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1 Zusammenfassung

1.1 Die Auswirkungen von a-Tocopherol und a-Tocotrienol auf die amyloidogene

Prozessierung und Cholesterinhomdostase im Rahmen der Alzheimer Krankheit

Die Alzheimer Erkrankung (engl. Alzheimer‘s disease, AD) stellt die weltweit haufigste Ursache fur
Demenz dar. Amyloid-Plaques und neurofibrillare Bundel (engl. neurofibrillary tangles, NFTSs) bilden
eine entscheidende Komponente der Pathogenese, der erstmals von Alois Alzheimer beschriebenen
Erkrankung. Extrazelluldares Amyloid oder auch neuritische Plaques bestehen aus aggregierten Amyloid
B (Ap)-Proteinen. Diese entstehen durch die proteolytische Prozessierung des Amyloid Vorlaufer
Proteins (engl. amyloid-precusor-protein, APP). APP, welches unter anderem von Neuronen exprimiert
wird, ist ein Typ-I-Transmembraneprotein, dessen genaue Funktion noch nicht ganzlich geklart ist. Die
hydrophobe transmembrane Doméne des APP beinhaltet diec AB-Sequenz, welche im Rahmen der
proteolytischen Prozessierung von APP durch die Aspartyl-Proteasen - und y-Sekretase freigesetzt
wird.
Dariiber hinaus spielen reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) ebenfalls eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese chronischer Erkrankungen, zu welche auch AD zéhlt. Auch die
Cholesterinhomdostase tragt malRgeblich zur Pathogenese der AD bei. Hypercholesterindmie ist ein
bekannter Risikofaktor verschiedener chronischer Erkrankungen und wird mit einer Férderung von
Inflammationsprozessen, oxidativem Stress, sowie einer erhéhten Freisetzung von AP aus APP in
Zusammenhang gebracht.
In zahlreichen fruheren Studien konnte gezeigt werden, dass Vitamin E ein hohes antioxidatives,
Cholesterin-senkendes sowie antiinflammatorisches Potenzial besitzt, weshalb es als neuroprotektive
Substanz im Zusammenhang mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen untersucht wurde.
Bezlglich AD zeigte sich innerhalb epidemiologischer Studien ein verringertes Erkrankungsrisiko. Im
Rahmen randomisierter, kontrollierter Studien konnten diese Effekte jedoch nicht reproduziert werden,
weshalb Vitamin E als didtische Therapieoption kontrovers diskutiert wird. Als Ursache fir die
inkongruente Studienlage wird haufig das unterschiedliche Studiendesign angefuhrt.
Ziel dieser Arbeit ist es die Wirkung der Vitamin E-Derivate a-Tocopherol (a-TP) und a-Tocotrienol
(o-TT) auf die amyloidogene Prozessierung, die Beseitigung von ROS sowie den Cholesterinspiegel zu
untersuchen, um ein detaillierteres Wirkprofil des Vitamins im Rahmen von AD zu erhalten und
gegebenenfalls anteilige Ursachen der widerspriichlichen Studienlage zu erkennen.
Aufgrund des hohen antioxidativen Potenzials von a-TP sowie der ausftihrlichen bisherigen Studienlage
zu diesem wurde das Vitamin E-Derivat im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Tocotrienole (TTs)
zeichnen sich durch ihre ausgepréagten Cholesterin-senkenden Eigenschaften tiber die Beeinflussung des
SREBP (engl. sterol regulatory element-binding protein, ,,Sterol-regulierendes Element bindendes
Protein®) /SCAP (engl. SREBP cleavage activating protein, ,,SREBP-Spaltung-aktivierendes Protein‘)-
Systems aus, was sie zu einem interessanten Substanz bei der Suche nach erndhrungsbezogener
1



Beeinflussung der AD Pathogenese macht. Aus diesem Grund wurde a-Tocotrienol (a-TT) in dieser
Arbeit ausgewahlt, um den Effekt der beiden Vitamin E-Derivate im Rahmen der durchgefiihrten
Experimente vergleichen zu kénnen.

Zur Untersuchung des Effekts von a-TP und o-TT auf die amyloidogene Prozessierung wurden humane
Neuroblastomzellen verwendet. Es zeigte sich eine Erhéhung des Gesamt-ApB sowohl durch die
Inkubation mit o-TP als auch a-TT. Zur weiteren Aufschllsselung des hierflir zugrundeliegenden
Mechanismus erfolgte die Untersuchung der Aktivitit der - und y- Sekretase unter Einfluss der Vitamin
E-Derivate. Es ergab sich eine erhohte Aktivitit der Sekretasen. Dass dieser ein direkter Effekt von a-
TPund a-TT zugrunde liegen konnte, ergaben die Untersuchung der Sekretaseaktivitat in post-nukledren
Fraktionen, sowie die Analyse der Expression der den Sekretasen zugrundeliegenden Gene. Der Abbau
von AP tragt mafigeblich zur AB-Homdostase und dem generellen AB-Aufkommen bei. Unter dem
Einfluss von o-TP und a-TT zeigte sich eine Reduktion der Degradation, woraus sich schlie3en lasst,
dass die Erhohung des Gesamt-Af neben der Aktivierung der AB-produzierenden Enzyme auch auf eine
Reduktion des AB-Abbaus zurlickzufiihren sein konnte. Durch die Verwendung von Insulin als
kompetitiven Inhibitor des Insulin-degradierenden Enzyms (engl. insulin degrading enzyme, IDE),
welches malBgeblich am Af-Abbau beteiligt ist, war keine Beeinflussung der Degradation nach
Inkubation mit a-TT zu verzeichnen. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass der Einfluss von a-TT Uber
einen Mechanismus zustande kommt, bei welchem IDE eine entscheidende Rolle spielt.

Bei der Untersuchung des Effekts der Vitamin E Derivate auf den Cholesterinspiegel zeige sich eine
deutliche Dominanz des Cholesterin-senkenden Effekts von a-TT im Vergleich mit o-TP. Dariiber
hinaus zeigte sich hierbei eine starkere Senkung des Gesamt-Cholesterins als des freien Cholesterins,
was vermuten lasst, dass der Cholesterin-senkende-Effekt des a-TTs vor allem Uber verestertes
Cholesterin erfolgt.

Aufgrund der Wechselwirkungen von A und ROS ist die antioxidative Rolle der Vitamin E-Derivate
im Rahmen von AD entscheidend. Die Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften erfolgte durch
eine Behandlung der humanen Neuroblastomzellen mit hochreaktiven Sauerstoffspezies (engl. highly-
reactive oxygen species, hROS) und H202 induziertem hROS. Durch die Inkubation mit den Vitamin
E-Derivaten erfolgte eine Reduktion der Oxidantien. Der Effekt von a-TT auf hROS war im Vergleich
mit o-TP starker ausgepragt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen die vielféltigen Effekte von Vitamin E-Derivaten im Rahmen
von AD. Durch sowohl vorteilhafte Eigenschaften wie die Senkung des Cholesterinspiegels und hROS,
als auch nachteilige Eigenschaften wie die Induktion der AP-Synthese und Reduktion der A-
Degradation wird deutlich, dass eine unreflektierte Supplementation von Vitamin E nicht flr jeden
Patienten geeignet ist. Vielmehr sind das metabolische Profil sowie das Erkrankungsstadium im Sinne
von personalisierter Medizin mit einzubeziehen. So konnten Patienten mit einem hohen

Cholesterinspiegel vorwiegend von dem Cholesterin-senkenden Effekt des Vitamin Es profitieren,



wahrend eine Vitamin E-Zufuhr bei Patienten mit geringem oder normwertigem Cholesterinspiegel

weniger Vorteile birgt.



1.2 The influence of a-Tocopherol and a-Tocotrienol on the amyloidogenic processing

and cholesterol homeostasis in Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease (AD) is the world’s most common cause of dementia. It is characterised by amyloid
plagues and neurofibrillary tangles, as crucial parts of the disease pathogenesis. The extracellular
amyloid plaques contain aggregates of amyloid-p (Ap), generated by sequential proteolytic processing
of the amyloid precursor protein (APP). The type 1 transmembrane protein APP is expressed by neurons
and other cells, yet its function remains unclear. The hydrophobic transmembrane domain of APP
includes the AP sequence that is released via amyloidogenic processing through - and y-secretase
activity.

Besides AP, reactive oxygen species are a significant part of AD pathogenesis, since they induce AP
synthesis, inflammation, and neurodegeneration. Furthermore, the cholesterol homeostasis plays a
critical role in AD pathogenesis. Hypercholesteremia is a well-known risk factor in multiple chronic
diseases as well as AD. It’s associated with induced inflammation, oxidative stress and an increased AP
synthesis.

Vitamin E shows relevant antioxidative potential as well as cholesterol lowering effects in early studies.
Therefore, studies focussed on evaluating its neuroprotective properties regarding neurodegenerative
diseases. Regarding AD, there was a reduced risk of disease development. However, these promising
effects could not be substantiated in randomized, controlled studies, leading to a controversy in terms
of vitamin E as a therapeutic option in AD. Vastly variable study-designs could be a reason for these
inhomogeneous results.

The aim of this work was to evaluate the effect of a-Tocopherol (a-TP) and a-Tocotrienol (a-TT) on the
amyloidogenic processing, reduction of ROS and cholesterol homeostasis to gain a detailed knowledge
on the impact of vitamin E in AD and potentially find further reasons for inconsistencies in former
studies.

Due to its high antioxidative properties a-TP was so far in the focus of science and is likely the most
studied form of vitamin E. Therefore, it was used in this work. Tocotrienols (TTs), however, are unique
due to their cholesterol-lowering effects by modifying the sterol regulatory element-binding protein
(SREBP)/ SREBP-cleavage activating protein (SCAP)-system. This renders them an attractive target in
the search for a diet-based AD therapy. Therefore a-Tocotrienol (a-TT) was used in this work as well
aiming to facilitate a comparison between the two vitamin E forms.

To evaluate the effects of a-TP and a-TT on the amyloidogenic processing, human neuroblastoma cells
were used. There was an increase in total AP following the incubation with o-TP and a-TT. To further
break down this mechanism, the B- and y-secretase activity was measured, revealing an increased
activity for both enzymes. Since there was a similar effect in postnuclear fractions but nearly no
alteration on a genetic level, a direct effect of a-TP and o-TT on the enzymes was suggested.

Degradation of AB constitutes another important component of AB-homeostasis. AB-degradation was
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decreased due to a-TP and a-TT treatment, therefore contributing to the observed rise in total Af. When
using insulin as a competitive inhibitor of the insulin degrading enzyme (IDE), which is one of the major
enzymes involved in AB-degradation, there was no effect following a-TT incubation, suggesting an

IDE-mediated mechanism of reduced AB-degradation.

When evaluating the effects of a-TP and a-TT on cholesterol levels, there was a reduction of cholesterol
especially after a-TT treatment. Furthermore, there was a pronounced reduction of total cholesterol in
comparison to free cholesterol suggesting a connection between the cholesterol-lowering effect and
cholesterol esters.

Due to the interaction between ROS and A, vitamin E forms are a promising target in AD therapy since
they are potent antioxidants. To evaluate the antioxidative effects of the vitamin E forms, human
neuroblastoma cells were treated with highly-reactive oxygen species (hROS) and H202 induced hROS
as well as o-TP and o-TT. There was a reduction in oxygens, especially through a-TT regarding hROS.
These results evidence the versatile effects of vitamin E forms on AD. Favourable characteristics like
cholesterol-lowering and ROS-reducing properties alongside detrimental effects like induced A
synthesis and reduced ApB-degradation suggest that Vitamin E supplementation is not suitable for every
patient. In the framework of personalized medicine, the patient’s metabolic profile and state of the
disease should be taken into consideration. Patients with hypercholesterolemia might profit from the
cholesterol-lowering effects, while patients with normal cholesterol levels are solely exposed to

unfavourable characteristics.



2 Einleitung
2.1 Die Alzheimer Krankheit

2.1.1  Zusammenfassung

Die AD ist die haufigste Ursache fir Demenzerkrankungen weltweit [107]. Es handelt sich um eine
degenerative Erkrankung des hoheren Alters, welche zu progressivem Gedéchtnisverlust fihrt.
Pathologische Merkmale sind Hirnatrophie [251], Untergang von Synapsen, extrazelluldre Ablagerung
von AP in Form von senilen Plaques sowie intrazelluléare Neurofibrillenbundel (NFT), bestehend aus
hyperphosphorylierte Tau-Proteine [451]. Bezlglich des sporadischen Auftretens der Erkrankung
werden eine frilhe, auch prasenile Form genannt, welche sich vor dem 65. Lebensjahr manifestiert, sowie
die LOAD (engl. late-onset Alzheimers disease), auch senile Form genannt, welche sich nach dem 65.
Lebensjahr manifestiert, unterschieden [359,419].

Aus wirtschaftlicher Perspektive stellt die Erkrankung insbesondere in fortgeschrittenen Stadien eine
Belastung fur das Gesundheitssystem dar. Allein in Deutschland betragen die jahrlichen Kosten eines

Menschen mit Demenz fiir den Kostentrdger ca. 20654 € [261].

2.1.2 Geschichte

Die Entdeckung von AD geht auf Alois Alzheimer einen deutschen Neuropathologen und Psychiater
zuriick. In Frankfurt begegnete Alzheimer der Patientin Auguste Deter, welche von ihrem Ehemann
eingewiesen worden war. Dieser beklagte seine Frau habe sich innerhalb des letzten Jahres stark
verandert, sei eiferstchtig, verwirrt und fuhle sich hdufig verfolgt. Es schloss sich eine finf Jahre
andauernde Krankengeschichte mit progressiven kognitiven Einschrdnkungen, Halluzinationen und
stark eingeschrankten sozialen Funktionen an. Am achten April 1906 starb Auguste Deter schlief3lich
an den Folgen eines infizierten Dekubitus. Nach ihrem Tod untersuchte Alzheimer das Gehirn der
Patientin und entdeckte histologische Veranderungen, die heute als Amyloid-Plagues, NFTs und

arteriosklerotische Veranderungen bekannt sind [107].

2.1.3 Epidemiologie

Nach dem Bericht von Alzheimer‘s Disease International litten 2015 46,8 Millionen Menschen weltweit
an AD. Es wird von einer Verdopplung der Zahl der Erkrankten innerhalb von 20 Jahren ausgegangen.
Dies wirde bedeuten, dass 2050 131,5 Millionen Menschen an AD leiden werden. Der Bericht von
Alzheimer‘s Disease International fiihrt zudem die regionale Verteilung der Erkrankten auf. So zeigen
Europa und Amerika mit 10,5 und 9,4 Millionen Erkrankten eine &hnliche Prdvalenz, wohingegen in
Afrika 4,0 Millionen Menschen, in Asien lediglich 2,2 Millionen Menschen betroffen sind.
In Deutschland sind nach der Deutschen Alzheimer Gesellschaft e.V. derzeit ca. 1,7 Millionen
Menschen von Demenz betroffen. Jahrlich kommt es zu mehr als 300.000 Neuerkrankungen. Die Anzahl
der Erkrankten nimmt aufgrund des demografischen Wandels stetig zu, weshalb 2050 mit 3 Millionen
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Betroffenen gerechnet wird. Eine Meta-Analyse der Inzidenz und Prévalenz von AD in Europa von 2017
zeigte, wie viele Studien zuvor, dass Frauen signifikant haufiger von AD betroffen sind als Manner
(2020 Alzheimer’s disease facts and figures).

Mit zunehmendem Alter steigt die Zahl der Erkrankten bei beiden Geschlechtern [291]. Ab einem Alter
von 65 Jahren kommt es zu einem exponentiellen Anstieg der Erkrankungen. Bei Patienten tber einem
Alter von 85 kommt AD jedoch seltener vor. Dies wird einerseits dadurch begriindet, dass erkrankte
Patienten haufig nicht dieses hohe Alter erreichen und die Feststellung der Erkrankung in diesem Alter
erschwert ist [196].

2.1.4 Atiologie
2.1.4.1 Risikofaktoren

Hohes Alter scheint nach dem aktuellen Stand der Forschung den signifikantesten Risikofaktor flr die
Erkrankung an AD darzustellen (2020 Alzheimer’s disease facts and figures). Ein grof3er Risikofaktor
fir LOAD stellt das Tragen von zwei Kopien des g4 Allels, des Apolipoprotein E-Gens dar.
Apolipoprotein E ist das pradominante Apolipoprotein des Gehirns und importiert Cholesterin durch
das Lipoproteinrezeptor-verwandte Protein in Neurone [63]. Auch die Hypercholesterindmie ist ein
mdoglicher Risikofaktor fiir AD. Besonders der Einfluss auf die Pathomechanismen im Zusammenhang
des AB-Metabolismus stehen hier im Vordergrund. In vielen longitudinalen, bevolkerungsbezogenen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass eine Assoziation zwischen erhohtem Cholesterin-Spiegel
und AD in spaterem Alter besteht [200]. Des Weiteren war ein Zusammenhang zwischen dem
Cholesterin-Metabolismus und dem Risiko an AD zu erkranken zu beobachten. In transgenen AD-
Mausmodellen zeigte sich im Rahmen einer erndhrungsbedingt herbeigefiihrten Hypercholesterindmie
der gesamt AB-Spiegel erhoht. Cholesterin senkende Medikamente hingegen flihrten zu einer Reduktion
der AP-Pathologie [344,345,389]. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass auch Kaninchen, die
Cholesterin-reich erndhrt wurden, eine zweifache Erhohung der AB-Spiegel im Hippocampus aufwiesen
[403]. Untersuchungen der molekularen Mechanismen lassen vermuten, dass Cholesterin einen direkten
Effekt auf die Pathogenese von AD ausiibt. Dies geschieht durch Erhéhung der durch die B- und y-
Sekretase mediierten AB-Produktion [104,137,394,435,456]. Viele klinische Studien assoziierten Statine,
welche (ber eine Inhibition der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coenzym A-Reduktase (HMG-CoA-
Reduktase) eine hemmende Wirkung auf die Cholesterin de novo Synthese ausiiben, mit einem
verminderten Risiko an AD zu erkranken [151,449,450]. Andere Studien hingegen ergaben keinen
Unterschied [106,340,367]. Dennoch kdnnte die Modulation der Cholesterin Synthese einen bedeutenden
Ansatzpunkt fir die Reduktion des Risikos der Erkrankung an AD darstellen.

