten
gilt. Diese Unterschiede betreffen unter anderem das Verhaltnis von verestertem und
unverestertem Cholesterol, die Apolipoprotein- und Lipoproteinverteilung und das
Vorkommen des Oxysterols 24S-Hydroxycholesterol. Der grofdte Teil unseres Wissens
tiber die Eigenschaften von Cholesterol im Gehirn basiert auf Untersuchungen zum
Gesamtgehalt des Sterols im Gewebe. Es wird aber immer deutlicher, dass nicht die
Gesamtmenge an Cholesterol, sondern seine Verteilung in diskreten Domanen
entscheidende Bedeutung fiir seine zelluliren Funktionen hat. Wie in der Peripherie
kann es auch im Gehirn zu Dysregulation der Cholesterolhomdostase kommen, die sich
in Fehlfunktionssyndromen, angeborenen Defekten oder Krankheiten wie der Niemann-
Pick Typ C Krankheit manifestieren. Weiterhin deuten Evidenzen auf eine Rolle von
Cholesterol bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Chorea Huntington oder
Alzheimer Demenz und bei Gehirnalterunsprozessen hin.

Unsere Untersuchungen an post-mortem Proben von Alzheimer Patienten
konnten wiederholt belegen, dass die Gesamtmenge an Cholesterol in neuronalen
Membranen beziehungsweise im Gehirnhomogenat aus Hippokampus- und
Kortexgewebe nicht krankheitsbedingt verandert ist. Ebenfalls unverandert fanden wir
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die Cholesterolkonzentration im Gehirngewebe von Apolipoprotein E (Apo E) knock-
out-Mausen. Diese Tiere zeigten allerdings massiv erhohte Cholesterolspiegel im
Plasma, was Befunde bestatigt, dass die zentrale Cholesterolhomdostase im
Wesentlichen unabhingig vom peripheren System ist. Interessanterweise konnten wir
bei Apo E knock-out-Mdusen die zentralen Cholesterolspiegel nicht mit Lovastatin
beeinflussen, was unter anderem Anlass fiir eine ndhere wissenschaftliche Betrachtung
des Apolipoproteins war. Apo E stellt ein wichtiges Transportmolekiil fiir Cholesterol im
Korper dar, im Gehirn dient es vor allem dem Transfer von Cholesterol von Astrozyten
zu Neuronen. Die Genvariante Apo E4 stellt einen robusten Risikofaktor fiir die
Alzheimer Demenz dar. Unsere Untersuchungen zeigten, dass Apo E4 bzw. das Fehlen
von Apo E moglicherweise physiologische Prozesse dahingehend beeinflusst, dass
pathophysiologische Vorgange im Rahmen der Alzheimer Demenz geférdert werden. Es
existieren Hinweise, dass moglicherweise nicht die Gesamtmenge an Cholesterol,
sondern dessen Verteilung im Gehirn fiir pathologische Prozesse entscheidend ist. Auch
hier scheint Apo E eine Rolle zu spielen. So weisen etwa synaptosomale
Plasmamembranen aus dem Gehirn von jungen Apo E4-Mausen die gleiche Zunahme an
Cholesterol im exofazialen Membranblatt auf, wie alte Apo E3-Mduse. In diesem
Zusammenhang sei darauf verwiesen, dass das Alter der wichtigste Risikofaktor fiir die
AD darstellt. Unsere eigenen Untersuchungen an jungen, mittelalten und alten
transgenen Tieren, die unterschiedliche Varianten des Apo E Gens tragen, zeigten dass
Lipid rafts aus dem Gehirn alter Apo E4 Tiere signifikant hohere Cholesterolgehalte
aufweisen. Apo E scheint auch essentiell fiir die Wirkung von Agonisten des nukledren
Leber-X-Rezeptors zu sein. Unsere Daten aus Zellversuchen zeigen, dass
pharmakologische Effekte des Agonisten nur in Gegenwart des Apolipoproteins zu
beobachten sind und mit einer verstarkten Expression von ABC-Al-Transportern
einhergehen. Unsere Untersuchungen zur Aktivitit von ABC-B1-Transportern belegen,
dass die optimale Konzentration von Cholesterol in der Membran fiir die Funktion von
Transportproteinen wichtig ist. Diese Ergebnisse stehen im direkten Zusammenhang
mit der Verteilung von Cholesterol innerhalb der Plasmamembran, da ABC-Transporter
in der Modulation des membranaren Cholesterols involviert zu sein scheinen.

Epidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass Patienten die Statine einnehmen,
ein signifikant reduziertes Risiko haben, an der Alzheimer’schen Krankheit zu
erkranken. Allerdings konnten in der Folge initiierte prospektive Studien, tiberwiegend
keinen positiven Effekt auf die Inzidenz der Alzheimer Krankheit nachweisen. Vor dem
Hintergrund, dass die Halbwertzeit des Sterol-Pools im Gehirn des adulten Menschen ca.
4,6 Jahren betragt, schiitzt moglicherweise nur eine langfristige Statineinnahme vor
pathologischen Prozessen. Aktuelle Studien mit Beobachtungszeitraumen von iiber fiinf
Jahren belegen einen protektiven Effekt der langfristigen Einnahme von Statinen
hinsichtlich kognitiver Beeintrachtigungen oder Demenzen. Fiir andere neurologische
Zustinde wie dem  Schlaganfall, der Multiplen Sklerose oder der
Riickenmarksverletzung, ist die Wirksamkeit von Statinen klinisch belegt.

Bis dato ist nur sehr wenig tiber die Neuropharmakologie der Statine bekannt. Im
Rahmen unserer Untersuchungen zu den Effekten der Statine auf neuronale
Membranen, konnten wir erstmals zeigen, dass Statine nicht nur den Cholesterolgehalt
von neuronalen murinen Membranen senken, sondern auch die Verteilung von
Cholesterol innerhalb des Membranblattes verandern. Sehr wahrscheinlich stehen diese
Veranderungen mit der verminderten Bildung von neurotoxischem Beta-Amyloid (Ap)
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in Zusammenhang. Ap wird an der Zellmembran durch mehrere Sekretasen aus dem
membranstindigen Amyloid-Precursor-Protein (APP) freigesetzt. Es ist bekannt, dass
die physiko-chemischen Eigenschaften von neuronalen Membranen die Prozessierung
von APP und damit die Bildung von neurotoxischem Af beeinflussen. Die vermehrte
Bildung von AP wird als einer der wesentlichen Faktoren fiir die Pathogenese der
Demenz vom Alzheimer Typ angesehen.

Seit einiger Zeit existieren im Rahmen der Alzheimer Demenz Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen der Bildung von A und der intrazellularen Lipidhomdostase.
Auch unsere Ergebnisse, dass PS-1 als Komponente des y-Sekretase-Komplexes die
Anreicherung von Cholesterol und Sphingomyelin in neuronalen Membranen und hier
vor allem in Lipid rafts induziert, unterstiitzen diese Befunde.

In einem zelluldaren Modell der Alzheimer’schen Krankheit konnten wir kiirzlich
bestatigen, dass die Reduktion des Cholesterolgehaltes in den Zellmembranen zu einer
Reduktion der AP Bildung fiihrt. Diese Reduktion korreliert mit einer Anderung der
Membranfluiditat. Durch den Einsatz von pharmakologischen Tools konnten wir zeigen,
dass die Membranfluiditat auch unabhangig vom Cholesterolgehalt die Bildung von
neurotoxischen AP determiniert. Eine verminderte Membranfluiditat, wie sie auch im
Laufe der Gehirnalterung zu verzeichnen ist, fithrt somit vermutlich zu einer verstarkten
Bildung von Af. Mdéglicherweise tragen unsere Ergebnisse zur Erklarung des Auftretens
der altersbedingten Demenz bei. Unsere Untersuchungen haben die physiko-chemischen
Eigenschaften der neuronalen Membran klar als Target moéglicher Praventionsansitze
identifiziert. Unsere Untersuchungen haben aber auch gezeigt, dass die APP-
Prozessierung unabhdnig von einer Statin-induzierten Cholesterolsenkung moduliert
werden kann. Dass die pharmakologische Beeinflussung der APP-Prozessierung durch
Statine nicht zwingend an eine Senkung der Cholesterolgehalte in der Membran
gekoppelt ist, wurde schon in anderen Untersuchungen gezeigt. So wurden etwa die Ap-
Spiegel im Gehirn von Meerschweinchen, die mit einer hohen Simvastatindosis
behandelt wurden, gesenkt. Dabei blieb jedoch der zentrale Cholesterolgehalt
unverdndert. Letzteres konnten wir in eigenen Untersuchungen bestdtigen. Diese
Ergebnisse deuten ebenfalls darauf hin, dass Statinen ihre Wirkung méglicherweise
nicht iiber eine simple Cholesterolsenkung im zentralen Kompartiment entfalten.

Um weitere, unbekannte pharmakologische Effekte der Statine im Gehirn aufzukldren
haben wir DNA-Mikroarray-Untersuchungen durchgefiihrt und festgestellt, dass Statine
die Expression von Genen verdndern, die in die Apoptose eingreifen. Wir haben diesen
Aspekt naher beleuchtet und konnten in vitro zeigen, dass Simvastatin das anti-
apoptotische Bcl-2-Protein hoch reguliert und primare Hirnzellen vor toxischen Schiaden
durch A oder NMDA schiitzt. Auch im Tiermodell fanden wir eine signifikante
Erhéhung der Bcl-2-Spiegel im Gehirn der behandelten Meerschweinchen.
Interessanterweise wurde das pro-apoptotische Bax-Protein signifikant erniedrigt. An
dissoziierten Hirnzellen von behandelten Tieren konnten wir zeigen, dass die Statin-
induzierte Modulation der zellularen Apoptosemechanismen auch funktionell zu einer
Neuroprotektion fiihrt: Simvastatin reduziert signifikant die negativen Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential ausgeldst durch SNP, das NO-Radikale generiert und
von HA14-1, einem Bcl-2-Antagonisten. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die
Statinbehandlung die Aktivierung von pro-apoptotischer Caspase-3 und Caspase-9 im
Gehirn von Meerschweinchen verhindert. Dieser neuartige zentrale Wirkmechanismus
der Statine ist bedeutsam fiir neurodegenerative Erkrankungen, wie beispielsweise
aktuelle Untersuchungen zu Chorea Huntington belegen. Somit konnte in der

65



vorgelegten Arbeit ein vollig neuer, neuroprotektiver Wirkmechanismus von Statinen
aufgeklart werden, der im Gehirn nicht nur den Cholesterolstoffwechsel beeinflusst,
sondern auch vor Apoptose schiitzt.