Einen weiteren Risikofaktor neurodegenerativer Erkrankungen und so auch der Demenz und AD stellt
Ubergewicht dar [26,248]. So zeigte eine Metaanalyse ein signifikant erhdhtes Risiko an AD zu

erkranken bei Patienten, welche an Adipositas litten [325]. Die bei Ubergewichtigen Patienten erhdhte



Cholesterin-Synthese bildet hier einen mdglichen kausalen Zusammenhang [262].

Rauchen wurde zeitweise in der Literatur als moglicher protektiver Faktor fir AD diskutiert, jedoch
zeigte sich unter anderem anhand der Rotterdam-Studie eine Assoziation zwischen Rauchen und einer
Verdopplung des Risikos an AD zu erkranken [305].

Die Auswirkungen von Alkoholkonsum auf die Inzidenz von AD sind abhéngig von der Auspragung
des Trinkverhaltens. So ergab ein Konsum von drei Glasern Wein taglich einen protektiven Effekt in
Bezug auf AD [232]. Neben der Frequenz des Alkoholkonsums werden auch unterschiedliche Effekte
in Abhéngigkeit zu der Art des Alkohols, also Spirituosen, Bier oder Wein diskutiert [219]. Eine
nationale, retrospektive Kohortenstudie in Frankreich stellte Alkoholkonsum im Rahmen einer
Alkoholerkrankung als Risikofaktor fur alle Formen der Demenz, insbhesondere préseniler
Demenzformen dar [376]. Die negativen Auswirkungen exzessiven Alkoholkonsums sind neben der
toxischen Wirkung des Alkohols selbst auch auf eine hdufig im Zusammenhang mit
Alkoholabhéngigkeit stehende Mangelernahrung zurtickzufiihren [347].

Auch der Mangel einzelner Erndhrungsbestandteile wie Vitamin D hat negative Auswirkung auf die
AD-Pathologie zur Folge. Sowohl in vivo als auch in vitro Studien ergaben eine Erhohung des AB-
Spiegels um 20-30% im Rahmen eines Vitamin D Mangels [142]. Zudem zeigte sich ein
epidemiologischer Zusammenhang zwischen erniedrigten Serumspiegeln und einem erhéhten Risiko fur

die Entwicklung einer Demenz [225].

2.1.4.2 Protektive Faktoren

Neben den Risikofaktoren flr AD zeigen sich protektive Faktoren, welche mit einem reduzierten Risiko
der Erkrankung oder einer milderen Auspragung der klinischen Présentation von AD assoziiert sind.
Aufgrund der héufig beobachteten Diskrepanz zwischen kognitiven Einschrankungen und
histopathologischer Schadigung des Hirngewebes wurde die Hypothese der kognitiven Reserven
aufgestellt. Diese besagt, dass die Diskrepanz zwischen Symptomatik und Histopathologie der Kapazitat
kognitiver Reserven zuzuschreiben ist. Hierbei kénnen zwei Modelle unterschieden werden: Das erste
basiert auf der Menge vorhandener Neuronen, also der GrolRe des Gehirns, der Synapsen-Dichte und
Dichte dendritischer Verzweigungen. Das zweite Modell bezieht sich auf den Umfang des genutzten
neuronalen Netzwerks im Gesunden. Im Erkrankungsfall sind so mehr Ressourcen vorhanden, um die
Funktion geschadigter Hirnregionen zu Gbernehmen [457]. Assoziiert mit der Auspragung kognitiver
Ressourcen sind die generelle Intelligenz, der Bildungsstand, aber auch Freizeit- und berufliche
Aktivitaten [457]. So zeigte eine Studie von Stern et al. die Assoziation von héherer bildungstechnischer
und beruflicher Ausbildung mit einem reduzierten Risiko der Inzidenz von AD [407]. Neben dem
Bildungsgrad spielen weitere Faktoren des Lebensstils eine entscheidende Rolle. Sportliche Aktivitét
reduziert das Risiko fur AD um bis zu 45%. Dies erfolgt unter anderem (ber die Reduktion bekannter
allgemeiner Risikofaktoren fur AD oder Demenz, wie Adipositas, arterieller Hypertonie oder
Dyslipidamie [157].



Im Zusammenhang zwischen der Erndhrung und AD zeigen Erndhrungsformen aber auch einzelne
Erndhrungsbestandteile eine protektive Wirkung. So ist beispielsweise die Phospholipid-
Zusammensetzung ein wichtiger Faktor der Membranfunktion in Neuronen. Eine ausreichende
Aufnahme von Docosahexaensédure (engl. docosahexaenoic acid, DHA), Eicosapentaensaure (EPA),
Uridinmonophosphat, Cholin, Folsdure, Vitamin B6, B12, C und E und Selen wird empfohlen, da diese
zur Synthese von Phospholipiden beitragen und mit einer besseren synaptischen Funktion und Erhaltung
assoziiert sind [73]. Erndhrungsbestandteile wie die mehrfach ungeséttigte Fettsdure DHA zeigen zudem
einen positiven Einfluss auf die APB-Synthese [138]. In einer randomisiert-kontrollierten, doppelt-
verblindeten Interventionsstudie konnte ein positiver Effekt der Einnahme eines Vitamin- und Fettséure-
Supplements auf die kognitiv-funktionellen Fahigkeiten der Probanden im prodromalen Stadium der
Alzheimer Erkrankung gezeigt werden. Neuropsychologische Testungen blieben hingegen weitgehend
unveréndert [398].

2.1.4.3 Gendefekte/Mutationen

Uber 50% des Risikos fiir AD sind auf Gendefekte/Mutationen zuriickzufiihren [126]. Frihe AD wird
hierbei mit autosomal-dominanten Mutationen der Gene von APP, Presenilin 1 (PSEN 1) und Presenilin
2 (PSEN 2) in Verbindung gebracht [443]. Diese Mutationen kdnnen eine Erhohung des AP oder
Verschiebung des AB-Ratio zur Folge haben [378]. Genvarianten des PSEN 1 Gens, welche mit AD
assoziiert sind, zeigten zudem eine Erhohung der AB1-42/AB1-40 Ratio in vitro und in vivo [378].
LOAD weist einen Zusammenhang mit einem Polymorphismus im APOE Gen auf. Es besteht eine
signifikante Assoziation zwischen dem Vorkommen des Apolipoprotein E Typ 4 Allels (APO E-¢ 4)
und dem familidren LOAD [409]. Eine Studie, in welcher der Zusammenhang zwischen APOE-g4 und
Demenz und AD bei Nigerianern untersucht wurde, zeigte keine signifikante Assoziation. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass Umweltfaktoren, ebenso eine entscheidende Rolle bei AD spielen [149].
Auch Varianten des TREM 2 (eng. triggering receptor expressed on myeloid cells 2) sind mit dem Risiko

an AD zu erkranken assoziiert [145].

2.15 Pathogenese

Die Neuropathogenese von AD ist vorwiegend charakterisiert durch zwei Proteine. Zum einen das
abnorme Tau-Protein, welches innerhalb der Nervenzelle Einschlusskérperchen bildet, des Weiteren das
APB-Protein, welches sich aulerhalb der Nervenzelle im extrazelluldaren Raum ablagert. Diese beiden
Strukturen werden auch als intrazelluldre NFTs und neuritische Plagues bezeichnet. Zu Beginn der
Erkrankung kommt es zunédchst ausschlielflich zu intraneuronalen Einschlissen der NFTs. Erst im

Verlauf entstehen AB-Ablagerungen im extrazellularen Raum.

1986 wurde erstmals die Akkumulation von Tau-Proteinen im Hirngewebe von AD-Patienten

festgestellt und in den Zusammenhang mit NFTs gebracht [451]. In seiner normalen Form ist das Tau-
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Protein fur die Stabilisierung von Mikrotubuli des Zytoskeletts der Neuronen, Neuritenwachstum,
Membraninteraktionen und axonalen Transport zustandig. Die Fahigkeit der Zusammenfihrung von
Mikrotubuli des Phosphoproteins Tau wird durch den Grad seiner Phosphorylierung bestimmt. Auch im
Gesunden kommt es im Rahmen der Entwicklung, bei Andsthesie und Hypothermie zu einer
vorrubergehenden Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, jedoch in geringerem Ausmal. Im
Rahmen der Alzheimer Erkrankung kommt es zu einer drei- bis vierfach starkeren Phosphorylierung
des Tau-Proteins. Diese hat eine Polymerisierung der Tau-Proteine zu gepaarten helikalen Filamenten
(engl. paired helical filaments, PHF) gemischt mit geraden Filamenten (engl. straight filaments, SF) zur
Folge, sodass NFTs gebildet werden [179]. NFTs lassen sich in drei Stadien einteilen: diffuse, punktuelle
nicht fibrillare Vorlaufer-Formen, gereifte intrazellulare NFTs, welche aus filamentdsen Aggregaten aus
phosphoryliertem und nicht phosphoryliertem Tau bestehen und extrazellulare NFTs, welche nach dem
neuronalen Zelltod auftreten [12,33]. Durch die Vorlaufer-Formen, welche von zelleigenen Enzymen
nicht abgebaut werden kénnen, entsteht eine Immunreaktion [14]. Die Ablagerung der NFTs entspricht
einem bestimmten Muster fir welches Braak und Braak et al. sechs Stadien festlegten (Abbildung 1).
Zunéachst kommt es zur Atrophie des medialen, temporalen Kortex. Im Verlauf ist der gesamte
Neokortex betroffen mit Aussparung des sensorischen, motorischen und visuellen Kortex. Die Stadien
I und Il definieren das transentorhinale Stadium der Erkrankung, in welchem der transenthorinale und
entorhinale Kortex betroffen sind. Im Stadium Il sind zudem die hippocampale CAl Region, der
temporale Kortex, der magnozellulare Vorderhirnkomplex sowie der Nucleus anterior-dorsalis des
Thalamus betroffen. In Stadium 111 zeigt sich ein weiterer Progress der bereits in Stadium 11 betroffenen
Regionen sowie eine zusatzliche Beteiligung der weiteren hippocampalen Substrukturen, der Amygdala,
der Nucleus reuniens sowie des tuberomammilaren Nucleus. In Stadium IV kam es zu einem weiteren
Progress der bereits in Stadium 111 betroffenen Regionen sowie eine Beteiligung des Claustrums und
ersten Veranderungen des Neokortex. Die Stadien Il und 1V werden auch als das limbische Stadium
der Erkrankung bezeichnet. Im Stadium V zeigt sich erstmals eine Beteiligung aller Bereiche des
Neokortex mit weiterhin relativer Aussparung des primér sensorischen und motorischen Kortex. Auch
in Stadium VI bleiben diese Regionen verhaltnismaRkig unbeeinflusst und es kommt hingegen zu einem
stirkeren Progress der Erkrankung in den bisher betroffenen Regionen sowie dem Striatum und der

Substanzia nigra. Die Stadien V und VI werden als Isokortikal Stadien bezeichnet [34].
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Einteilung der Braak-Stadien: A Neurofibrillares Stadium
VI, B Neurofibrillares Stadium 11, C Neurofibrillares Stadium I+11 [35].

Neuritische Plaques setzen sich aus aggregierten AB-Proteinen zusammen, welche wiederum durch die
proteolytische Prozessierung von APP entstehen [68]. APP ist ein transmembranes Protein, welches
unter anderem in Neuronen exprimiert wird. Seine genaue Funktion ist noch nicht ganzlich gekléart. Die
transmembrane Doméne beinhaltete die AB-Sequenz. Die proteolytische Prozessierung von APP erfolgt
durch die Aspartyl-Proteasen - und y-Sekretase.

AP ist ein 4kDa schweres Peptid, welches auch im physiologischen Zellmetabolismus vorkommt [152].
Im Rahmen von AD kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht zwischen der Synthese und
Degradation der AB-Peptide sowie einer Aggregation derselbigen [158]. Durch den proteolytischen
Schnitt der y-Sekretase mit dynamischer Schnittstelle kommt es zu einer heterogenen Peptidpopulation.
Mit bis zu 90% bilden hierbei AB40, also jene AB-Peptide, die an der Position 40 enden, die haufigste
Form, gefolgt von AP42 [379]. AP42 spielt eine entscheidende Rolle, da es durch zwei zusétzliche
hydrophobe Aminoséuren (Isoleucin an Position 41 und Alanin an Position 42) stérker zur Aggregation
tendiert [184]. AB-Mono- und Oligomere kénnen weiter abgebaut werden. Ein mangelnder Abbau von
AP fiihrt zur Akkumulation der Proteine bis hin zu nicht 16slichen Plaques [277].

Den loslichen AB-Proteinen werden neurotoxische Eigenschaften zugeschrieben. So zeigten bereits
frihe zellkulturbasierte Studien den Zelltod von Neuronen nach der Applikation von AB25-35 [464].
Zwar sind die extrazellularen Amyloid-Plaques ein charakteristisches pathologisches Kennzeichen von
AD, dennoch konnte festgestellt werden, dass Oligomere von AP, welche bis zu 50 AB-Untereinheiten
entsprechen, die toxischste AB-Form darstellen [197,386]. Die Toxizitit von AP &ufert sich iiber viele
Mechanismen, wie cholinerge Dysfunktion, Stérung der Calcium-Homdoostase, Entziindung, oxidativer
Stress und mitochondriale Dysfunktion. Diese vielfaltigen Mechanismen resultieren schliellich in der

neuronalen bzw. synaptischen Dysfunktion und dem Untergang von Neuronen [76,105,134,191,241].

Entziindungsprozesse sind ein bekannter Faktor der Alzheimer Pathogenese, welche zunéchst jedoch als
parallel ablaufender Mechanismus, welcher nicht zum Krankheitsprogress beitragt, gewertet wurden.
Mittlerweile ist bekannt, dass die Entziindungsreaktionen durchaus eine entscheidende Rolle spielen.

Zudem zeigte sich, dass diese insbesondere durch AB-Oligomere hervorgerufen werden [269].
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Urséchlich ist, dass Ap1-42 Oligomere die Reifung peripherer Monozyten in phagozytische Mikroglia

fordern, im Gegensatz zu AB1-42 Monomeren oder Fibrillen [67].

Obwohl AB-Ablagerungen und NFTs durch hyperphosphorylierte Tau-Proteine charakteristisch fur AD
sind, bilden sie dennoch kein Alleinstellungsmerkmal, da sie nicht spezifisch flir diese Erkrankung sind.
So werden Erkrankungen mit Zelleinschlissen von abnormalem Tau auch als Tauopathien bezeichnet.
Zu diesen gehoren neben AD unter anderem die frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus in
Verbindung mit Chromosom 17, die chronisch traumatische Enzephalopathie, der Morbus Pick und die
supranukledre Blickparese [442].

Im Rahmen von Statin-Studien wurde eine weitere Komponente der Alzheimer Pathologie deutlich. Es
zeigte sich eine signifikant geringere Inzidenz und langsameres Fortschreiten von AD innerhalb der
Statin-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle [151,449]. Dieser Effekt wird auf die Reduktion der
Isoprenoid-Synthese und Proteinprenylierung zuriickgefuhrt. Eckert et al. zeigten einen erhdhten
Spiegel von Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) in grauer und
weil3er Substanz des Hirngewebes von AD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen [92]. Anhand
Zellkultur-basierter Studien konnte demonstriert werden, dass die Ap-Erhéhung durch FPP und GGPP
vermutlich {iber eine Stimulation der y-Sekretase abl&uft [206,477]. Zudem zeigte eine Studie mit
transgenen Mausen, welche haplodefizient fiir das Enzym Farnesyltransferase waren, eine Reduktion
der Prenylierung von Proteinen sowie eine Reduktion der Alzheimer Pathologie in APP/PS1 transgenen
Mausen [477].