Viele pleiotrope, Cholesterol-unabhangige Effekte der Statine, werden mit einer
Hemmung der Isoprenoidbildung erklart. Tatsachlich fiihrt die Blockade der HMG-CoA-
Reduktase durch Simvastatin zur Inhibition der Isoprenoid-Synthese, wie wir kiirzlich
erstmals in vivo zeigen konnten. Die dem Mevalonat-Stoffwechselweg entstammenden
[soprenoide Farnesyl- (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) werden von
Zellen zur posttranslationalen Modifikation von Proteinen der Ras- und Rho-Familien
verwendet, um diese in Membranen zu verankern. Dieser Prozess ist fiir die Funktion
der Proteine, denen eine Rolle bei der Pathogenese der Alzheimer Demenz, aber auch
von Tumorerkrankungen zugeschrieben wird, essentiell. Mangels einer sensitiven
Methode zur Quantifizierung wurde iiber erh6hte Werte von Isoprenoiden im Gehirn
von Alzheimer Patienten zwar spekuliert, Gehalte konnten aber bisher nicht bestimmt
werden. Kiirzlich ist uns nach Etablierung und Validierung einer sensitiven Methode zur
Bestimmung von FPP und GGPP gelungen, erh6hte Gehalte dieser Isoprenoide im Gehirn
von verstorbenen Alzheimer Patienten nachzuweisen. Interessanterweise war der
Cholesterolgehalt unverdndert, was auf eine spezifische, krankheitsrelevante
Verdanderung innerhalb des Mevalonatstoffwechselwegs hindeutet. Untersuchungen zur
Genexpression im gleichen Gewebe haben das Enzym Farnsesylpyrophosphat-Synthase
als neues mogliches Target fiir eine Alzheimer Therapie identifiziert.
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Therapeutic Effects in Dementia.

In: “TF”. Monduzzi, Editore E.p.A. (eds.): 113-116. Medimedimond, 2003.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W.E. MULLER

Brain-Membrane Cholesterol In Alzheimer’s Disease

In: “Nutrition, Cognitive Decline And Aging”. B. Vellas, L] Fitten (eds.): Research and
Practice in Alzheimer’s Disease Collection. Serdi Publisher (Paris), Springer-Verlag
(Heidelberg) 2005.

G.P. ECKERT, W.G. WOOD, W.E. MULLER

Membrane disordering effects of 3-amyloid peptides

In: “Alzheimer’s Disease - Cellular and Molecular Aspects of Amyloid ”. Robin Harris,
Falk Fahrenholz (eds.).: Subcellular Biochemistry, Volume 38, Chapter 16, pages 319-
337, Springer -Verlag (Heidelberg), 2005. ISBN 0-387-23225-7.

W.G. WOOD, U. IGBAVBOA, G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Cholesterol-A Janus faced molecule in the central nervous system

In: “Neural Membranes and Transport” Lajtha, Abel, Reith, Maarten E.A. (Eds.):
Handbook of Neurochemistry and Molecular Neurobiology, 3rd ed., 2007, XIV, 513 p.,
Plenum (New York) 2007.

ISBN: 978-0-387-30347-5.

7.2.3.1. Lehrbuchkapitel

G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Nervous System (Peripheral, Central)

In: “Toxicology and Risk Assessment”, H. Greim & R. Snyder (eds.), John Wiley & Sons
Ltd (West Sussex), 2008, ISBN 978-0-470-86893-5.

7.2.4. Popularwissenschaftliche Veroffentlichungen

A. ECKERT, G.P. ECKERT, A. KASTL, S. LEUTNER, S. LEUTZ, K. SCHINDOWSK]I,

B. STEINER, M. SYCH, W.E. MULLER

Vom unaufhaltsamen Niedergang der Hirnzellen. Wie die Alzheimer Demenz entsteht.
Forschung Frankfurt, 1999, 17: 60-67.

G. P. ECKERT, C. KIRSCH, W. E. MULLER
Cholesterol: Schlecht fiir das Herz, auch schlecht fiir den Geist? - Neues von einem
altbekannten MoleKkiil.

Forschung Frankfurt, 2002, 1-2: 62-64.
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G.P. ECKERT, S. SCHAFFER, S. SCHMITT-SCHILLIG, W.E. MULLER. Eckert,
Geistig fit durch mediterrane Kost? - Wie Menschen gesiinder alt werden kénnen
Forschung Frankfurt, 2003, 1: 10-16.

W.E. MULLER, G.P. ECKERT, C. FRANKE
Schiitzen Statine vor Schlaganfall und Alzheimer?
Forschung Frankfurt, 2005, 3: 18-21.