AP als die Hauptkomponente der neuritischen Plaques wirft die Frage auf, ob es die Ursache oder eine
Folge der Alzheimerpathologie darstellt. Seit 1992 wurde in der Literatur die Amyloid-Kaskade
Hypothese diskutiert, die besagt, dass AP die ursidchliche Komponente der Alzheimer Pathologie
darstellt und, dass NFTs, Zelluntergang, vaskuldre Sch&den und Demenz lediglich eine Folge der
Ablagerungen sind [159]. Die Hypothese wurde unterstiitzt durch das Vorkommen der Pathologie bei
Personen, welche autosomal-dominante Mutationen in den Genen des APP oder des y-Sekretase
Proteins Presenilin 1 oder 2 tragen, sowie der Tatsache, dass Personen mit Trisomie 21, bei welchen das
Chromosom 21, auf dem auch APP kodiert ist, drei Mal vorkommt, und somit eine Uberexpression
dessen besteht, hdufig von prasenilem AD betroffen sind [448]. Daruber hinaus wird die Hypothese
durch transgene APP- oder APP/PS1-Mausmodelle unterstiitzt, die pathologische und klinische
Charakteristika der familidren AD, wie die Bildung von Amyloid-Plaques, den Untergang von Synapsen
und Gedachtniseinschrankungen aufweisen [327]. Zudem konnte anhand verschiedener
pharmakologischer, genetischer und immunologischer Therapiestudien, welche eine Reduktion des Ap
im Hirn zum Ziel hatten, eine Reduktion des Synapsenunterganges sowie der kognitiven Defizite
erreicht werden [133,221]

Es gibt jedoch auch wissenschaftliche Erkenntnisse, welche gegen die Amyloid-Kaskade sprechen. So

12



konnte anhand von Positronenemissionstomografie-Computertomografien (PET-CTs) gezeigt werden,
dass auch asymptomatische Personen grole Mengen an AP aufweisen, ohne Korrelation mit kognitiven
Einschrankungen [6]. In einer weiteren PET-Studie von Fagan et al. ergab sich bei kognitiv
uneingeschrankten Patienten im Alter von 43-89 Jahren eine positive Korrelation zwischen Tau und
phosphoryliertem Tau im cerebrospinalen Liquor und der Menge des kortikalen Amyloids. Es zeigte
sich jedoch keine Korrelation zwischen AB42 in Hirn oder Liquor oder Tau/phosphoryliertem Tau mit
der Leistung in psychometrischen Tests [99]. Auch die toxischen Eigenschaften der AB-Oligomere
werden in einigen Studien in Frage gestellt. So konnte dargestellt werden, dass Zelltod von Neuronen
in APP oder APP/PS1 transgenen Mausen quasi nicht vorkommt, was wiederum darauf schlief3en lasst,
dass endogenes AP unabhéngig von der Formation keine Neurodegeneration in vivo hervorruft [349]. Im
Rahmen dieser Argumentation tritt die Rolle von Tau Proteinen in der Alzheimer Pathologie verstarkt
in den Vordergrund. Ein Fehlen von Tau in APP/PS1-Mausmodellen ergab eine Reduktion des
neuronalen Zelltods sowie der amyloidogenen Prozessierung von APP [217].

2.1.6 Klinische Prasentation der Alzheimer Erkrankung

Bezlglich der Prasentation der klinischen Symptomatik lasst sich die Alzheimer Erkrankung je nach
Literatur in verschiedene Stadien einteilen, in welchen jeweils zwischen kognitiven Defiziten und nicht-
kognitiven Defiziten unterschieden wird. In dieser Arbeit werden die klinischen Symptome anhand der
vier Stadien: Pra-Demenz, milde Demenz, moderate Demenz und starke Demenz erldutert.
Klinisch présentiert sich das Stadium der Pra-Demenz mit Aufmerksamkeitsdefiziten,
Neugedéachtnisstdorungen sowie einer langeren Verarbeitungszeit von Informationen und Stérungen der
exekutiven Funktionen [226,426]. Zu den nicht kognitiven Defiziten in diesem klinischen Stadium der
Erkrankung zéhlen depressive Stimmungslagen sowie soziale Zurlickgezogenheit [192]. In diesem
Stadium sind die kognitiven Defizite meist noch nicht alltagseinschrankend, sodass sie durch die
Verwendung von Merkhilfen oder der Vermeidung fordernder Situationen ausgeglichen werden kénnen.
Die Betroffenen verharmlosen oder verbergen ihre Einschrankungen meist [112]. Aufgrund der milden
Symptomatik und zusétzlichen Bagatellisierung dieser durch die Patienten kommt es in diesem Pré-
klinischen Stadium selten zur Diagnosestellung der Alzheimer Erkrankung [87].
Im Verlauf der Erkrankung stehen besonders Neugedachtnisstérungen im Vordergrund, doch auch
Inhalte des Langzeitgeddchtnisses sowie des implizierten Geddchtnisses sind betroffen. In diesem
Stadium der milden Demenz zeigt sich die Fahigkeit zum Planen, Bewerten und Organisieren nicht
langer nur bei komplexen Aufgaben, sondern bereits auf alltdglicher Ebene eingeschrénkt [228].
Beziiglich der Sprache ist ein reduzierter Wortschatz und Sprachfluss auffallend [59]. Episoden der
Desorientiertheit stellen insbesondere im Zusammenhang mit dem Strallenverkehr ein Problem dar, da
Distanzen und Geschwindigkeiten schwerer eingeschéatzt werden kdnnen, was sich in einem erhdhten
Risiko fur Verkehrsunfalle manifestiert [84]. Bezuglich der nicht-kognitiven Einschrdnkungen zeigten
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sich auch in diesem Stadium depressive Symptome. Eine zusdtzlich vorliegende Depression sollte
jedoch ausgeschlossen werden [326].

Das Stadium der moderaten Demenz ist durch eine starke Beeintrachtigung des Kurzzeitgedéachtnisses
sowie des logischen Schlussfolgerns, Planens und Organisierens gekennzeichnet. Sprachprobleme
werden durch Wortfindungsstérungen und Paraphasien deutlicher [112]. Zudem zeigen sich
Einschrankungen beim Lesen, welche vornehmlich auf linguistische Defizite als visuelle
Wahrnehmungsstérungen zuriickzufiihren sind [70]. Auch beim Schreiben zeigt sich eine Erhéhung der
Rechtschreibfehler sowie eine Reduktion der Paragraphenlange [285]. Episoden der Desorientiertheit in
bekannter Umgebung nehmen ebenfalls zu [164]. Ein Drittel der Patienten entwickeln in diesem Stadium
zusétzlich illusorische und wahnhafte Symptome [111]. Bis zu 20% der Betroffenen entwickeln
Halluzinationen, meist von visuellem Charakter, die mit besonders ausgeprégten cholinergen Defiziten
assoziiert sind [212]. Das Verhalten kann von Agitiertheit und verbalen sowie physischen Aggressionen
geprégt sein. Auch Rastlosigkeit, welche sich durch zielloses Umherlaufen &uRert, ist haufig [79]. Zu
diesem Zeitpunkt ist ein selbstdndiges Leben der Patienten nicht langer mdglich, was h&ufig die
Einbeziehung von Pflegediensten oder Pflegeeinrichtungen zur Folge hat [446].

Im Stadium der starken Demenz sind nahezu alle kognitiven Fahigkeiten eingeschrénkt. Die
Sprachproduktion ist reduziert auf wenige Worte, was die AuRerung der personlichen Bedurfnisse
behindert. Es erfolgt ein Zurlickgreifen auf emotionale Signale. So kdnnen Rastlosigkeit und Aggression
ein Hinweis auf Schmerzen sein [112]. Es zeigt sich zudem eine fortschreitende Abnahme kortikaler,
extrapyramidaler und pyramidaler Funktionen [114]. Die pseudobulbédre Dysphagie ist eine haufige
Symptomatik im spaten Stadium der Alzheimer Demenz und erhoht das Risiko fir Malnutrition,
Dehydratation und Aspiration [31,60].

Die haufigsten Todesursachen von AD-Patienten stellen die Pneumonie, gefolgt von Myokardinfarkten

und Septikdmien dar [113].

2.2 Molekulare Mechanismen der Alzheimer Krankheit

2.2.1 Das Amyloid Vorlauferprotein und seine proteolytische Prozessierung

Die uberschiissige Ablagerung von AB-Peptiden gilt als eine der Hauptursachen fiir die Degeneration
von Neuronen im Rahmen von AD [418].

Es handelt sich um ein Peptid bestehend aus 38 bis 43 Aminosauren, welches durch den sequenziellen
Schnitt von APP entsteht [193]. APP kann auf zwei Weisen geschnitten werden: Die sogenannte
amyloidogene Prozessierung, durch welche Ap-Peptide entstehen. Diese erfolgt durch den Schnitt der
B- und y-Sekretase [153]. Sowie die nicht-amyloidogene Prozessierung, welche durch das Enzym a-
Sekretase erfolgt, deren Schnittstelle innerhalb der AB-Sequenz des Amyloid Vorlaufer Proteins liegt

und demzufolge keine AB-Peptide produziert [154].
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APP ist ubiquitér im Korper des Menschen und insbesondere im zentralen Nervensystem zu finden.
Durch alternatives SpleiRen gibt es bis zu 10 APP Varianten, die 639-770 Aminosauren lang sind.
APPggs, APP751 und APP77o bilden die drei Hauptformen, aus welchen im Rahmen der amyloidogenen
Prozessierung AP entstehen kann [286,309]. Wé&hrend APP7s: und APP770 vorwiegend in nicht
neuronalen Zellen vorkommen, stellt APPggs die Hauptisoform im humanen Gehirn und in Neuronen
dar [194]. Alle drei Isoformen sind strukturiert in eine groBe extrazellulare Domaéne, eine kurze
transmembrane Domaéne und eine zytoplasmatische Domane [276]. Die Ektodomane enthalt eine
Cystein-reiche, globulédre Doméne (E1), eine saure Domane (AC), eine Helix-reiche Domane (E2) sowie
einen Teil der AP-Doméne, welcher weiter in die transmembrane Domdéne reicht. Die kurze
zytoplasmatische Domane enthalt ein YENPTY-Motiv, das fur Proteininteraktionen verantwortlich ist.
Die E1 Domaéne ist aufgebaut aus einer Heparin-Bindungsstelle (HBD), einer Metall-bindenden
Doméne (MBD) mit Kupfer und Zink Bindungsstellen. Die E2 Doméne besteht aus sechs a-Helices, die
die Struktur einer gewickelten Spule bilden [267]. Die tberwiegende Menge von APP wird (iber den
nicht-amyloidogenen Weg prozessiert. Hierbei wird APP zunidchst durch die a-Sekretase proteolytisch
geschnitten.

Die a-Sekretase gehort zur ADAM (engl. a disintegrin and metalloprotease) Proteinfamilie. Die
enzymatische Aktivitit der a-Sekretase zeigt sich in ADAMY, 10, 17 und 19 [101]. Uberexpression oder
Herunterregulierung dieser ADAM Proteine in verschiedensten Zelllinien fuhrt zur Erhéhung oder
Reduktion von 16slichem APPa (engl. soluble APPa, sAPPa) [11], dem l6slichen Schnittprodukt der
Sekretase. APP ist jedoch nicht das einzige Substrat der a-Sekretasen. So ist ADAM17 auch in die
proteolytische Prozessierung des Notch-Rezeptors involviert [38]. Der Notch-Signalweg ist fiir die
Embryogenese aber auch im adulten Organismus furr Zelldifferenzierung entscheidend [10].

Der Schnitt von APP durch die a-Sekretase erfolgt zwischen Lysin-16 und Leucin-17 innerhalb der ApB-
Sequenz. Es entsteht das N-terminale sezernierte APP (sAPPa) und das C-terminale Fragment (CTF),
welches aus 83 Aminosduren besteht und anschlieend durch die y-Sekretase geschnitten wird. Durch
diesen zweiten Schnitt entsteht das 3kDa schwere P3 und die APP intrazellulare Doméne (enlg. APP
intracellular domain, AICD) [154]. sAPPa werden verschiedene neuroprotektive Effekte zugeschrieben,
wie Synaptogenese, Neuritenwachstum und Abschwéchung neurotoxischer Wirkungen. Eine
Aktivierung der o-Sekretase-abhangigen endoproteolytischen APP-Verarbeitung zum Schutz vor der
dendritischen- und Phospho-Tau-abhangigen Toxizitat bei der Alzheimer Erkrankung wird daher
diskutiert [71].

Die amyloidogene Prozessierung des APP erfolgt durch den Schnitt der B-Sekretase BACE1 (engl. B-
Site APP cleaving enzyme 1). Es handelt sich hierbei um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Ap-Synthese. BACE1 ist eine membrangebundene Aspartyl-Protease, die in verschiedenen
Geweben, inshesondere im Hirngewebe und Neuronen vorkommt und ein saures pH-Optimum hat [176].
Intrazellular befindet sich die Sekretase meist im Golgi-Apparat und Endosomen, kann jedoch auch zur

Zelloberflache gelangen [202]. Anhand APP-Uberexprimierender Mausmodelle konnte gezeigt werden,
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dass eine genetische Inaktivierung von BACE1 zu einer Reduktion der AB-Synthese fiithrt und AB-
Ablagerungen erfolgreich blockiert [208,235]. Der Schnitt von BACEL findet an Asparaginsaure-1 (B
Position) und Glutaminséure-11 (B’ Position) statt. Die hdufigere Schnittstelle Glutaminsdure-11 bildet
eine C-terminales Fragment (engl. C-terminal fragment, CFT), bestehend aus 89 Aminosauren, welches
anschlieBend durch die y-Sekretase geschnitten wird, wodurch wiederum AB11-40/42 entsteht [135].

Die y-Sekretase wird durch einen membrangebundenen Enzymkomplex aus vier Proteinen gebildet.
Hierzu gehoren: Nicastrin, PSEN2 (engl. presenilin enhancer 2), Aphla oder b (engl. anterior pharynx
defective 1) und als katalytisches Zentrum PS1 oder 2 [20]. Die Zusammenfilhrung von Presenilin mit
den weiteren Proteinen flihrt zur Autoproteolyse von Presenilin in zwei Untereinheiten, ein N-terminales
Fragment (engl. N-terminal fragment, NTF) und ein C-terminales Fragment, die jeweils ein
transmembranes Aspartat zum katalytischen Zentrum beitragen. Die aktive Protease schneidet dann in
der transmembranen Doméne des APP und produziert heterogene AP-Peptide, die beziiglich der C-
terminalen Enden in einer Lange von 38-43 Aminosduren variieren, und AICDs mit 50 oder 51
Aminosduren langen Resten [123,328].

Im Rahmen der nicht-amyloidogenen Prozessierung wird das in der Zellmembran verbliebene 83
Aminosduren umfassende a-CTF durch den y-Sekretasekomplex geschnitten. Hierdurch entstehen das
16 Aminoséuren umfassende Peptid P3, das sezerniert wird und AICD, das im Zellinneren verbleibt
[152,155].

amyloidogene Prozessierung
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Abbildung 2 Die proteolytische Prozessierung des Amyloid Vorlauferproteins
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2.2.2 Das katabole System des Ap-Metabolismus

Es wurden bisher verschiedene Wege beschrieben, wie Ap aus dem Hirngewebe eliminiert wird [19].
AB-Proteasen konnen AP in kleinere Fragmente schneiden oder degradieren [469]. Andere Proteine wie
Apolipoprotein  E  (APOE) oder a2-Makroglobulin (02-M) interagieren wiederum mit
Transportproteinen wie VLDLR (engl. very low-density lipoprotein receptor), LRP1-Rezeptor (engl.
lipoprotein receptor-related protein-receptor) und P-Glycoprotein, welche in Astrozyten und der
abluminalen Seite des zerebralen Endothels vorhanden sind und den Transport von AP iiber die Blut-
Hirn-Schranke in den Blutkreislauf fordern [74]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Ap und
andere l6sliche Produkte Uber den lymphatischen Weg aus dem Hirngewebe abtransportiert werden
kdnnen [51]. Einen weiteren Weg der AB-Elimination stellt die Phagozytose durch Mikroglia,
Astrozyten und Makrophagen dar [94,181,474].

Zu den Ap-degradierenden Proteasen gehoren die Metalloendopeptidasen, von welchen Neprilysin
(NEP), das Insulin-degradierende Enzym (engl. insulin- degrading enzyme, IDE) und das Endothelin-
konvertierende Enzym-1 und 2 (engl. endothelin-converting enzyme 1/2, ECE1/2) in den Abbau von
AB-Peptiden involviert sind [16,93]. Abhdngig vom Vorkommen der Proteasen erfolgt die Degradation
von AP in unterschiedlichen Gewebekomponenten. Die Expression von NEP erfolgt vorwiegend in
prasynaptischen Neuronen [121], aktivierten Astrozyten [109] und Mikroglia [168]. IDE wird von
Neuronen, Oligodendrozyten und Mikroglia synthetisiert [25]. Da die Protease via Exosomen freigesetzt
wird [416], erfolgt durch sie insbesondere der Abbau extrazelluldrer AB-Ablagerungen. ECE wird
hingegen in Neuonen, Endothelzellen [280] und Astrozyten [282] exprimiert und degradiert AP primér
auf intrazellularer Ebene [93].

Weitere degradierende Enzyme sind ACE (engl. angiotensin-coverting enzyme) eine Zink-
Metalloprotease, die vorwiegend in Neuronen vorkommt [170] und der Gewebsplasminogen-Aktivator
(engl. tissue plasminogen activator, tPA) eine Serinprotease, welche neben Neuronen auch von
Mikroglia exprimiert wird [209,254]. Matrix-Metalloprotasen (MMP) werden von Astrozyten exprimiert
und sezerniert. Es zeigte sich, dass MMP-9 extrazellular sowohl AB-Monomere, als auch Fibrillen
degradiert [461]. Die lysosomale Cystein-Protease Cathepsin B (CAT-B) degradiert Ap nachdem dieses
durch Mikroglia phagozytiert wurde [283]. Eine weitere lysosomale Protease ist das ECE-2, dass sowohl

in Lysosomen als auch in Endosomen vorkommt und intrazelluldres AP degradiert [306].