G.P. ECKERT, K. LEUNER, W.E. MULLER

Mitochondriale Dysfunktion bei Alzheimer Demenz

Das Zusammenspiel von Hirnalterung und genetischen Risikofaktoren
Forschung Frankfurt, 2007, 2: 86- 89.

7.2.5. Zitationsanalyse

e Zitierte Arbeiten: 55
e Summe der Zitate: 621
* Durchschnittliche Anzahl an Zitaten pro Arbeit: 11,3
* Hirsch-Index (h): 13
(Stand 08.01.2009)

7.3. Vortrige und Posterprasentationen
7.3.1. Publizierte Abstracts

G.P. ECKERT, A. MARAS , W.F. GATTAZ, N. ]. CAIRNS, W.E. MULLER

Cholesterol modulates beta-amyloid effects on human brain membranes - Specific
changes in Alzheimer's disease. Naunyn-Schmiedebergs Archives of Pharmacology 355
(4): 342-342 Suppl. S, 1997.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W.E. MULLER

Differential effects of lovastatin treatment on brain cholesterol levels in normal and
ApoE deficient mice. Naunyn-Schmiedebergs Archives of Pharmacology 363 (4): R90-
R90 347 Suppl. S, APR 2001.

C. KIRSCH, G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Statins induce alterations in SPM transbilayer cholesterol distribution - New

pharmacological insights for the prevention of Alzheimer's disease? Naunyn-
Schmiedebergs Archives of Pharmacology 367: R7-R7 13 Suppl. 1, MAR 2003.

G.P. ECKERT

Geistig fit durch mediterrane Kost - Neuroprotektion durch neue Nutraceuticals,
Thesenpapier zum I. Interdisziplindren Kongress Junge Wissenschaft und Praxis
,Gesundheit fordern, Krankheit heilen: Neue Wege im Zusammenwirken von
Naturwissenschaft - Medizin - Technik“ (Hanns Martin Schleyer-Stiftung), Jun 2003,
Miinchen.

G.P. ECKERT, E. SCHAEFFER, A. SCHMITT, A. MARAS, W.E. MULLER, W.F. GATTAZ
Specific alterations of brain membranes in schizophrenia. European
Neuropsychopharmacology 14: S71-S71 Suppl. 1, MAR 2004.
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G.P ECKERT, ].H. KELLER, C.C. WEBER, C. FRANKE, I. PETERS, M. KARAS, M. SCHUBERT-
ZSILAVECZ, W.E. MULLER

Brain availability and effects on lipid homeostasis of statins. Neurobiology of Aging 25:
S579-S579 Suppl. 2, JUL 2004.

L.N. JOHNSON-ANUNA, G.P. ECKERT, U. IGBAVBOA, ].H. KELLER, W.E. MULLER, W.G.
WOOD Pleiotropic effects of statins on gene expression in cerebral cortex of mice
Neurobiology of Aging 25: S82-S83 Suppl. 2, JUL 2004.

C. FRANKE, G.P. ECKERT, L.N. JOHNSON-ANUNA, ]J.H. KELLER, W.G. WOOD, M. KARAS,
M. SCHUBERT-ZSILAVECZ, W.E. MULLER

Brain availability and central effects on gene expression patterns. Naunyn-
Schmiedebergs Archives Of Pharmacology 371: R74-R75 Suppl. 1, FEB 2005.

C.C. WEBER, S. KRESSMANN, G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Modulation of P-Glycoprotein-function and -expression by St John's wort extract and its
major constituents. Naunyn-Schmiedebergs Archives Of Pharmacology 371: R74-R74
314 Suppl. 1, FEB 2005.

M. HEINRICH, M. LEONT]I, S. NEBEL, W. PESCHEL, A. PIERONI, F. SMITH, D. RIVERA, C.
OBON, C. INOCENCIO, A. VERDE, J. FAJARDO, R. LLORACH, W.E. MULLER , G.P.ECKERT,
S. SCHAFFER,S. SCHMITT-SCHILLIG, A.GUZDEK, M. KAPISZEWSKA

Understanding local Mediterranean diets: A multidisciplinary pharmacological and
ethnobotanical approach

Pharmacological Research 52 (4): 353-366 OCT 2005.

G.P. ECKERT, C. FRANKE, C.JOURDAN, L.N. JOHNSON-ANUNA, W.G. WOOD, W. E.
MULLER

Simvastatin elevates anti-apoptotic Bcl-2 levels in guinea pig brain. Pharmacopsychiatry
38 (5): 239-239 SEP 2005.

W.G. WOOD, L.N. JOHNSON-ANUNA, G.P. ECKERT, C. FRANKE, U. IGBAVBOA, W.E.
MULLER

Simvastatin stimulates neuronal Bcl-2 MRNA and protein levels, providing neuro-
protection which is diminished by Bcl-2 suppression. Journal of Neurochemistry 96:
105-105 Suppl. 1, MAR 2006.

C. FRANKE, C. JOURDAN, L.N. JOHNSON-ANUNA, M. NOLDNER, K. SCHOTZ, W.G. WOOD,
W.E. MULLER, G.P. ECKERT

Simvastatin elevates anti-apoptotic Bcl-2 levels in guinea pig brain. Naunyn-
Schmiedebergs Archives Of Pharmacology 372: 81-81 296 Suppl. 1, MAR 2006.