In eukaryotischen Zellen existieren zwei Hauptwege fir die Degradation zelluldrer Proteine, das
Ubiquitin-Proteasom-System (engl. ubiquitin-proteasome system, UPS), welches 80-90 % der Proteine
degradiert, hierunter auch kurzlebige, abnormale, geschddigte oder denaturierte Proteine [354] und
Autophagie, wodurch langlebige Proteine sowie Zellorganellen degradiert werden.

Im Rahmen von AD und anderen neurodegenerativen Erkrankungen zeigt sich eine intraneuronale

Akkumulation von Ubiquitin, welche durch die Inhibition der Proteasomenaktivitit durch AP erklart
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wird, wodurch wiederum die Ubiquitin-abhangige Proteindegradation des Proteasoms blockiert wird.
Aggregierte AB-Formen, insbesondere Oligomere sind ein kompetitives Substrat Chymotrypsin-
ahnlichen Aktivitat des humanen 20S Proteasoms [475]. Zhao und Yang et al. demonstrierten jedoch,
dass die proteasomale Degradation von AB1-42 dosisabhéngig, ohne signifikante Beeinflussung der
gesamten katalytischen Aktivitat des Proteasoms ablauft [475]. Bezliglich der Effizienz der Degradation
aggregierter Proteine zeigten sich Gliazellen vorteilhaft gegeniiber Neuronen [185], was eine mdgliche
Erklarung dafir sein kénnte, dass diese keine Protein-Aggregate enthalten [351].

Autophagie ist ein weiterer entscheidender Weg fur den Abbau aggregierter Proteine in Zellen, die unter
Stress stehen. Es konnte gezeigt werden, dass AP aus APP wéhrend des Prozesses der Autophagie von
APP-reichen Organellen entsteht [471]. Diese AB-Peptide werden anschlielend in Lysosomen degradiert
[292]. Innerhalb von Neuronen formen sich Autophagosomen und Endosomen im Bereich der Synapsen.
Die vollstandige Reinigung dieser Kompartimente erfordert den retrograden Transport in den Neuronen-
Zellkorper, wo eine hohe Konzentration von Lysosomen vorhanden ist. Im Rahmen von AD sind die
Reifung der Autophagolysosomen und ihr retrograder Transport beeintrachtigt, wodurch es zur
Akkumulation von Autophagie-Zwischenprodukten (autophage Vakuolen) in Form von Schwellungen
entlang den Neuriten kommt. Die Kombination aus verstarkter Autophagie und mangelhaftem
Abtransport von AB-bildenden Vakuolen bietet gilinstige Umsténde fiir AB-Akkumulation bei AD [292].

Apolipoprotein E (Apo E) ist wie bereits erwahnt einer der Risikofaktoren fir AD, dennoch spielt es
auch in der AB-Degradation eine entscheidende Rolle. So konnte nachgewiesen werden, dass ApoE A
binden kann und diese Komplexe sowohl die Ausbreitung von fibrilliertem AP als auch den Transport
von l6slichem AP beeinflussen [445]. Anhand von AD-Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass
durch eine Steigerung der ApoE-Expression A reduziert und die kognitiven Fahigkeiten verbessert
werden [66]. Eine gegenteilige Hypothese besagt, dass Apo E AP nicht bindet, sondern mit diesem um
die Bindungsstelle des LRP-1 in Astrozyten konkurriert und somit auf indirekte Weise den Ap-
Metabolismus beeinflusst [433].

Apolipoprotein J (Apo J) ist ebenfalls bekannt dafiir mit Ap zu interagieren und ermdglicht dessen
Transport und somit die Beseitigung Gber die Blut-Hirn-Schranke durch Megalin oder den LRP-2
Rezeptor [275]. Neben Apolipoprotein J wurde auch fiir ol-Antitrypsin ein Einfluss auf die AP-
Homdostase nachgewiesen. al-Antitrypsin ist ein Serinproteaseinhibitor der in Astrozyten exprimiert
wird [1] und AP bindet. Im Hirngewebe von AD-Patienten fand sich eine Uberexpression von al-

Antitrypsin [2]. Auch a2-Makroglobulin, eine Matrixmetalloproteinase, ist fahig AB zu binden [210].

Ein weiterer Weg, um A aus dem Hirngewebe zu entfernen, ist die Aufnahme dessen durch Gliazellen.
Hier gibt es die Mdglichkeit der Pinozytose, also die Aufnahme fllssiger, 16slicher Produkte [240], oder
Phagozytose [214].

Neben der Phagozytose, einer Unterform der Endozytose, tragt auch die Rezeptor-mediierte Endozytose
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zur Entfernung von AP aus dem Hirngewebe bei. Zu diesen Rezeptoren gehoren der Scavenger Rezeptor
Typ A, B1, Differenzierungsprotein 36 (eng. cluster determinant 36, CD36) und CD40, Toll-like
Rezeptoren (engl. toll-like receptors, TLR), der Rezeptor fir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte
(engl. receptor for advanced glycation end product, RAGE), Formyl-Peptid-Rezeptor (engl. formyl
peptide receptor, FPR), Fc Rezeptoren, TREM 2, LGI3 (engl. leucine-rich glioma inactivated protein)
und LRP [351].
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2.3 Vitamin E

Vitamin E wurde erstmals 1922 von dem amerikanischen Endokrinologen und Anatom Herbert M.
Evans sowie seiner Assistentin Katherine S. Bishop entdeckt. Sie identifizierten die fettldsliche
Substanz als notwendigen Faktor fur die Reproduktion von Ratten im Rahmen verschiedener Diét-
Experimente [98]. Die chemische Struktur von Vitamin E wurde wenige Jahre darauf 1935 von dem
deutschen Chemiker Erhard Fernholz entschlisselt [380], was noch im selben Jahr die Synthese von dl-
a-TP durch den Schweizer Chemiker und Nobelpreistrdger Paul Karrer zur Folge hatte [195]. Der
Uberbegriff Vitamin E beschreibt vier TP- und vier TT-Derivate, welche zusammengefasst als
Tocochromanole bezeichnet werden [120]. Die gemeinsame Grundstruktur der E Vitamine bildet der
Chromanring, der an Position 6 hydroxyliert ist. Durch die unterschiedliche Methylierung des Rings
lasst sich eine a-, B-, y- und 6-Form unterscheiden [352]. Abhéngig von der angehdngten Seitenkette
kdnnen weitere vier Formen unterschieden werden: TP— die eine geséttigte Fettsdure enthalten,
Tocomonoenole und marine Tocopherole (MDT)- die eine einfach ungeséttigte Fettsdure enthalten

sowie TT— welche eine dreifach ungeséttigte Fettséure enthalten [381].
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Abbildung 3 Darstellung der Strukturformeln der Vitamin E-Derivate, tibersetzt und abgewandelt nach
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a-TP ist aus drei stereometrischen Zentren zusammengesetzt, was es zu einem chiralen Molekil macht.
Durch unterschiedliche Anordnungen der Stoffgruppen an diesen stereometrischen Zentren entstehen
acht Stereoisomere des a-TP [37]. RRR-a-TP ist in natirlicher Form in Nahrungsmitteln wie Nissen,
Samen und Gemiise-basierten Olen zu finden. Das synthetisch hergestellte all-rac-o-TP ist eine
Racemat-Zusammensetzung aller acht Stereoisomere (RRR-, RRS-, RSR-, RSS-, SRR-, SRS-, SSR-,
SSS-) und wird als Nahrungserganzungsmittel vertrieben [186,476].

2.3.1 Biosynthese und Vorkommen

Da Vitamin E ausschlieBlich in Organismen synthetisiert werden kann, die zur Photosynthese fahig sind,
stellt es eine essenzielle Nahrungskomponente fir Menschen und Tiere dar. Die Biosynthese der E
Vitamine beginnt im Zytoplasma der Pflanzenzellen und setzt sich nach dem ersten Schritt in den
Plastiden fort [400]. Die chemische Familie der Tocochromanole besteht aus einem polaren Chromanol
Ring und einer lipophilen Polyprenyl-Seitenkette, welche abh&ngig vom jeweiligen Tocochromanol Typ
variiert. Im ersten Schritt der Synthese der Tocochromanole wird die aromatische Kopfgruppe der
Homogentisinsdure durch das Enzym p-Hydroxyphenylpyruvat gebildet [236]. Es folgt die
Kondensation des polaren aromatischen Kopfes von Homogentisinsdure mit der jeweiligen
Lipidseitenkette. Fiir TP bildet hierbei Phytylpyrophosphat (PPP) die Vorlaufersubstanz. Fiir TT ist es
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und fiir Tocomonoenole Solanesylpyrophosphat (SPP),
Plastochromanol-8 (PC-8) und Tetrahydrogeranylgeranylpyrophosphat (THGGPP). Dieser Schritt wird
von drei spezifischen Formen der Homogenisat (HGA)-Prenyltransferase katalysiert [255]. Die Produkte
dieser Reaktion sind 2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol (MPBQ) bei der Reaktion von HGA und PPP,
2-methyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzoquinol (MGGBQ) bei der Reaktion von HGA und GGPP und 2-
methyl-6-solanesyl-1,4-benzoquinol (MSBQ)/ 2-methyl-6-tetrahydrogeranylgeranyl-1,4-benzoquinol
(MTHGGBQ) bei der Reaktion von HGA und PC-8/Tocomonoenole.

Diese werden anschlieBend entweder direkt zu Vorldufern von B- und 8-Tocochromanolen oder im Falle
von TP mit Hilfe von S-adenosyl-L-Methionin (SAM) zu 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol
(DMPBQ) methyliert. Bei TT werden diese zu 2,3-dimethyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzoquinol
(DMGGBQ) oder Plastoquinol-9 (PQ-9) im Falle wvon PC-8 wund 2,3-dimethyl-6-
tetrahydrogeranylgeranyl-1,4-benzoquinol (DMTHGGBQ) im Falle von Tocomonoenolen methyliert
[58].

Sowohl Methyl- als auch Dimethyl-Benzoquinole werden anschlieBend weiter zu y- und o-
Tocochromanol zykliert mit Hilfe der TP-Zyklase. Im letzten Schritt der Tocochromanol-Biosynthese
entstehen durch die Methylierung von y- und 6-Tocochromanol, durch die y-TP-Methyltransferase, a-

und B- Tocochromanol. Der Methylgruppenspender fur diesen Schritt ist erneut SAM [255,391].
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2.3.2 Die enterale Aufnahme von Vitamin E

Vitamin E wird in der Nahrung haufig zusammen mit Lipiden aufgenommen. Die intestinale Absorption
von Vitamin E in die Enterozyten erfolgt hauptséchlich durch drei Proteine: Niermann-Pick C1 (NPCL1),
Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1 (SR-B1) und CD36 [9]. Alle drei befinden sich auf der apikalen
Seite der Enterozyten und sind weder gewebe- noch substratspezifisch [342]. Der darauffolgende
intrazelluldre Transport von Vitamin E ist noch nicht vollstandig erforscht. Es wird davon ausgegangen,
dass NPC1 und NPC2 darin eine Rolle spielen [9]. An der basolateralen Seite der Enterozyten werden
die E Vitamine an den Blutstrom abgegeben. Dies geschieht groRtenteils durch die Aufnahme in
Chylomikrone. Ein Kkleiner Teil der E Vitamine wird jedoch auch durch ABCAL [415] und Apo-Al in
Lipoproteinen hoher Dichte (engl. high-density Lipoproteine, HDL) aufgenommen [299]. Zudem
wurden unspezifische Plasmatransporter fur o-TP beschrieben [422]. Ein GroRteil des in Lipoproteinen
enthaltenen Vitamin E verbleibt in den Chylomikronen, wéhrend die Triglyzeride durch die
Lipoproteinlipase (LPL) aus ihnen geldst werden (Abbildung 4). Die verbliebenen Reste gelangen dann
zur Leber und tber den ApoB-Rezeptor wird Vitamin E in diese aufgenommen. Weitere Moglichkeiten
der Aufnahme von Vitamin E in die Leber bilden der Low-density Lipoprotein-Rezeptor (LDLR),
Lipoprotein-related Proteins (LRP) und der SR-B1. Das im HDL enthaltene Vitamin E wird (iber den
SR-B1 in die Leber aufgenommen [341]. Die Versorgung des extrahepatischen Gewebes mit Vitamin E
erfolgt durch die Aufnahme von Chylomikronen tiber Lipoproteine sehr geringer Dichte (engl. very low-
density- lipoproteine, VLDL) oder LDL durch spezifische Rezeptoren oder die Produkte der LPL. Die
Verteilung von o-TP in den verschiedenen Lipoproteinen verhalt sich folgendermalen: 65 Molekiile je
Partikel fiir VLDL, 8-12 Molekiile je Partikel fir LDL und etwa ein Molekil je Partikel fur HDL [32].
Es wird davon ausgegangen, dass das von der Leber synthetisierte LDL andere Gewebe mit Vitamin E
versorgt. Extrahepatisches Gewebe kann wiederum Vitamin E flr die Leber (ber einen umgekehrten
Cholesterin-Transport bereitstellen [357]. Wahrend seiner Aufnahme in den Enterozyten und dem
Transport in das Zielgewebe verbleibt Vitamin E in seiner urspriinglichen Form und wird nicht in eine
bioaktivere Form umgewandelt. Erst in der Leber wird speziell a-TP an das o-TTP gebunden, um seine
Seitenkette vor Oxidation zu schiitzen und den Transport in die, in der Leber gebildeten, Lipoproteine
zu erleichtern. Die (brigen Vitamin E Derivate werden vermutlich durch die Cytochrome P450
hydroxyliert [169,312]. Die Endprodukte des Vitamin E Katabolismus sind eine Gruppe von
Metaboliten, die bisher als Ausscheidungsprodukte angesehen wurden. Einige dieser Metabolite wurden
nun im Plasma detektiert und in in vitro Systemen hinsichtlich ihrer Aktivitat untersucht. Es ist méglich,

dass sie eine neue Klasse regulatorischer Metabolite bilden [374].

22



Intestinale Absorption

Chylomikronen

Vitamin E
Vitamin E
J ‘ Fettsduren und
Vitamin E zu Gewebe
LPL
Vitamin E-Aufnahme VitaminE = — 4 |VitaminE Vitamin E ——» Aufnahme in der Leber
im Gewebe
HDL hvlomik
Zirkulierende Lipoproteine Chylomikronen-Remnants

Abbildung 4 Vitamin E Absorption, Abbildung tbersetzt nach Yap & Lye [465]

2.4 Die Cholesterinhomdoostase

Bereits in friihen Studien konnte festgestellt werden, dass sowohl natirliche als auch synthetische TT
einen Cholesterin-senkenden Effekt aufweisen [330]. Dieser wurde durch die posttranskriptionale
Suppression der HMG-CoA-Reduktase, welche die Umsetzung von 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
Coenzym-A zu Mevalonat im Rahmen der Cholesterinbiosynthese katalysiert, erklart [314]. a-TP wurde
eine Abschwéchung dieses Effekts bei zusatzlicher Verabreichung zugeschrieben [333]. Mit der
Entdeckung des SREBP/SCAP-Systems durch Brown und Goldstein konnte auch der Effekt von TT
und TP auf den Feedback-Zyklus der Cholesterinbiosynthese aufgezeigt werden.

1933 identifizierten Schoenheimer und Breusch die Cholesterinbiosynthese als ersten anabolen
Stoffwechselweg, der durch einen Feedback-Zyklus reguliert wird [375]. Eine entscheidende Rolle spielt
hierbei die HMG-CoA-Reduktase, deren Aktivitat durch einen hohen Cholesterinspiegel und die
Akkumulation dessen sinkt, was wiederum die Cholesterinbiosynthese reduziert. Die Transkription der
HMG-CoA-Reduktase wird durch SREBP (engl. sterol regulatory element-binding protein) reguliert.
SREBPs sind membrangebundene Transkriptionsfaktoren deren tber 20 Zielgene in die Cholesterin-
und Lipogenese involviert sind. Mittlerweile konnten drei Isoformen der SREBPs identifiziert werden.
SREBP-1a und -1c, welche auf dem gleichen Gen exprimiert werden und zur Transkription von
Proteinen und Enzymen des Fettsduren- und Glucose-/Insulinstoffwechsels zusténdig sind, sowie
SREBP-2, welches auf einem separaten Gen exprimiert wird, und spezifisch fir die
Cholesterinbiosynthese ist. In der Membran des endoplasmatischen Retikulums liegen SREBPs in einer

Haarnadelstruktur vor, mit dem N- und C-terminalen Ende in das Zytosol ragend. Sie setzen sich aus
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drei Doménen zusammen: einer N-terminalen ersten Doméne aus 480 AS, welche als
Transkriptionsfaktor der Helix-Loop- Helix-Leucin-Zipper Familie fungiert, einer zweiten Membran-
Anker Doméne, welche aus zwei Membran-durchspannenden Elementen aus 80 AS sowie einer
hydrophilen Schlaufe aus 30 AS besteht, sowie einer dritten C-terminalen regulatorischen Doméne aus
590 AS [296].