I. PETERS, A. POZLER, C. JOURDAN, W.E. MULLER, G.P. ECKERT

Cholesterol reduction by statins accounts for lower Alzheimer's amyloid-beta peptide
levels. Naunyn-Schmiedebergs Archives Of Pharmacology 372: 81-81 295 Suppl. 1, MAR
2006.
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7.3.2. Nicht publizierte Abstracts

G.P. ECKERT, K.SCHEUER, A. MARAS, W.F. GATTAZ, H. FORSTEL, N. CAIRNS AND W.E.
MULLER

Effekte von B-Amyloid Peptidenauf die Fluiditat neuronaler Membranen bei Morbus
Alzheimer, Posterpresentation at the Drei-Lander-Symposium fiir Biologische
Psychiatrie, Okt. 196, Wiirzburg.

G.P. ECKERT AND W.E. MULLER

Effects of Amyloid Beta-Peptides on Membrane Fluidity in Alzheimer’s Disease.
Poster presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 1996,
Washington, USA.

G.P. ECKERT, N.J. CAIRNS AND W.E MULLER

Cholesterol Modulates Beta-Amyloid Effects on Human Brain Membranes - Specific
Changes in Alzheimer’s Disease. Poster presentation at the international Conference
Alzheimer’s Disease - from Basic Research to Clinical Applications, Juni 1997, Leipzig.

G.P. ECKERT, N.J. CAIRNS AND W.E MULLER

Cholesterol Modulates Beta-Amyloid Effects on Human Brain Membranes - Specific
Changes in Alzheimer’s Disease. Poster presentation at the AGNP-Symposium, Okt 1997,
Niirnberg.

G.P. ECKERT, N.J. CAIRNS, W.E MULLER

Cholesterol Modulates Beta-Amyloid Effects on Human Brain Membranes - Specific
Changes in Alzheimer’s Disease. Poster presentation at the annual meeting of the Society
for Neuroscience, Nov. 1997, New Orleans, USA.

G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Studies on the Membrane Disordering Effects of Alzheimer’s Disease Amyloid Beta-
Peptides. Age-Related Differences in Subcellular Fractions of the Mouse Brain. Poster
presentation at the Congress of the German Society for Biological Psychiatry, Okt. 1998,
Jena.

G.P. ECKERT, W.E. MULLER
Studies on the Membrane Disordering Effects of Alzheimer’s Disease Amyloid Beta-
Peptides. Age-Related Differences in Subcellular Fractions of the Mouse Brain.

Poster presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov.1998,
Los Angeles, USA.

G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Effects of Hyperforin on the Fluidity of Brain Membranes, Poster presentation at the
Biocenter Symposium on Drug Therapy, Pharmacology of St. John’s Wort and its
constituents, Feb. 2000, Frankfurt.

N. SERDAREVIC, G.P. ECKERT, W.E. MULLER
Effects of Acute Administration of Hypericum Perforatum and Kava-Kava Extracts on
neurotransmitter levels in mouse brain, Poster presentation at the Biocenter

Symposium on Drug Therapy, Pharmacology of St. John’s Wort and its constituents, Feb.
2000, Frankfurt.
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G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W.E. MULLER
Cholesterol modulates the effects of Alzheimer’s Disease 3-amyloid peptide on neuronal
membranes. Poster presentation at the IBL congress, Sept. 2000, Halle.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W. E. MULLER

Unterschiedliche Effekte der Lovastatin-Behandlung auf den Choesterolgehalt im Gehirn
von normalen und ApoE -defizienten Mausen. Poster presentation at the DGPT congress,
Marz 2001, Mainz.

W.G. WOOD, G.P. ECKERT, U. IGBAVBOA, W. E. MULLER

Lipid rafts isolated from purified mouse brain synaptosomes-Detergent vs. Detergent-
Free Method; Poster presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience,
Nov. 2001, San Diego, USA.

C.KIRSCH, G.P. ECKERT, W.E. MULLER

Cholesterol Diminishes AB’s Membrane Disturbing Properties in Brain Synaptic Plasma
Membranes of Mice. Poster presentation at the Biocenter Symposium on Drug Therapy:
Alzheimer’s Disease and Cholesterol, Juli 2002, Frankfurt.

C.KIRSCH, G.P. ECKERT, W.E. MULLER
Statins Induce Alterations in SPM Transbilayer Cholesterol Distribution - New
Pharmacological Insights for the Prevention of Alzheimer’s Disease? Poster presentation

at the Biocenter Symposium on Drug Therapy: Alzheimer’s Disease and Cholesterol, Juli
2002, Frankfurt.

S. LEUTZ, C.KIRSCH, , W.E. MULLER, G.P. ECKERT

MTT- Reduction a Valid Tool to Detect AP Mediated Cytotoxicity? - Impacts of
Cholesterol. Poster presentation at the Biocenter Symposium on Drug Therapy:
Alzheimer’s Disease and Cholesterol, Juli 2002, Frankfurt.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, S. LEUTZ, W.E. MULLER

Impact of plasma membrane cholesterol on A cytotoxicity, poster presentation at the
6t International Conference Alzheimer’s Disease / Parkinson Disease, May 2003,
Sevillia,Spanien.

S. NEBEL, G.P. ECKERT, A. PIERONI, S. SCHAFFER, S. SCHMITT-SCHILLIG, W.E. MULLER,
M. HEINRICH

Antioxidant activity of local food plants consumed in Southern Italy, posterpresentation
at the 51. Jahreskongress der Gesellschaft fiir Arzneipflanzenforschung, August 31-
September 04, 2003, Kiel.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, A. KOUDINOV, W.E. MULLER

Transbilayer cholesterol distribution - the missing link in Alzheimer’s Disease?, poster
presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2003, New
Orleans, USA.

U.F. IGBAVBOA, N. YAMAMOTO, T. MALO, G.P. ECKERT, M. KOBAYASHI, W. MULLER, A.
STUDNISKY, L.N.A. JOHNSON, W.G. WOOD, K. YANAGISAWA
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Synaptosomal Lipid rafts of mice expressing human ApoE 3 & 4 differ in protein
composition, poster presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience,
Nov. 2003, New Orleans, USA.

G.P. ECKERT, M. HEINRICH, A. PIERON], S. NEBEL, S. SCHMITT-SCHILLIG, S. SCHAFFER,
W.E. MULLER, C. GALLI, F. VISIOLI
Radical Scavenging and Vasomodulating Properties of Mediterranean Local Food Plant

Extracts, poster presentation at the 1st International Conference on Polyphenols and
Health, Nov. 2003, Vichy, France.

G.P. ECKERT, E. SCHAEFFER, A. SCHMITT, A. MARAS, W.E. MULLER, W.F. GATTAZ
Specific alterations of brain membranes in Schizophrenia, poster presentation at the
Workshop for Neuropharmacology of the European College of
Neuropsychopharmacology, Marz 2004, Nice, France.

S. SCHAFFER, F. VISIOLI, C. GALLI, S. SCHMITT-SCHILLIG, W.E. MULLER, G.P. ECKERT
Local Mediterranean food plant extracts exhibit cardio- and neuroprotective activity in
vitro, poster presentation at the 41st Scientific Congress of the German Nutrition
Society, Mdrz 11-12, 2004, Freising-Weihenstephan.

G.P. ECKERT, ].H. KELLER, C. C. WEBER, C. FRANKE, I. PETERS, M. KARAS, M.
SCHUBERT-ZSILAVECZ, W.E. MULLER
Brain availability and effects on lipid homeostasis of statins, poster presentation at the 9

th International conference on Alzheimer’s Disease and Related Disorders, Juli 2004,
Philadelphia, USA.

G.P. ECKERT, ].H. KELLER, C. FRANKE, I. PETERS, M. KARAS, M. SCHUBERT-ZSILAVECZ,
W.E. MULLER

Brain availability of statins, poster presentation at the ZAFES kick-off meeting, Okt.
2004, Frankfurt.

C. FRANKE, G.P. ECKERT, M. MEYER, W.E. MULLER
Lovastatin changes protein patterns in the brain, poster presentation at the ZAFES kick-
off meeting, Okt. 2004, Frankfurt.

G.P. ECKERT, ].H. KELLER, C. C. WEBER, C. FRANKE, I. PETERS, M. KARAS, M.
SCHUBERT-ZSILAVECZ, W.E. MULLER

Brain availability and New Targets of Statins in the Brain, poster presentation at annual
meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2004, San Diego, USA.

S. SCHAFFER, G.P. ECKERT, R. LLORACH, D. RIVERA, M. LEONTI, M. HEINRICH, Z.
KYPRIOTAKIS, W.E. MULLER

Local Mediterranean plant food extracts and selected polyphenols affect hypochlorous
acid-induced cytotoxicity in PC12 cells, poster presentation at the 42nd Scientific
Congress of the German Nutrition Society, Marz 17-18, 2005, Kiel.

G.P. ECKERT, C. JOURDAN, I. PETERS, L. PRADIER, W.E. MULLER

Presenilin over expression induces lipid raft formation in vivo, poster presentation at
the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2005, Washington, USA.
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C. FRANKE, C. JOURDAN, L.N. JOHNSON-ANUNA, M. NOLDNER, K. SCHOTZ, W.G. WOOD,

W.E. MULLER, G.P. ECKERT

Simvastatin elevates anti-apoptotic Bcl-2 levels in guinea pig brain, poster presentation
at the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2005, Washington, USA.

I. PETERS, A. POZLER, C.JOURDAN, W.E. MULLER, G.P. ECKERT

Cholesterol Reduction by Statins accounts for lower Alzheimer’s Amyloid-Beta peptide -
levels, poster, poster presentation at the annual DGPT-meeting, Marz 2006, Mainz.

S. SCHAFFER, W.E. MULLER, G.P. ECKERT.

Studies of the cytoprotective/-toxic effects of Thymus piperella and its polyphenolic
constituents on neuronal-like cell culture models, poster presentation at the 43rd
Scientific Congress of the German Nutrition Society, Marz 8-9, 2006, Stuttgart.

G.P. ECKERT, L. VARDANIAN, G.W. REEBECK, M.P. BURNS

Regulation of central nervous system cholesterol homeostasis by an Liver X Receptor
agonist TO-901317, poster presentation at the annual meeting of the Society for
Neuroscience, Okt. 2006, Atlanta, USA.