Die als Transkriptionsfaktor fungierende erste Domane enthalt eine Reihe saurer Aminosauren, welche
Coaktivatoren der Transkription rekrutieren [279]. Diese Aminosduresequenz ist in SREBP-1a und
SREBP-2 relativ lang. In SREBP-1c ist die Sequenz jedoch kirzer, was dazu fihrt, dass dieses einen
schwécheren Aktivator darstellt [308,390]. Das in der N-terminalen Domane enthaltene Helix-Loop-
Helix-Leucin-Zipper-Motiv, vermittelt durch Dimerisierung den Eintritt in den Nukleus und das Binden
an die DNS. In der Basisregion dieses Motivs enthalten die SREBPs eine Tyrosin Aminosédure anstelle
einer Arginin Aminosaure, wie es eigentlich in fast allen Mitgliedern der Helix-Loop-Helix-Leucin-
Zipper-Familie der Fall ist. Diese Aminoséurensubstitution erlaubt den SREBPs Deka-Nucleotide
Segmente der DNS zu erkennen, welche auch als SREs (engl. sterol regulatory elements) bezeichnet
werden [198]. Im Gegensatz zu der gewdhnlichen Bindungsstelle der Helix-Loop- Helix-Leucin-Zipper-
Proteine, die palindrom verlaufen, sind die SREs nicht palindrom verlaufend [388].

Abhangig von der intrazellularen Sterol-Konzentration werden die SREBPs durch zwei Sekretasen
geschnitten, wodurch das N-terminale Fragment in den Nukleus transportiert wird, um dort die
Transkription von Lipidstoffwechsel-spezifischen Proteinen zu aktivieren, oder die proteolytische
Freisetzung der SREBPs aus der Membran wird blockiert. Die bis zu diesem Zeitpunkt bereits im
Nukleus angekommenen N-terminalen Fragmente werden abgebaut, was zu einer Abnahme der
Transkription von Enzymen des Lipidstoffwechsels fuhrt [41].

In einer Zelle mit Sterol-Mangel wird die N- terminale Domane der SREBPs von der Membran durch
zwei sequenzielle, proteolytische Schnitte freigesetzt. Die N-terminale Doméne begibt sich dann zum
Nukleus der Zelle und bindet an SREs, welche die Genexpression multipler Gene der
Cholesterinbiosynthese, der Biosynthese ungeséttigter Fettsduren sowie der Triglyzeridbiosynthese und
Lipid Aufnahme verstérken. Zielgene der Cholesterinbiosynthese stellen die HMG-CoA-Synthase, die
HMG-CoA-Reduktase, die Farnesyldiphosphat Synthase und Schalensynthase dar. Fir die Biosynthese
von Fettsduren und Triglyzeriden sind es wiederum die Acetyl-CoA-Karboxylase, die Fettséure
Synthase, die Stearoyl-CoA-Desaturase und die Glycerol-3-phosphat-Acetyltransferase. Des Weiteren
verstarken die SREBPs die Transkription von LDL-Rezeptoren, welche fur die Aufnahme von
Cholesterin aus Plasmalipoproteinen in die Zelle verantwortlich sind.

Der erste proteolytische Schnitt zur Freisetzung der N-terminalen Doméne der SREBPs erfolgt durch
die S1P (engl. site-1-protease). Hierfur wird das Protein SCAP (engl. SREBP clevage activating protein)
bendtigt, welches an SREBP bindet, dieses stabilisiert und zum Golgi-Apparat transportiert, in welchem

die aktive Form der S1P lokalisiert ist. SCAP ist ein integrales Membranprotein und besteht aus zwei
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Doménen. Die N-terminale Domaéne besteht aus 730 AS, welche acht Membran-durchspannende
Segmente bilden. In diesen Segmenten wechseln sich wiederum hydophobe und hydrophile Sequenzen
ab [294]. An den luminalen Schleifen enthalt SCAP drei Oligosaccharidketten. Die C-terminale Domane
besteht aus ca. 550 AS und ragt in das Zytosol. Sie enthélt funf WD Repeat Doménen [132].

Innerhalb der Zelle bilden SREBPs und SCAP einen engen Komplex, welcher durch die Verbindung
zwischen der C-terminalen Domane der SREBP und der WD Repeat Domdane der SCAP zustande
kommt [364]. Verschiedene Experimente zeigen, dass die Bildung dieses Komplexes fur den Schnitt der
S1P bendtigt wird. So verhindert die Entfernung der C-terminalen Doméne von SERBP-2 die Interaktion
dessen mit SCAP und damit den Schnitt der S1P [365].

Der SREBP/SCAP-Komplex befindet sich abhangig vom Cholesterin-Spiegel der Zelle entweder durch
eine hohe Cholesterinkonzentration auf das ER beschrénkt, oder durch einen Cholesterinmangel in
Vesikeln zwischen ER und Golgi-Apparat, welche dem Transport des Komplexes dienen. Im Fall eines
Cholesterinmangels wird SREBP durch SCAP zu dem Golgi-Apparat transportiert, um dort
proteolytisch geschnitten zu werden [75]. Dieser Transport findet durch die Bildung von Vesikeln statt.
Hierbei gruppieren sich der SCAP/SREBP-Komplex zusammen mit anderen Proteinen zu COPII (engl.
common coat protein I1)-beschichteten Vesikeln, welche sich vom ER abtrennen [295]. COPII Vesikel
sind Transportvesikel, die sich vom ER abtrennen, um den anterograden, intrazellularen Transport von
Lipiden und Proteinen zu ermdglichen [265]. Sie bestehen aus fiinf l6slichen zytoplasmatischen
Proteinen, welche sich in einer festen Reihenfolge an der Membran des ER anordnen [17]. Hieraus
entsteht ein innerer Mantel, bestehend aus Sec23-Sec24 Dimeren sowie Sarl und ein duRRerer Mantel
bestehend aus Sec31 und Secl3 [406]. Die Anordnung der Proteine wird durch die kleine
Guanintriphosphatase (GTPase) Sarl initiiert. Durch die Aufnahme von Guanintriphosphat (GTP) wird
diese an die Membran des ER angelagert. Dieser Schritt wird wiederum durch den Guanin Nukleotid
Austauschfaktor, Sec 12, Kkatalysiert [17]. Durch die GTP-Bindung von Sarl wird eine
Konformationsanderung ausgeldst, welche eine amphipathische-Helix des Proteins zum Vorschein
bringt, die sich flach in die ER Membran einfligt [264]. In seiner aktiven Form bindet Sarl an den
Sec23/Sec24 heterodimer Subkomplex und bildet damit den so genannten pre-budding Komplex. Dieser
Schritt wiederum rekrutiert den Sec13/Sec31 heterotetrameren Subkomplex zum Sec23/Sec24-Kern.
Diese drei Subkomplexe Sarl, Sec23/Sec24 und Secl13/Sec31 sind fir die Formation von COPII-
Vesikeln ausreichend [246]. Sec13/Sec31 wiederum fugt sich selbst zu einem polyedrischen Kaéfig,
welcher zur Krimmung der Membran und Abtrennung des Vesikels beitragt [405].

Die GTPase aktivierenden Proteine Sec23 und Sec31 tragen zur GTP-Hydrolyse innerhalb des fertigen
COPII-Mantels bei [444]. Diese Hydrolyse scheint essenziell fiir die definitive Abknospung des Vesikels
von der ER-Membran [27]. Nach der Bildung des Vesikels kommt es im Verlauf zum Auflosen der Hiille
des Transportvesikels und Wiederverwendung der Komponenten der COPII-Hulle [18].

SCAP enthélt eine Bindungsstelle fur COPII-Proteine, welche den SCAP/SERBP-Komplex in den

Vesikel gruppieren [411]. Rawson et al. konnten anhand von SRD-13A Zellen— Ovar-Zellen von
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chinesischen Hamstern, welche kein SCAP exprimieren, zeigen, dass SREBP nicht zum Golgi-Apparat
transportiert werden kann und somit die Cholesterinsynthese der Zellen auBer Kraft gesetzt wird. So ist
naheliegend, dass im Fall eines Cholesteriniiberschusses, der Transport des SCAP/SREBP-Komplexes
zum Golgi-Apparat verhindert wird [339]. Dies geschieht durch eine Konformationsanderung von
SCAP, durch welche dieses im ER gehalten wird [364].

Der Schnitt der S1P findet innerhalo der Schlaufe von SREBP, welche die beiden
Transmembrandomanen verbindet und in das Lumen des ER ragt, statt. Im Fall von SREBP-2 erfolgt
dieser Schnitt zwischen den Aminosduren Leucin und Serin der RSVLS-Sequenz. Fir die proteolytische
Aktivitat bendtigt die S1P einen basischen Rest in der P4 Position sowie Leucine in der P1 Position. Die
Reste der Positionen P2, P3, und P1° konnen hingegen beliebig substituiert werden, ohne die
proteolytische Aktivitat zu beeinflussen [89]. Nach dem Schnitt der S1P sind die SREBPs in zwei
Hélften geteilt, welche weiterhin membrangebunden sind. Die N-terminale Doméane wird hierbei als
Zwischenprodukt des SREBP bezeichnet [363].

AnschlieBend erfolgt der Schnitt der S2P (engl. site-2-protease). Dieser findet auf der N-terminalen Seite
der ersten Transmembrandomane in der Membran statt und setzt so die Transkriptionsfaktor-Doméne
frei. Im Fall von SREBP-2 erfolgt der Schnitt zwischen Leucine und Cystein der DRSRILLC -Sequenz.
Es wird vermutete, dass das zweite Arginin dieser Sequenz die Bindungsstelle zwischen der hydrophilen
N-terminalen Domane und dem hydrophoben Membran-durchspannenden Segment ist. Aus diesem
Grund erfolgt der Schnitt drei Reste hin zum C-terminalen Ende, innerhalb des Membran-
durchspannenden Segments. Beim Verlassen der Membran beinhaltet die N-terminale Domane drei
hydrophobe ILL-Reste am C-terminalen Ende [90]. Diese bilden den austauschbaren Teil der
DRSRILLC-Sequenz, da gezeigt werden konnte, dass alle vier einzeln mit Alanin substituiert werden
kdnnen, ohne den Schnitt der S2P zu beeinflussen. Die DRSR-Sequenz wird jedoch bendtigt um die
Erkennung der Schnittstelle durch die S2P zu gewahrleisten [90].

Nach erfolgtem Schnitt der SP2 wird ein 68kDa schweres nSREBP, welches einen Helix-Loop- Helix-
Leucin-Zipper und die ersten drei Membran-durchspannenden Aminoséuren enthalt, freigesetzt. Dieses
gelangt anschliefend in den Nukleus, um dort an SREs zu binden. Hier flhrt es zusétzlich iber die SREs
im Bereich der Promotorregionen von SREBP-Genen zur Synthese neuer SREBP-mRNS [369]. Der
nach dem zweiten Schnitt im Golgi-Apparat verbliebene Teil des SREBP wird degradiert [387]. SCAP
wiederum gelangt zuriick zum ER um ein weiteres SREBP-Molekil zu binden und zum Golgi-Apparat

zu begleiten [75].

Befindet sich eine Zelle im Zustand des Lipidiberflusses wird der Schnitt der SREBPs durch die S1P
eingestellt. Dieser Prozess wird durch die polytropische membrangebundene Domdne von SCAP
mediiert. Es wird vermutet, dass finf der acht membrandurchspannenden Doménen die SCAP Sterol-

sensitive Doménen beinhalten [294]. Durch Punktmutationen innerhalb dieser Domanen konnte gezeigt
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werden, dass die Sterol-Sensitivitat und damit der Feedback Mechanismus der Cholesterinbiosynthese
entfallt [293]. Des Weiteren wurde eine Homologie der Sterol-sensitiven Domane von SCAP mit einer
Sequenz innerhalb der membrangebundenen Doméne des Enzyms HMG-CoA-Reduktase gefunden
[171]. Diese membrangebundene Doméne des Enzyms soll in der Prasenz von Cholesterin ermdglichen,

dass das Enzym schnell degradiert wird [55].

In einer Studie von Adams et al. konnte gezeigt werden, dass Cholesterin und 25-Hydroxycholesterin
die Aktivierung von SREBPs auf unterschiedlichen Wegen inhibieren. Es wurde Methyl-B-cyclodextrin
fiir den Transport von Cholesterin in den Ovar-Zellen chinesischer Hamster verwendet. Nach Zelleintritt
sorgte Cholesterin fur eine Forménderung von SCAP, die ein neues Fragment des Proteins zum
Vorschein brachte. Durch diese Verdnderung wurde die Verbindung von SCAP und Insig mdglich.
Insigs sind Speicherproteine des ER und verhindern die Bewegung des SCAP/SREBP-Komplexes zum
Golgi-Apparat und damit die Prozessierung von SREBP zu seiner aktiven Form. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass 25-Hydroxycholesterin eine potentere Wirkung auf die Bindung zwischen SCAP
und Insig hat als Cholesterin. Dennoch kommt es durch 25-Hydroxycholesterin nicht zu einer
detektierbaren Forménderung von SCAP. Hieraus lasst sich schlieen, das Cholesterin auf direktem
Weg mit SCAP interagiert, um eine Bindung zwischen diesem und Insig zu erwirken. 25-
Hydroxycholesterin  hingegen erzielt seine Wirkung indirekt durch ein vermeintliches 25-

Hydroxycholesterin Sensorprotein [3].

Insigs regulieren die Lipidsynthese durch Inhibition des Transports von SREBPs aus dem ER zum
Golgi-Apparat, wo sie proteolytisch aktiviert werden [463]. Durch die Bindung des SCAP/SREBP-
Komplexes mit Insigs kann dieser nicht langer in die COPII-bedeckten Vesikel aufgenommen werden
[411], welche fir den Transport zum Golgi-Apparat entscheidend sind [97]. In einer Studie, in welcher
Zellen mit Uberexpression der SCAP Doméne, welche die transmembranen Helices eins bis sechs
enthalt, verwendet wurden, konnte eine Ubersittigung der endogen produzierten Insig-Proteine
festgestellt werden, da die Blockade des SCAP/SREBP-Komplexes zum Golgi-Apparat nicht langer
durch Sterole stattfinden konnte [462]. In einer in vitro Studie von Sun et al. konnte gezeigt werden, dass
in isolierten Membranen 25-Hydroxycholesterin die Sarl-abhdngige Bindung von Sec23/24 an SCAP
blockiert. Dieser Effekt ist abh&ngig von Insig. Genauer gesagt ist fur die Bindung von Sec23/24 an
SCAP eine Hexapeptidsequenz, MELADL, in der zytoplasmatischen Schlaufe zwischen der sechsten
und siebten Transmembranhelix von SCAP notwendig. Der genaue Mechanismus, mit welchem Insigs
die Blockade der Sec 23/24-SCAP-Bindung ermdglichen, ist noch nicht bekannt [411]. In friheren
Studien konnte gezeigt werden, dass Cholesterin direkt an SCAP bindet [336], seine Konformation
andert und damit die Bindung von SCAP an Insigs ermdglicht [3].

Die sechste Schlaufe interagiert jedoch nicht direkt mit Insig, da gekiirztes SCAP, welches keine sechste

Schlaufe mehr besitzt, weiterhin Sterol-induziert an Insig bindet. Es ware jedoch mdglich, dass das
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gebundene Insig die sechste Schlaufe verschlie3t, womit sie Sec23/24 nicht l&nger zur Verfligung steht
[411].

2.4.1 Uberblick HMG-CoA-Reduktase

Die HMG-CoA-Reduktase ist das geschwindigkeitshestimmende Enzym der Cholesterinbiosynthese
und bildet einen entscheidenden Ansatzpunkt fir die Beschleunigung und Hemmung dieser [40,131].

Die HMG-CoA-Reduktase kommt sowohl in Eu- als auch Prokaryoten vor. Durch polygenetische
Analysen wurden zwei Klassen des Enzyms definiert: Klasse I, welche in Eukaryoten und einigen
Archaea vorkommt und Klasse II, die in Eubakterien und Archaea gefunden werden. Abh&ngig vom
Organismus wird sie durch ein Multimer einer Spezies-spezifischen Anzahl von identischen
Monomeren gebildet [119]. Die kristalline Struktur konnte bisher von der humanen [180], als auch der
Pseudomonas mevalonii HMG-CoA-Reduktase erforscht werden [213]. Das Enzym besteht aus einer
einzelnen Polypeptidkette mit zwei zusammenhdngenden Doménen. Der ldslichen C-terminalen
Doméne, bestehend aus 548 Aminosduren, die das katalytische Zentrum enthdlt und einer
membrangebundenen Domaéne, bestehend aus 339 Aminosauren, durch welche die Reduktase in der
Membran verankert ist [129]. Diese N-terminale Doméane besteht aus acht transmembranen Domanen,
die durch kurze hydrophile Schlaufen voneinander getrennt sind [356]. Anhand transfizierter Ovarzellen
chinesischer Hamster, welche die Membrandomane der HMG-CoA-Reduktase nicht kodieren, konnte
gezeigt werden, dass das gekurzte l6sliche Enzym ein Flnftel so schnell degradiert wurde, im Vergleich
mit dem vollstandigen Enzym. Dies lasst darauf schlielen, dass die N-terminale Domane der HMG-
CoA-Reduktase eine entscheidende Rolle in der schnellen Degradation des Enzyms spielt [129].

In eukaryotischen Zellen ist die HMG-CoA-Reduktase im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und
katalysieret die folgende Reaktion der Cholesterinbiosynthese [119]:

(S)-HMG-CoA + 2 NADPH + 2 H* — (R)-mevalonate + 2 NADP* + CoA-SH.