C. FRANKE, R.A. ABDEL-KADER, M. NOLDNER, L.N. JOHNSON-ANUNA, W.G. WOOD, W.E.
MULLER, G.P. ECKERT

Simvastatin exerts neuroprotective effects in guinea pig brain, poster presentation at the
annual meeting of the Society for Neuroscience, Okt. 2006, Atlanta, USA.

I. PETERS, C. JOURDAN, W.E., MULLER, G.P. ECKERT
Membrane physico-chemical properties determine Af-production in human

neurobalstoma cells, poster presentation at the annual meeting of the Society for
Neuroscience, Okt. 2006, Atlanta, USA.

S. SCHAFFER, M. PODSTAWA, F. VISIOLI, W.E. MULLER, G.P. ECKERT

Evidence of Neuroprotection by a Hydroxytyrosol-rich olive mill waste water extract in
vitro and in vivo, poster presentation at the 3 international congress on polyphenols,
Okt. 2006, Malta.

T.A. BUTTERWICK, L.N. JOHNSON-ANUNA, G.P. ECKERT, U. IGBAVBOA, W.E. MULLER;
W.G. WOOD

Simvastatin upregulation of endothelin-1 increases Bcl-2 mRNA/protein levels and
neuroprotection in neurons, oral presentation at the annual meeting of the Society for
Neuroscience, Nov. 2007, San Diego, USA

D.A. VOLMER, G. HOOFF, G.P. ECKERT, W.G. WOOD, W.E. MULLER

Quantification and perturbation of the isoprenoids FPP and GGPP in mouse brain and
primary neurons, oral presentation at the annual meeting of the Society for
Neuroscience, Nov. 2007, San Diego, USA

M.P. BURNS, G.W. REEBECK, G.P. ECKERT

The Liver X Receptor agonist TO-901317 increases HMG-CoA reductase activity in vivo
and in vitro, poster presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience,
Nov. 2007, San Diego, USA
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S. SCHAFFER, M. PODSTAWA, F. VISIOLI, P. BOGAN, W.E. MULLER, G.P.ECKERT
Hydroxytyrosol-rich Olive Mill Waste Extract Protects Brain Cells in vitro and ex vivo,
poster presentation at the Oxygen Club of California 2008 World Congress, Oxidants and
Antioxidants in Biology, March 2008, Santa Barbara, USA

C. FRANKE, C. JOURDAN, L.N. JOHNSON-ANUNA, W.G. WOOD, W.E MULLER, G.P.
ECKERT

Bcl-2 up-regulation and neuroprotection in guinea pig brain following chronic
simvastatin treatment, poster presentation at the 5th International Symposium on
Neuroprotection and Neurorepair, Cerebral Ischemia and Stroke, May 2008, Magdeburg,
Germany

D. KOGEL, E. COPANAKI, U. HARTIG, S. BOTTNER, I. PETERS, W.E. MULLER, G. P.
ECKERT

Modulation of membrane fluidity by omega 3 fatty acids: Enhanced generation of
sAPPalpha is required for the neuroprotective effects of DHA, poster presentation at the
annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2008, Washington, USA

G. P. ECKERT, C. FRANKE, M. NOLDNER, W.E. MULLER;

Plant derived omega-3 fatty acid modulate fatty acid composition in the brain and
provide neuroprotective properties, poster presentation at the annual meeting of the
Society for Neuroscience, Nov. 2008, Washington, USA

G. P. HOOFF, D. A. VOLMER?, G. W. WOOD3, W. E. MUELLER*, G. P. ECKERT
[soprenoid quantitation in human brain: a validated HPLC-fluorescence method for
farnesyl- (FPP) and geranylgeranylpyrophoshate (GGPP), poster presentation at the
annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2008, Washington, USA

7.3.3. Vortrage
7.3.3.1. Vortrdge auf Einladung

G.P. ECKERT, W.E. MULLER, A. ECKERT, H. HARTMANN

Polymorphism of Apolipoprotein E and Alzheimer’s Disease.

Oral presentation at the 6th. Meeting of the International Neurotoxicology Association,
Juni 1997, Szeged, Hungary.

G.P. ECKERT
Thinking membranes - Implications for brain functions, Oral presentation at the
Congresso Brasileiro De Psiquiatria, Okt. 2000, Rio de Janeiro, Brazil.

G. P. ECKERT, C. KIRSCH, W. E. MULLER
Importance of brain-membrane cholesterol in Alzheimer’s Disease, Oral presentation at
the WCBP congress, Juli 2001, Berlin.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W.E. MULLER

Effects of Lovastatin treatment on Brain Cholesterol Levels in Normal and Apo E
deficient Mice, Oral presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience,
Nov. 2001, San Diego, USA.
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G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W. E. MULLER
Membrane Cholesterol and Ap. Oral presentation at the Biocenter Symposium on Drug
Therapy: Alzheimer’s Disease and Cholesterol, Juli 2002, Frankfurt.