Die Regulation des Enzyms findet sowohl transkriptionell, translational, als auch post-translational statt
[131]. Um die transkriptionelle Regulation der Cholesterin-homdostase tiber die HMG-CoA-Reduktase
zu untersuchen, verbanden Osborne et al. das 5‘-Ende des Reduktase Gens von Hamstern mit der
kodierenden Region fiir die Chloramphenicol Acetyltransferase (CAT) [302]. Es zeigte sich, dass aus
diesem Gen hohe Aktivitatslevel von CAT in L Zellen von Mausen gemessen werden konnten. Sterole
fiihrten zu einer Suppression dieser Expression von 70% bis zu 90%. Wurden Deletionen innerhalb der
Genabschnitte, die fur die Forderung oder Inhibition der Expression verantwortlich sind, vorgenommen,
fiihrte dies zu einer Reduktion der CAT Expression in vivo, als auch der CAT mRNS in vitro. Es ist
davon auszugehen, dass die Promotor- und Inhibitionsabschnitte der Transkription eng assoziiert sind,
da jeder Reduktase-CAT Plasmid, der transkriptionelle Aktivitat zeigte, ebenfalls durch Sterole zu

inhibieren war [301]. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir die Transkription der LDL-Rezeptoren
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Genprodukte dargestellt werden. Diese werden ebenfalls durch die An- oder Abwesenheit von Sterolen
reguliert. Die Verbindung der 5° flanierenden DNS der LDH-Rezeptor-Gene zeigte auch hier mit der
kodierenden Region bakterieller CAT eine suffiziente Expression, als auch eine negative Feedback-
Regulation durch die An- oder Abwesenheit von Sterolen [410]. Durch das Prinzip der substituierten
Mutagenese konnten schlielich die Promotor Elemente fir die basale Expression sowie die Sterol-
abhangige Reduktion der Transkription der HMG-CoA-Reduktase-Gene identifiziert werden. Es zeigte
sich, dass diese Sequenz ein Octanukleotid enthalt, welches ein 7/8-Basenpaar enthélt, das ebenfalls in
der regulatorischen Sequenz des LDH-Rezeptor-Promotors und anderen Sterol-abhéngigen Genen
gefunden wurde. Hieraus lasst sich schlieBen, dass dieses Octanukleotid, GTGGCGGTG, die
Bindungsstelle fur Sterol-abhangige Proteine darstellt, die die Transkription unterdriicken [303]. Auch
fir die HMG-CoA-Reduktase-Synthase war es moglich Sequenzen der 5° flankierenden Region der
Gene von Hamstern, die fur die Sterol-abhangige Transkription verantwortlich sind zu identifizieren.
Punktmutationen innerhalb dieser Gen-Sequenzen verhinderten die nattirlich erhthte Expression als
Reaktion auf Sterol-Mangel in Zellen [395]. Die basale Transkriptionsrate, welche auch in Anwesenheit
von Sterolen stattfindet, wurde durch die Mutationen jedoch nicht beeinflusst. Auch hier waren die 7/8
Basenpaaren, welche zuvor in den Genen der HMG-CoA-Reduktase und des LDL-Rezeptors als Sterol
regulierende Sequenz deklariert wurden zu finden [395].

Innerhalb der Sterol-regulierenden Sequenz (SRE-1) des Promotors der HMG-CoA-Reduktase konnten
wiederum zwei Doménen identifiziert werden, welche besonders entscheidend fiir die Sterol Regulation
sind. Da diese Doménen durch drei nicht essentielle Basen voneinander getrennt werden, ist es méglich,
dass die Sterol abhangige Regulation der HMG-CoA-Reduktase Gentranskription zusatzliche oder
andere Faktoren als die Sterol-Regulation des LDH-Rezeptors und der HMG-CoA-Reduktase bendtigt
[304].

Neben der Beeinflussung der Transkription ist die Regulation der HMG-CoA-Reduktase auch lber die
Translation méglich [54]. So konnte gezeigt werden, dass Cholesterinsubstitution von Mausen zu einer
signifikanten Reduktion der HMG-CoA-Reduktase lber eine Reduktion der translationalen Effizienz
der Reduktase mRNS fuhrt. Diese Reduktion war mit Polymikrosomen assoziiert und lasst somit

vermuten, dass eine Cholesterinsubstitution die Initiation der Protein Synthese herabreguliert [54].

Posttranskriptionell erfolgt die Regulation der HMG-CoA Reduktase Uber die Degradation dieser,
welche durch die Anwesenheit von Sterolen beschleunigt wird. Die Sterol-sensitive Domane des
Enzyms bindet unter dem Einfluss von Sterolen an das ER-Protein Insig-1. Dieser Prozess wird durch
eine Uberexpression SCAP inhibiert, wodurch sich vermuten lasst, dass sowohl die HMG-CoA-
Reduktase als auch SCAP an dieselbe Stelle des Insig-1 binden [384].
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2.5 Fragestellung der Arbeit

AD ist die haufigste Form der Demenz und fir ca. 60%-80% der Demenzerkrankungen verantwortlich
(2020 Alzheimer’s disease facts and figures). Durch den Pflegeaufwand, den die Erkrankung
insbesondere in spateren Stadien mit sich bringt, entstehen relevante Kosten fur das Gesundheitssystem
[261]. Dennoch fehlt es an Behandlungsmaglichkeiten, die tber die symptomatische Therapie der
Erkrankung hinausgehen. Die Entwicklung wirkungsvoller therapeutischer Strategien zur Behandlung
der AD ist notwendig, um die Krankheitsbelastung fiir Gesundheitssysteme und Patienten zu reduzieren.

Die Neuropathogenese der AD ist vorwiegend charakterisiert durch das abnorme Tau-Protein, welches
durch Hyperphosphorylierung intrazellulire NFTs bildet sowie das Ap-Protein, welches den
Hauptbestandteil extrazelluldrer neuritischer Plaques bildet. Durch diese Prozesse hervorgerufene
Entziindungsreaktionen, aber auch oxidativer Stress tragen zum Fortschreiten der Erkrankung bei.
Durch eine Reduktion der AP-Plaques zeigen sich Klinische Symptome ricklaufig [133].
AP entsteht durch sequenzielle Spaltung des APP im Rahmen der amyloidogenen Prozessierung. Hierbei
erfolgt zunéchst ein Schnitt der B-Sekretase, wodurch B-CTF und sAPPJ entstehen [135]. B-CTF wird
im Anschluss durch den y-Sekretasekomplex geschnitten, wodurch heterogene AB-Peptide und AICDs
entstehen [123,328].

Neben Ap-Peptiden und hyperphosphoryliertem Tau wurden durch Alois Alzheimer auch
Lipidgranulome und Fett-Einschliisse im Hirngewebe als charakteristische Bestandteile der Pathogenese
von AD beschrieben [108]. Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen der Alzheimer Pathogenese
und Lipiden. So wurden veranderte Lipid-Zusammensetzungen im Hirngewebe von AD-Patienten
nachgewiesen. Die APP-Prozessierung steht zudem unter dem Einfluss der umgebenden Lipide. So
wirken unter anderem Cholesterin, Sphingolipide, Plasmalogene und mehrfach ungeséttigte Fette auf
die Atiologie, Pathogenese aber auch Pravention der Alzheimer Erkrankung [161]. Grimm et al. zeigten
beispielweise eine Steigerung der amyloidogenen Prozessierung und Reduktion der nicht-
amyloidogenen Prozessierung durch trans-Fettsduren im Vergleich zu cis-Fettsduren [140]. Die
mehrfach ungeséttigte Fettsdure DHA lenkt die amyloidogene Prozessierung von APP in Richtung der
nicht-amyloidogenen Prozessierung und fiihrt somit zu einer reduzierten Freisetzung von AP [138]. Die
a-Sekretase-Aktivitat wird durch kurze und ungeséttigte Fettsdauren gesteigert was wiederum eine
positive Beeinflussung der Alzheimer Erkrankung zur Folge haben kann [141]. Da APP als auch die an
der amyloidogenen Prozessierung beteiligten Sekretasen Transmembranproteine sind und die
proteolytischen Schnitte somit im hydrophoben Teil der Lipid-Doppelmembran stattfinden, wird der
Einfluss von Lipiden auf diesen Prozess unter anderem auf die Zusammensetzung der Lipidmembran
zuriickgefiihrt. So ist der Schnittpunkt der y-Sekretase und somit die Lange des AB-Peptids von der
Fluiditat der Membran abhéngig [447].

Cholesterin ist ein essenzieller Bestandteil der Lipid-Doppelmembranen von Séugetieren. Durch seine

30



Struktur wird abhdngig von der Menge des enthaltenen Cholesterins die Fluiditdt der Membran
beeinflusst. Cholesterin bildet zudem einen Bestandteil von Mikrodomanen (engl. Lipid rafts) bestehend
aus einer speziellen Protein- und Lipidzusammensetzung. Diese kommen in der Plasmamembran, dem
Golgi-Apparat und der Membran von Endosomen vor. Innerhalb dieser Lipid rafts finden sich bevorzugt
bestimmte Transmembranproteine, so auch APP und die Sekretasen der amyloidogenen Prozessierung
[64,175].

Durch seine antioxidativen, antiinflammatorischen und cholesterin-senkenden Eigenschaften ist das
lipophile Vitamin E von wissenschaftlicher Relevanz hinsichtlich AD. Da a-TP die dominante Vitamin
E Form im humanen Blut und Gewebe darstellt [289], war es im Vergleich zu anderen Vitamin E-
Derivaten zunachst starker im Fokus der Forschung. Auf welche Weise die Supplementation von a-TP
die amyloidogene Prozessierung beeinflusst, ist zu diesem Zeitpunkt noch unbekannt und bedarf
weiterer Untersuchungen. Insbesondere die Auswirkungen auf den AfB- Spiegel, Proteinlevel und die
Expression amyloidogener Sekretasen, aber auch der Einfluss auf den AB-Katabolismus sollte analysiert
werden.

Eine weitere Untergruppe der E Vitamine bilden die TT, welche drei Doppelbindungen enthalten und
sich so strukturell aber auch in ihren Eigenschaften von den TP unterscheiden. So beeinflussen sie die
Biosynthese von Isoprenoiden wund zeigen hieriiber vermutlich Auswirkungen auf die
prenylierungsabhangige Pathogenese von AD [222]. Die Auswirkung dieses bisher weniger erforschten
Vitamin E Derivats auf die amyloidogene Prozessierung ist ebenfalls unbekannt und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Wie bereits erldutert, spielt Cholesterin eine entscheidende Rolle im Rahmen der amyloidogenen
Prozessierung und ein niedriger Cholesterin-Spiegel ist demzufolge in Bezug auf AD anzustreben.
Neben antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften konnte den Vitamin E-Derivaten
mehrfach ein Cholesterin-senkender Effekt nachgewiesen werden [380]. Im Hinblick auf ein mégliches
protektives oder therapeutisches Potenzial von o-TP und a-TT ist ein Vergleich der Effekte der beiden
Substanzen auf die amyloidogene Prozessierung, als auch die Cholesterin-Senkung, zur Identifikation

des zur Substitution geeigneteren Derivats entscheidend.

Zudem wurde der Einfluss von Vitamin D-Derivaten und Koffein sowie anderen Methylxanthinen auf

die amyloidogene Prozessierung und Ap-Degeneration im Rahmen von Kooperationen analysiert.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tabelle 1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

AB (1-40)-Peptid

Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

AB (1-42)-Peptid

Prof. Dr. Penke Botond (Szeged, Ungarn)

Acetonitrile VWR

Bicinchoninsaure Sigma Aldrich
Bromphenolblau Roth

BSA Roth

CaCl2x 2H20 Merck Millipore Millipore
Complete Protease Inhibitor Cocktail ohne EDTA Roche

CuS04x 5H20 Roth

DMEM Sigma Aldrich, Thermo Sientific
DMSO Roth

ECL-Hyperfilm Amersham

ECL-L&sung (Western Lightning Plus ECL) Perkin Elmer

EDTA Roth

Entwicklerlésung GBX Kodak

Ethanol HPLC grade Sigma Aldrich

Fast SYBR Green Master Mix

Life Technologies

FCS PAN Biotech
Fixiererlésung Kodak

Glycerin Roth

Glycin Roth

GM6001 Merck Millipore

HCL, rauchend

Merck Millipore

Hepes

Sigma Aldrich

Hygromycin B

PAN Biotech
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Chemikalie Hersteller
Insulin Sigma Aldrich
Isopropanol, HPLC grade VWR

KCL Merck Millipore
KH2PO4 x 3H20 Merck Millipore
L-Glutamin Sigma Aldrich

Lipofectamine 2000

Life Technologies

MEM Aminosaure-Ldsung Sigma Aldrich
Methanol-HPLC grade VWR

MgCl2 Roth
Milchpulver, blotting grade Roth
Na2HPO4 x 2H20 Roth

NaCl AppliChem
NaOH Roth
Natrium-Desoxycholat Sigma Aldrich
Natriumhydroxid Roth
Natriumpyruvat Sigma Aldrich

NEM Santa Cruz Biotechnology
NP-40 Substitute Fluka
Opti-MEM Life Technologies
Penicillin/Streptomycin-L&sung Sigma Aldrich
ProteingréfRenmarker Page Ruler Promega
Protein-G-Sepharose Sigma Aldrich
SDS Sigma Aldrich
Tocopherol Sigma Aldrich
Tocotrienol Sigma Aldrich
Tricin Biomol

Tris Sigma Aldrich
Triton X-100 Merck Millipore
Trizma Base Sigma Aldrich
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Chemikalie

Hersteller

TRIzol Reagenz

Life Technologies

Trypsin/EDTA-L&sung

Sigma Aldrich

Wasser, HPLC grade

VWR

Zeocin

Life Technologies

ZnCl2

Sigma Aldrich

B-Sekretase-Inhibitor 11

Merck Millipore

[-Secretase-Substrat 1V

Merck Millipore

y-Sekretase-Inhibitor X

Merck Millipore

y-Sekretase-Substrat

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien

Merck Millipore

Verbrauchsmaterial Hersteller
10cm-Schalen fir Zellkultur Sarstedt
12-Wellplatte fur Zellkultur Falcon
24-Wellplatte fur Zellkultur Falcon
6-Wellplatte fur Zellkultur Falcon
96-DeepWellplatte Nunc

96-Wellplatte fir RT-PCR, 6x16, weil3

Thermo Scientific

96-Wellplatte fur Zellkultur Falcon
96-Wellplatte MaxiSorp, schwarz VWR
96-Wellsammelplatte Nunc
ECL-Hyperfilm Amersham
Einfrierréhrchen 1,8ml Nunc
Falconréhrchen, 15ml Sarstedt
Falconréhrchen, 50ml Sarstedt
Filterpapier Whatman
Fotokopierfolien TypeC DinA4 Xerox
Glasflaschen, 2ml NeoLab
Glaskiigelchen fur Minilys-Homogenisator, 0,5mm Peglab
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Verbrauchsmaterial Hersteller

Glaspipetten NeoLab
Glasrohrchen fir Arbeit mit Lipiden Wheaton
Gummischaber Hartenstein/Selbst konstruiert

Kaniile 23G x 1¢¢, 0,6mm x 25mm Becton, Dickinson and Company

Keramikkugelchen fur Minilys-Homogenisator, 1,4Amm Peglab
Maushirn (Wildtyp) fur post-nukledren Fraktionen AG Bals
Nitrozellulosemembran 0,2 pum Porengrofle Whatman
Nitrozellulosemembran, 0,45um Porengrof3e Whatman
Pasteurpipetten VWR
PTFE Filterplatten Bedford
Reaktionsgefa3, 1,5ml Eppendorf
Reaktionsgefal3, 2ml Eppendorf
ReaktionsgefaR, 1,5ml, Schwarz Eppendorf
Silikonmatte Nunc

Tris-Tricin-Gele, 10-20%, 10 oder 12 Bahnen

Anamed Gelelektrophorese

Ultrazentrifugenrdhrchen

Beckman Coulter

Verschlussfolie fuir 96-Well-Platten

Peglab

Verschlussfolie fiir RT-PCR-Platten

Thermo Scientific
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3.1.2 Geréte
Tabelle 3 Geréte

Geréte/Zubehor Hersteller
Agilent 1200 Series Kapillar HPLC System Santa Clara
Analysenwaage ABS 80-4 Kern
8-Kanal-Pipette, elektronisch Nunc
Brutschrank 37°C Heraeus
Einfrierbox Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
Einkanal-Multipette M4 Eppendorf
Fluorometer Safire2 Tecan
Fluorometer/Luminometer Infinite M1000 Pro Tecan
Gefrierschrank -20°C Premium Liebherr

Gefrierschrank -80°C Hera Freeze

Thermo Electron

Gelkammer Novex Mini-Cell

Life Technologies

Hamilton-Kapillare

Hamilton

Heizblock Thermoschiittler

Universal Labortechnik

Inkubationsschiittler New Brunswick Innova 44

Eppendorf

Inkubator HeraCell 150

Heraeus

Kihlzentrifuge Fresco 21

Thermo scientific

Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS100

Nikon

Magnet-Heizrithrer MR2002

Heidolph Instruments

Massenspektrometer 4000 QTRAP AB Sciex
Microplate Reader LAB4you
Mikrowelle Continent
Minilys Homogenisator Peglab

NanoDrop 8000 UV-Vis-Spektrophotometer

Thermo Scientific (Eigentum von AG Bals)

PCR-Cycler PRIMUS 25 ADVANCED

Peglab

pH-Meter 766

Calimatic Knick

PikoReal PCR System

Thermo Scientific

Pipetboy Comfort

INTEGRA Biosciences AG

Prézisionswaage EW

Kern
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Geréate/Zubehor

Hersteller

Rotor TLA-55

Beckmann Coulter

Scanner CanoScan LiDE 50

Canon

Software Image Gauge V3.45

Fuji Science Lab

Software Piko Real 2.1

Thermo Scientific

Software SPSS Statistics 22

IBM Corporation

Sterilbank HeraSafe Heraeus
Stickstoff-Abdampfvorrichtung VLH
Stickstofftank -196°C GT 140 Air Liquide
TransBlot Gel-Halter mit Schwammen BioRad
Transferkammer TransBlot Cell BioRad

Uberkopftaumler Reax2

Heidolph Instruments

Ultrazentrifuge Optima LE-80K

Beckman Coulter

Wasserbad

GFL

Wheaton-Schiittler Multi Reax

Heidolph Instruments

Wippschdttler SkyLine Shaker S-4 ELMI
Zentrifuge 5415D Eppendorf
Zentrifuge Fresco21 Heraeus
Zentrifuge Labfuge GL Heraeus Heraeus
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3.1.3  Zelllinien
Tabelle 4 Zelllinien und Medien

Bezeichnung Beschreibung/ Antibiotika-Resistenz Herkunft Medium
N2a murine Wildtyp-Neuroblastom- Zellen DMEM
0,imM MEM
10% FCS
1% Pen/Strep
2mM L-Glutamin
1mM Natrium-Pyruvat
N2a-IDE-KD murine Neuroblastom-Zellen mit stabiler Hergestellt von Dr. DMEM
IDE sh-RNS-Expression/ Janine Mett
Hygromycin B-resistent 0.1mM MEM
10% FCS
1% Pen/Strep
2mM L-Glutamin
1mM Natrium-Pyruvat
400pg/ml Hygromycin B
N2a WT Vergleichszellen fir N2a-1DE-KD/ Hergestellt von Dr. DMEM
(mock) Hygromycin B-resistent Janine Mett 0.1mM MEM
10% FCS
1% Pen/Strep
2mM L-Glutamin
1mM Natrium-Pyruvat
400pg/ml Hygromycin B
SH-SY5Y-WT  humane Neuroblastom-Zellen DMEM
0,imM MEM
10% FCS
SH-SY5Y-APP  humane Neuroblastom- Zellen mit stabiler ~ Hergestellt von Dr. Heike DMEM
APPgos Expression/ Grimm
Hygromycin B-resistent 0,1mM MEM
10% FCS
400pg/ml Hygromycin B
SH-SY5Y-B- humane Neuroblastom-Zellen mit stabiler Hergestellt von Christoph DMEM
CTF Expression der letzten 99 C-terminalen Stahlmann
Aminosduren von humanem APPsgs/ 0.1mM MEM
Zeocin-resistent, Hygromycin B-resistent 10% FCS

400pg/ml Hygromycin B

38



3.1.4 Antikorper
Tabelle 5 Antikdrper

Bezeichnung Antigen Epitop/Klonalitat Verwendung/Konjugation Hersteller/Quelle

W02 AB 5-10 Aminosduren der Ap- AB-Gesamt- AG Hartmann/
Sequenz von humanem APP/  Immunprézipitation, AB-, Multhaup/
monoklonal APP- und sAPPa-Western Beyreuter

Blots (Heidelberg)

Mbs492139 sAPP freies C-terminales Ende von ~ sAPPpB-Western Blot MyBioSource
SAPPp/
polyklonal

PC529 BACE1 BACE1/ BACE1-Western Blot Merck Millipore
polyklonal

sc7860 Presenilin 1 Aminoséduren 1-70 des N- Presenilin 1-Western Blot Santa Cruz
Terminus von humanem Biotechnology
Presenilin 1/
polyklonal

P0260 Maus IgG leichte Ketten von murinem Sekundérantikdrper fur DAKO
1gG/ Western Blot/
polyklonal HRP konjungiert

W4011 Kaninchen IgG  schwere und leichte Ketten Sekundarantikorper fiir Promega
von Kaninchen IgG/ Western Blot/
polyklonal HRP konjungiert

3.15 Kits
Tabelle 6 Kits
Bezeichnung Verwendung Hersteller
Amplex Red Cholesterol Assay Kit Bestimmung der Invitrogen

Cytotoxicity Detection KitPLUS

High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit

Cholesterinkonzentration in Zellen

Bestimmung der Zytotoxizitat durch
LDH-Messung

Synthese von cDNS

Roche Diagnostics

Life Technologies
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3.2 Methoden
3.2.1  Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Kultivierung von Zellen

(nach Geraghty et al., 2014)

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
in Kulturschalen der Grolze 100x20mm (Tabelle 2), in 10ml Kulturmedium kultiviert. Alle Tatigkeiten
zur Kultivierung wurden an einer biologischen Sicherheitswerkbank der Klasse Il unter sterilen
Bedingungen absolviert. Bei einer Konfluenz von 90-100% wurden die Zellen zundchst mit 5ml 1x PBS
gewaschen und anschlieBend 2 bis 3 Minuten (min) mit 1,5ml Trypsin/EDTA-L6sung (Tabelle 1)
inkubiert. Hierdurch 16sten sich einige Zellen vom Kulturschalenboden, die dann mit 8,5ml frischem
Medium volistandig abgeldst wurden. Von der Zellsuspension wurden in Abhangigkeit von der
Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie 0,5ml, 1ml oder 3ml in neue Kulturschalen verteilt
und mit frischem Medium auf 10ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Je nach darauffolgender Methode
wurden die Zellen auf 6-, 24- oder 96-Wellplatten ausgesat oder direkt von den 100x20mm-Schalen

ausgehend verwendet.

10x PBS:
1,37M NaCl
27TmM KCI
127,15mM Na:HPO4 x 2H20
17,6mM KH2PO4
pH 7,5
1x PBS:

10x PBS 1:10 mit destilliertem
H20 verdiinnen

3.2.1.2 Langzeitlagerung und Rekultivierung von Zellen

(nach Geraghty et al., 2014)

Um Zellen zu kryokonservieren, wurden diese bei einer erreichten Konfluenz von 60-80% zunéchst mit
5ml PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 1,5ml Trypsin/EDTA-LOsung vom
Zellkulturschalenboden abgeltst und mit 4,5ml Kulturmedium verdiinnt und vollstandig von der

Kulturschale geltst. Die 5ml Zellsuspension wurden in ein 15ml Falconréhrchen (Tabelle 2) tberfiihrt
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und 5min bei 355 x g zentrifugiert. Nach Abnehmen das Uberstandes erfolgte die Zugabe von 1,5ml
Einfrierlésung A auf das verbleibende Zellpellet und die Resuspension darin. Danach wurden nochmals
1,5ml der Einfrierlésung B hinzugegeben. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit 1,5ml in zwei
Kryogefale aliquotiert. Um die Zellsuspensionen kontinuierlich 1°C /min abzukihlen wurden diese
zunachst Uber 48Std in Einfrierboxen (Tabelle 3) mit Isopropanol (Tabelle 1) bei -80°C und schlieflich
in flissigem Stickstoff (Tabelle 3) gelagert.

Um Zellen zu rekultivieren, wurden die Gefrierkulturen bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, in ein 15ml
Falcon Uberfahrt und mit 8,5ml warmen Kulturmedium versetzt. Nach einer Zentrifugation fiir 5min
bei 355 x g wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 10ml warmen Kulturmedium

resuspendiert und anschlieend in eine 100x20mm-Zellkulturschale Uberfihrt.

Einfrierlosung A: Einfrierlosung B:
30% (viv) FCS 30% (v/iv) FCS

0,
i DMEM 20% (v/v) DMSO

in DMEM

3.2.1.3 Inkubation von Zellen mit a-TP und o-TT

(nach Grimm et al., 2015)

Abhéangig vom darauffolgenden Experiment erfolgte die Inkubation von SH-SY5Y-APP oder -WT
Zellen (Tabelle 4) mit o-TP und o-TT auf 100x20mm-Kulturschalen, 6-, 24-, oder 96-Wellpatten.
Hierfir wurden stets konfluente Zellen verwendet. Vor der Inkubation mit den Vitamin E-Derivaten
erfolgte eine 12Std Vorinkubation mit einem Kulturmedium welches einen 0,1%igen Anteil an fétalem
Kélberserum (engl. fetal calf serum, FCS) (Tabelle 1) enthielt. Fir die Inkubation mit a-TP und o-TT
wurden die aliquotierten Stocks dieser sowie 0,1% FCS enthaltendes Inkubationsmedium auf 37°C
erwiarmt. Es wurde mit einer Konzentration von jeweils 10uM o-TP, o-TT inkubiert. Um diese
Konzentration zu erreichen, wurden die Substanzen, welche in einer Konzentration von 10mM gelost
und aliquotiert waren 1:1000 im Kulturmedium verdiinnt. Um den Einfluss von Ethanol (EtOH) (Tabelle
1) zu uberprifen wurde dieses in entsprechender Konzentration auf die Kontroll-Zellen gegeben. Die

Zellen wurden zunéchst fir 8Std inkubiert und anschlieRend erneut fiir 16Std.
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3.2.1.4 Inkubation von Zellen mit S- und y-Sekretase-Inhibitoren

(nach Robinson et al., 2014), (Inkubation mit B-Sekretase-Inhibitor nach Dissertation Janine Mett,
Universitat des Saarlandes, 2017)

Um die Aktivitdt der - oder y-Sekretase, wie in 3.2.3.9 beschrieben, zu messen wurden die Zellen
zunachst auf 96-Wellplatten (Tabelle 2) ausgesét und anschlieBend wie in 3.2.2.3. mit o-TP und o-TT
in einer jeweiligen Konzentration von 10uM sowie entsprechender EtOH-Konzentration als Kontrolle
inkubiert. 3Std. vor Abschluss der zweiten Inkubation mit TP und TT erfolgte die Vorinkubation mit
einem Sekretase-Inhibitor (Tabelle 1). Hierflir wurden 0,5ul des jeweiligen Inhibitors in vier Wells
gegeben sowie die entsprechende Menge Dimethylsulfoxid (DMSQO) (Tabelle 1) als Kontrolle in alle
weiteren Wells pipettiert.

Sekretase: Inhibitor:

B-Sekretase B-Sekretase-Inhibitor 11
(Stock 5mM in DMSO)

y-Sekretase v-Sekretase-Inhibitor X
(Stock ImM in DMSO)

3.2.1.5 Langzeitinkubation von Zellen zur Bestimmung der Cholesterinkonzentration

(Neu Etabliert im Rahmen dieser Arbeit)

Fir die Methode der Bestimmung der Cholesterinkonzentration von Gesamt- und freiem Cholesterin
mittels Amplex Red Cholesterin Assay Kit (Tabelle 6) wurden SH-SY5Y WT Zellen Uber insgesamt
flinf Tage inkubiert. Die Inkubation erfolgte analog zu den Standardinkubationsbedingungen (3.2.1.3),
mit dem Unterschied, dass anstatt nach 6Std alle 24Std frisches Inkubationsmedium auf die Zellen
gegeben wurde. Zudem wurden innerhalb der letzten 48Std der Langzeitinkubation 1% FCS haltigem

Kulturmedium anstelle von 0,1% FCS haltigem Kulturmedium verwendet.

3.2.1.6  Bestimmung der Zytotoxizitat durch LDH-Messung

(nach Herstellerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Version Mai 2012)

Vor der Verwendung additiver Substanzen fur experimentelle Versuche wurde zun&chst die
Zytotoxizitat dieser nach einer Inkubation, wie in 3.2.1.3 beschrieben, bestimmt.
Hierfur wurde die Methode der Zytotoxizitatsbestimmung durch Messung der Laktatdehydrogenase-
Enzymaktivitat verwendet.

Die Laktatdehydrogenase ist ein zentrales Enzym des Zellstoffwechsels und in fast jedem Gewebe der
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meisten Lebewesen zu finden. Sie katalysiert die reversible Reduktion von Laktat zu Pyruvat mit Hilfe
des Kofaktors Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*) unter der Entstehung von NADH/H*. Die
Laktatdehydrogenase liegt physiologischer Weise im Zytosol der Zelle vor und wird bei Schadigung der
Zellmembran in den Extrazellularraum freigesetzt. Somit kdnnen pathologisch erhéhte extrazelluldre
LDH-Werte zur Quantifizierung der Zellviabilitat genutzt werden, da sich die Menge der geschadigten
Zellen direkt proportional zur extrazelluldren Laktatdehydrogenase-Enzymaktivitét verhalt.

Um die Enzymaktivitat zu messen, wurde das Cytotoxicity Detection Kit von Roche (Tabelle 6)
verwendet und nach Angaben des Herstellers gebraucht. Hierdurch werden nach der ersten Reaktion der
Laktatdehydrogenase in einem zweiten Schritt die entstandenen H/H* von NADH/H* durch einen
Katalysator an das gelbe Tetrazonium Salz lodonitrotetrazolium (INT) transferiert, welches somit zu
rotem Formazan reduziert wird. Mit der darauffolgenden Messung der Formazan Absorption kann eine
guantitative Aussage Uber die Zellviabilitdt bzw. Zytotoxizitdt getroffen werden, wobei 100%
Zellviabilitat 0% Zytotoxizitat entsprechen.

Fir die Anwendung des Cytotoxicity Detection Kits wurde das Kulturmedium von den inkubierten
Zellen abgenommen und in Eppendorf Reaktionsgefale (Tabelle 2) tberfuhrt. AnschlieRend erfolgte
die Aufbereitung des Mediums, wie in 3.2.3.1 beschrieben. Fir die Herstellung einer Positivkontrolle
wurde ein Well zundchst 15min mit 1% (v/v) Triton X100 (Tabelle 1) inkubiert, um die Zellen
abzuttten. Mit dem Medium der Positivkontrolle wurde ebenfalls wie in 3.2.3.1. beschrieben verfahren.
Durch die Verdiinnung der Positivkontrolle mit unbehandeltem Inkubationsmedium wurde eine
Standardreihe erstellt. In eine 96-Well Platte wurden anschlieend 50ul Inkubationsmedium je Well
vorgelegt, zu welchen 50ul der Proben oder der Standardreihe hinzugefugt wurden. Danach erfolgte
eine 15-mindtige Inkubation mit 100ul Reaction Mixture (Tabelle 1) je Well. Nach abstoppen der
Reaktion mit 50ul Stop-Solution je Well wurde die 96-Wellplatte in einem ELISA Reader (Tabelle 3)

bei einer Absorption von 491nm gemessen.

Reaction Mixture

(fir 100 Messungen):

250pl Catalyst

11,25ml Dye Solution
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3.2.2  Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 RNS-Isolation aus Zellen mit Trizol

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

Die Isolation von RNS aus Zellen erfolgte durch die Single-Step-Methode. Die Zellen wurden hierfiir
auf 6-Wellplatten ausgesat und inkubiert (3.2.1.3). Anschliefend wurde das Medium von den
Kulturschalen abgenommen und 1000ul Trizol (Tabelle 1) auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurde
dann mit einem Gummispatel abgeschabt und in ein ReaktionsgefaR tiberfuhrt. Nach der Zugabe von
200ul Chloroform wurden die Proben in einem Schiittler fir 15 Sekunden homogenisiert und
anschlielend fur 3min. bei RT inkubiert. Durch die darauffolgende Zentrifugation fir 15min bei 12000
x rpm und 4°C kommt es zur Bildung von drei Phasen. Einer oberen RNS-Phase, einer mittleren Protein-
Phase und einer unteren DNS-Phase. Nach der Uberfiihrung der RNS-Phase in ein neues Reaktionsgefal
wurden 500ul Isopropanol hinzugefiigt und die Proben fir 10min bei RT inkubiert, wodurch die RNS
ausfallt. Nach 10-miniitiger Zentrifugation wurde der entstandene Uberstand abgenommen und das
Pellet mit 1ml 75%igem Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation fiir 5min bei 12000 x
rom und 4°C wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet fir 2min lufttrocknen gelassen.
AbschlieBend wurde das Pellet in 100ul Nuklease-freien H,O aufgenommen und fiir 20min bei 55°C
erhitzt, um die RNS zu lésen.

3.2.2.2 Photometrische Bestimmung von Konzentration und Reinheit der RNS

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNS erfolgte mit einem NanoDrop-Spektrometer
(Tabelle 3) durch photometrische Messung im Bereich der maximalen Extinktion von RNS und
Proteinen. Hierbei wurde fiir die Bestimmung der Konzentration die Absorption bei 260nm und zur
Bestimmung der Reinheit der verwendeten RNA eine Absorption von 280nm gemessen. Als MaR flr

die Reinheit der Proben wurde der Quotient beider Extinktionen verwendet.