G.P. ECKERT

Effects of aggregated pB-amyloid peptides on the fluidity of neuronal membranes,
implications of cholesterol. Oral presentation at the IMB-Symposium “Protein Folding -
Principles and Pathological Implications”, September 2002, Jena.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W. E. MULLER
Effects of Statins on the Brain Cholesterol Homeostasis, oral presentation at the annual
meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2002, Orlando, USA.

G.P. ECKERT

Antioxydantien - Messverfahren Oxi-Status. Oral presentation at the BVA seminar
,2Antioxidantien in der Beratungsapotheke - Ein Seminar fiir die Future-Apotheke” at the
Expopharm, Mai 2003, Koln.

G.P. ECKERT, ].H. KELLER, C.C. WEBER, C. FRANKE, 1. PETERS, M. KARAS, M.
SCHUBERT-ZSILAVECZ, W.E. MULLER

Brain availability and effects on lipid homeostasis of statin. Oral presentation at the
Center for Cellular and Molecular Biology (CCMB), Januar 2004, Hyderabad, India.

G.P. ECKERT, T. WEGAT, W.E. MULLER

Antioxidantien in der Beratungsapotheke - Messmethodik und Dateninterpretation. Oral
presentation at the OXI-Antioxidantien Programm des Netzwerkes Patientenkompetenz,
April 2004, Frankfurt & September 2004, Miinchen.

G.P. ECKERT, T. WEGAT, S. THEOBALD, W.E. MULLER

FoxiStaB - Untersuchungen zur Hydroperoxid-Bestimmung in Kapillarblut, Oral
presentation in the frame of the OXI-Antioxidantien Programm des Netzwerkes
Patientenkompetenz, April 2005, Frankfurt.

G.P. Eckert, C. Franke, M. Noldner, W.E. Miller

Neuroprotective Effects of Omega-3-Polyunsaturated Fatty Acids. Oral presentation at
the graduate school “Natiirliche Antioxidantien - ihr Wirkungsspektrum in Pflanzen,
Lebensmittel, Tier und Mensch “ at the Christian-Albrechts-Universitat, May 2006, Kiel.

G.P. Eckert, C. Franke, I. Peters, L. Johnson-Anuna, W.G. Wood, W.E. Miiller
Statin - a cure for the brain? Oral presentation at the MPI for Exp. Medicine, Gottingen,
November 2006.

G.P. Eckert, S. Schaffer, W.E. Miiller

Exploring Local Mediterranean Food Plants as Potential Nutraceuticals: Experiences
from a Joint Pharmacological & Ethnobotanical EU-Project. Oral presentation at the
International Symposium on Herbal Remedies in the 21st Century - A Biotechnological
Approach, Cairo, April, 2007.
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G.P. ECKERT, I. PETERS, W.E. MULLER

Vicious cycle in Alzheimer ’s disease: Amyloid beta aggravates its own production, Oral
presentation at the annual meeting of the Society for Neuroscience, Nov. 2007, San
Diego, USA.

G.P. Eckert

Cholesterinsenker und mediterrane Ernahrung als Demenzprophylaxe. Oral
presentation at the 3. Symposium of the Ingenium Foundation “Mit Sport, Fisch, Rotwein
und geistiger Aktivitat gegen Alzheimer”, Ingolstadt, April 2008.

G.P. Eckert
Mediterrane Erndahrung zur Prophylaxe der Alzheimer Demenz? Oral presentation at the
Christian-Albrechts-Universitat, Kiel, April 2008.

G.P. Eckert

Cholesterinsenker zur Prophylaxe der Alzheimer Demenz? Oral presentation in the
frame of the summer symposium of the Neurowissenschaftliche Gesellschaft Frankfurt,
Juni 2008, Frankfurt

7.3.3.2. nicht publizierte Vortrage

G.P. ECKERT AND W.E. MULLER
Piracetam Reverses Neuronal Membrane Alterations in Aging and Alzheimer’s Disease.
Oral presentation at the AGNP symposium, Okt. 1999, Niirnberg.

G.P. ECKERT, W.E. MULLLER

Determine the anti-oxidant capacity of food-plants in vitro and ex vivo. Oral presentation
at the consortium meeting of the EU project “local food - nutraceuticals”, Nov. 2001,
Murcia, Spain.

G.P. ECKERT, S. SCHAFFER, W.E. MULLER

Effects of Mediterranean food plants on lipid peroxidation parameters in vitro. Oral
presentation at the consortium meeting of the EU project “local food - nutraceuticals”,
April 2002, Crete, Greek.

G.P. ECKERT, C. KIRSCH, W.E. MULLER

Statins affect cholesterol micro-domains in brain plasma membranes. Oral presentation
at the international conference on “Cell and Molecular Biology of Alzheimer’s Disease”,
September 2002, Hamburg.

G.P. ECKERT, S. SCHMITT-SCHILLIG, W.E. MULLLER

Effects of Mediterranean food plant intake on brain membranes of mice. Oral
presentation at the consortium meeting of the EU project “local food - nutraceuticals”,
Nov. 2002, Castellmezzano, Italy.

G.P. ECKERT, S. SCHAFFER, S. SCHMITT-SCHILLIG, W.E. MULLLER

Identification of Mediterranean food plant extracts with beneficial effects on CNS
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