3.2.2.3  Synthetisierung von cDNS

(nach Herstellerprotokoll High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific,
Version Marz 2016)

Um die isolierte RNS in ihre komplementare DNS (engl. complementary DNA, cDNA) umzuschreiben,
wurde das High Capacity cDNA RT Kit von Applied Biosystem (Tabelle 6) nach Herstellerangaben
verwendet. Hierfur wurden 2pl RNS mit Master Mix (siehe unten) in einer 96-Wellplatte vermischt. In
einem PCR-Zykler (Tabelle 3) wurden die Proben fiir 10min bei 25°C, 120min bei 37°C, 5min bei 85°C
inkubiert und anschlieBend auf 4°C abgekdhlt. Die entstandene cDNS wurde mit 180ul H2O je Ansatz

verdunnt und im Anschluss weiterverwendet oder bei -80°C gelagert.
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Master Mix:

2ul 10x RT Puffer

0,8ul 25x dNTP Mix

2,0ul 10x RT Random Primer

1,0ul MultiScribe Reverse Transkriptase
4.2ul Nuclease-freies H20

3.2.2.4 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion

(nach Dissertation Dr. Sven Grosgen, Universitat des Saarlandes, 2013)

Mit der Methode der Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (engl. real time—polymerase chain reaction,
RT-PCR) ist es moglich die Expression bestimmter Gene quantitativ zu bestimmen. Dies geschieht
durch die Zugabe eines Fluoreszenzfarbstoffes, der in die doppelstrangige DNS interkaliert. Hierdurch
nimmt mit jedem PCR-Zyklus die Fluoreszenz der DNS zu. Neben dem gesuchten Gen wird auch ein
Referenz-Gen (engl. housekeeping gene) mitgemessen, dass von jeder Zelle unabhangig von &uferen
Einfliissen konstant exprimiert wird. Somit ist ein quantitativer Vergleich maglich.

Fir die Durchfiihrung der RT-PCR wurden 2,5ul cDNS in eine 96-Wellplatte pipettiert, zu jeweils
0,25ul des entsprechenden forward und reverse Primers (Tabelle 7) sowie 2ul H,O und 5ul SYBR Green
Master Mix hinzugegeben wurden. Die Messung erfolgte in einem Piko Real-Time PCR System
(Tabelle 3) unter Verwendung der Piko Real 2.1 Software (Tabelle 3). Die Proben wurden im ersten
Zyklus fiir 20sec auf 95°C erhitzt und in den darauffolgenden 40 Zyklen 3sec bei 95°C und 30sec bei
60°C inkubiert. Im letzten Zyklus erfolgte die Abkiihlung der Proben auf RT.

RT-PCR Ansatz:

0,25ul Primer forward
0,25pl Primer reverse
2ul H20

5ul SYBR Green
2,5ul cDNS
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Tabelle 7 verwendete Primer

Gen forward Primer reverse Primer

APHla 5-CAGCCATTATCC TGC TCC AT-3" 5-GGA ATG TCA GTC CCG ATG TC-3’
APH1b 5-GTG TCA GCC CAGACCTTC AT-3 5-CAG GCA GAG TTT CAG GCT TC-3
BACE1 5-AAT ACC TGC GGT GGA AGA TG-3’ 5°-GCC CTC CAT GAT AAC AGC TC-3’
NCSTN 5-CTG TAC GGA ACC AGG TGG AG-3 5-GAG AGG CTG GGA CTG ATT TG-3’
PSEN1 5-CTC AAT TCT GAA TGC TGC CA-3’ 5-GGC ATG GAT GAC CTT ATA GCA-3’
PSEN2 5-GAT CAG CGT CAT CGT GGT TA-3’ 5-GGA ACA GCA GCATCA GTG AA-3
PSENEN 5-CAT CTT CTG GTT CTT CCG AGA G-3° 5-AGA AGA GGA AGC CCA CAG C-3

3.2.2.5 Auswertung qPCR mit der 44Ct-Methode

(nach Livak und Schmittgen, 2001)

Bei der Verwendung eines Haushaltsgens wird die Expression des zu untersuchenden Gens relativ zu
diesem betrachtet. Um die Expressionsunterschiede der Gene zu berechnen, wurde die AACt-Methode
unter Verwendung der Ct-Werte (engl. treshold cycle) genutzt. Der Ct-Wert bezeichnet den PCR-
Zyklus, bei dem erstmals ein festgelegter Schwellenwert tiberschritten wird. Es wurde zundchst der Ct-
Wert des Haushaltsgens von dem des gesuchten Gens abgezogen. AnschlieBend wurde von diesem Wert

der Ct-Wert der Kontroll-Probe subtrahiert und das Ergebnis in die Formel =2- A€t eingesetzt.

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Aufbereitung von konditioniertem Medium und Zellen

(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014)

Die Zellkulturschalen wurden nach der Inkubation auf einem Eisbad gelagert. Es wurde das
konditionierte Medium vollstandig abgenommen und in Eppendorf Reaktionsgefalie tberfihrt. Diese
wurden anschlieRend fur 5min bei 13000 x g und 4°C zentrifugiert. Der hierdurch von Zellfragmenten
gereinigte Uberstand wurde daraufhin in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Abhingig vom jeweiligen

Experiment wurde das aufbereitete Medium direkt verwendet oder bei -20°C eingefroren.

Die in den Kulturschalen verbliebenen Zellen wurden drei Mal mit PBS (3.2.1.1) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen abhéngig vom darauffolgenden Experiment direkt in der Kulturschale

oder nach Uberfilhrung in ein Reaktionsgefaf lysiert. Fiir die Lyse in der Kulturschale wurden die Zellen
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60min mit Lyse-Puffer auf Eis inkubiert und anschlieend mit einem Schaber (Tabelle 2) abgetragen
und in Reaktionsgefale Uberfihrt. Nach einer Zentrifugation fiir 5min bei 13000 x g und 4°C zum
Sedimentieren des Zelldebris, wurden diese in ein neues Reaktionsgefal3 tberflhrt.

Alternativ wurden die Zellen mit PBS und einem Schaber von der Kulturschale geldst und in ein
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Anschliefend wurden die Proben bei 13000 x g und 4°C fir 5min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde dann in Lyse-Puffer
resuspendiert und fur 60min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die erneute Zentrifugation und
Trennung des Lysats von Zellfragmenten. Die aufbereiteten Lysate wurden abhangig vom jeweiligen

Experiment direkt verwendet oder bei -20°C eingefroren.

Lyse-Puffer:

150mM NaCl

50mM Tris/fHCL pH 7,4
2mM EDTA

0,1% NP-40

0,1% Triton-X 100

frisch 10x Complete-Protease Inhibitor
1:10 hinzuftigen

3.2.3.2 Homogenisierung von Zellen

(nach Dissertation Dr. Verena Burg, Universitat des Saarlandes, 2014)

Die Homogenisierung von Zellen erfolgte in Abhéngigkeit vom darauffolgenden Experiment nach dem
Potter-Elvehjem Verfahren oder unter Verwendung eines Minilys-Homogenisators (Tabelle 3).

Die Zellen wurden zun&chst mit PBS von der Kulturschale abgenommen und zentrifugiert (3.2.3.1).
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in ddH,O resuspendiert. Die verwendete ddH20

Menge war hierbei abhéngig von der Menge der Zellen sowie dem darauffolgenden Experiment.

Bei Verwendung eines Gewebshomogenisators nach Potter-Elvehjem wurden die Zellen in einem
Prézisionszylinder durch die Scherkréfte eines darin rotierenden Pistills aufgeschlossen.
Bei Verwendung eines Minilys-Homogenisators erfolgte der Zellaufschluss durch die Beschleunigung

von Keramikkiigelchen (Tabelle 2), die zuvor zu den Proben gegeben wurden.
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3.2.3.3  Bestimmung der Proteinkonzentration durch BCA-Messung

(nach Smith et al., 1985)

Vor der Verwendung von konditioniertem Medium fiir experimentelle Versuche wurde der
Proteingehalt der einzelnen Proben auf einen einheitlichen Wert eingestellt, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu erreichen. Hierzu erfolgte zundchst die Ermittlung der jeweiligen
Proteinkonzentrationen der Proben mittels der Bicinchoninsidure-Messung (engl. bicinchoninic acid,
BCA).

2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsédure (Tabelle 1) ist eine Dicarbonséure, die mit einwertigen Kupferionen
stabile, blau-violette Komplexe bilden kann, was als Biuret-Reaktion bezeichnet wird. Im Rahmen der
BCA-Messung wird Kupfersulfat zu den Proben gegeben. Die darin enthaltenen Cu?* lonen werden im
alkalischen Milieu durch die Proteine zu Cu* lonen reduziert, welche wiederum mit Bicinchoninséure

reagieren kdnnen.

Fir die BCA-Messung wurden 3ul der, wie in 3.2.3.1 beschrieben, aufbereiteten Zell-Lysate als
Flnffachbestimmung sowie 20ul einer Standardreihe auf eine 96-Wellschale pipettiert. Die
Standardreihe wurde aus in Wasser (Tabelle 1) geléstem Rinderserum-Albumin hergestellt und umfasst
12 Konzentrationen von 0,1 bis 1,1ul Protein. AnschlieBend folgte die Zugabe von 200ul frisch
angesetzter BCA-Reaktionslosung je Well, das 15min bei 37°C und weitere 15min auf einem Schiittler
(200U/min) bei RT inkubiert wurde. Die Absorptionsmessung der blau-violetten Farbkomplexe erfolgte
dann bei 560nm in einem ELISA Reader. Anhand der Messwerte der Standardreihe wurden

anschlieend die Proteinkonzentrationen der gemessenen Proben bestimmt.

BCA.- Reaktionslésung:

4 9% CuSOs in ddH20 : Bicinchoninsaure 1:39

3.2.3.4 Immunprézipitation von Amyloid beta

(nach Dissertation Dr. Eva Zinser, Universitdt Heidelberg, 2009 und Dissertation Dr. Johanna

Kuchenbecker, Universitit des Saarlandes, 2011)

Mit Hilfe der Immunprazipitation ist es moglich unter Verwendung eines Antikorpers ein bestimmtes
Protein, in diesem Fall AB, aus einem Proteingemisch zu trennen. Hierfir wurde zu 1ml mittels BCA-
Messung (3.2.3.3) eingestellten Proben 20pl Protein G-Sepharose, sowie 5ul W02 Antikorper
(Konzentration 10pug/ml) (Tabelle 5) hinzugefugt. In einem Uberkopfschiittler wurden die Proben bei
4°C fur 12Std inkubiert. Wahrend dieser Inkubation bindet der Antikdrper, die in den Proben enthaltenen
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AP Proteine und wird wiederum von der Protein-G-Sepharose (Tabelle 1) gebunden. AnschlieRend
wurde der Uberstand nach einer Minute Zentrifugation bei 13000 x g und 4°C verworfen. Das
entstandene Prazipitat wurde in drei Waschschritten mit Waschpuffer A, B und C von unspezifischen
Bindungen gereinigt. Hierfur wurde das Prazipitat in 1ml Waschpuffer resuspendiert und erneut fir
5min bei 13000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Vollendung der Waschschritte wurde der restliche im
Préazipitat enthaltene Waschpuffer mittels einer Hamilton-Kapillare (Tabelle 3) abgenommen, um
jegliche Flussigkeit aus dem Prézipitat zu entfernen. Anschlieend wurden die Proben mittels einer
Gelelektrophorese aufgetrennt und fur die ECL- Entwicklung auf eine Nitrozellulosemebran (Tabelle

2) Ubertragen.

Waschpuffer A: Waschpuffer B: Waschpuffer C:

10mM Tris/HCL pH 10mM Tris/HCL pH 10mM Tris/HCL pH
75 7,5 75

150mM NaCl 500mM NaCl

2mM EDTA 2mM EDTA

0,1% Triton-X-100 0,1% Triton-X 100

0,1% NP-40 0,1% NP-40

3.2.3.5 SDS-Page

(nach Schéagger und von Jagow, 1987)

Die SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Form der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteingemischen anhand ihrer Masse an einem
elektrischen Feld. Mit Hilfe dieser Methode wurden Proteine aus Zelllysaten (3.2.3.1), in den
Extrazellularraum freigesetzte Proteine aus konditioniertem Kulturmedium und Immunprazipitate
(3.2.3.4) aufgetrennt. Im Fall von Zelllysaten wurden 50ug Protein je Tasche auf ein Polyacrylamid Gel
geladen.

Vor dem Auftragen der Proben auf diskontinuierliche 10-20%ige Tris-Tricin-Gradient-Gele (Tabelle 2)
wurden diese mit 1/3 Volumen 3x Protein-Probenpuffer versetzt. Bei der Verwendung von
Immunprazipitaten wurde der Protein-Probenpuffer zunéchst 1:3 in ddH,O verdinnt und anschlieffend
15pl je Probe zugegeben. Das im Protein-Probenpuffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) (Tabelle
1) ist ein anionisches Tensid, welches die Eigenladung der Proteine uberdeckt, wodurch diese nur
anhand ihrer Masse aufgetrennt werden. Um die Sekundéar- und Tertidrstruktur der Proteine
aufzubrechen, wurden die Proben fiir 5min bei 98°C auf einem Heizblock (Tabelle 3) inkubiert. Danach

konnten die Proben direkt weiterverwendet oder bei 4°C gelagert werden.
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Um die Proben auf ein Gel zu laden, wurde dieses zunéchst in eine Elektrophoreseapparatur (Tabelle 3)
eingespannt und mit 1x Kathodenpuffer umgeben. Die Proben wurden fiir 15 sec bei 13000 x g und 4°C
zentrifugiert und anschliefend mit der Hamilton-Kapillare in die Gel-Taschen Ubertragen. In die erste
Tasche jedes Gels wurde anstelle einer Probe 5ul des Markers Page Ruler (Tabelle 1) gegeben. Dieser
wurde ebenfalls aufgetrennt und zeigte die Proteinstandardgréfien auf, anhand welcher das zu
detektierende Protein aufgesucht wurde. Bei einer angelegten Spannung von 120V wurden die Proben

zwischen 60 und 90min lang aufgetrennt.

1x SDS-Page Kathodenpuffer: 3x Protein-Probenpuffer:

1M Tris/HCL pH 8,25-8,5 187,5mM Tris/HCL pH 6,8
M Tricin 6% (wiv) SDS

1% (wiv) SDS 30% (viv) Glycerin

in ddH20 15% (v/v) B-Mercaptoethanol

0,03% (wi/v) Bromphenolblau

in ddH20

3.2.3.6  Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran mittels Western Blot

(nach Towbin et al., 1979)

Der Proteintransfer dient der Ubertragung der durch die SDS-PAGE (3.2.3.5) aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrozellulosemembran (Tabelle 2), um sie anschlieBend durch Immundetektion (3.2.3.7) und
Chemilumineszenz nachzuweisen. Fur den Transfer der Proteine von einem Polyacrylamid-Gel auf eine
Tragermembran stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. In dieser Arbeit wurde ausschlieflich
der Elektrotransfer, die Ubertragung durch Anlage eines elektrischen Feldes, verwendet. Hierbei
wandern die mit SDS behandelten, negativ geladenen Proteine von der Kathode Richtung Anode.
Um den Proteintransfer durchzufiihren, wurde zundchst die untere Halfte des Blotsandwiches, bestehend
aus der Kassette, einem Schwamm, zwei Whatman-Filterpapieren (Tabelle 2) sowie der
Nitrozellulosemenbran vorbereitet. Hierfir wurden alle Bestandteile in einer flachen mit 1x
Transferpuffer gefillten Wanne angefeuchtet und in der aufgefiihrten Reihenfolge aufeinandergelegt.
AnschlieBend wurde das Polyacrylamid-Gel aus seiner Plastikhiille entfernt und auf der
Nitrozellulosemembran platziert. Zwei weitere zuvor angefeuchtete Filterpapiere wurden auf das Gel
gelegt und vorsichtig mit einem Metallspatel horizontal und vertikal abgestrichen, um Luftblasen aus
dem Blotsandwich zu entfernen. AbschlieBend wurden ein weiterer angefeuchteter Schwamm und der

obere Teil der Kassette aufgelegt und das Blotsandwich in eine mit 10x Transferpuffer gefillte
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Blotkammer gestellt. Abhéngig von der Masse des zu detektierenden Proteins wurde eine elektrische
Stromstarke von 200mA bis 380mA fiir 45min bis 12h eingestellt.

10x Transferpuffer fiir Blotsandwich: Transferpuffer fiir Blotkammer:
250mM Trizma Base 25mM Tris/HCI pH 8,7
1,57M Glycin 192mM Glycin
in ddH20 20% (vIv) Methanol
fur 1x Transferpuffer 1:10 (v/v) in ddH20 0,025% (wiv) SDS
in ddH20

3.2.3.7 Immunologischer Nachweis

(nach Ida et al.,1996)

Die Immundetektion dient dem Nachweis einzelner Proteine aus zuvor aufgetrennten und auf einer
Nitrozellulosemembran fixierten Proteingemischen (3.2.3.6). Dies geschieht unter dem Einsatz eines
Primarantikorpers, der sich spezifisch an das gesuchte Protein bindet. An diesen Priméarantikorper bindet
wiederum ein Sekundarantikorper, der mit einer Enzym-Antikérper-Konjugation versehen ist. Bei
diesem Enzym handelt es sich um die Meerrettichperoxidase, welche die Umsetzung von Luminol in
seine oxidierte Form katalysiert. Ausgehend von der oxidierten Form des Luminols kann eine
Chemilumineszenz detektiert werden. Durch das Auftragen von ECL-L&ésung (engl. Enhanced
chemiluminescence) (Tabelle 1) auf die Nitrozellulosemembran wird so das darin enthaltene Luminol
umgesetzt. Das emittierte Licht kann dann auf einem lichtempfindlichen Film detektiert werden.
Je nach zu detektierendem Protein wurden verschiedene Priméar- und Sekundérantikdrper verwendet,
sowie unterschiedliche Inkubations- und Blockzeiten, die in Tabelle 8 aufgezeigt sind.
Nach vollendetem Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran wurde diese zundchst in einer
Blocklosung inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Bei der Verwendung des
Primérantikorpers W02 (Tabelle 5) wurde die Membran vor dem Blocken fiir 5Smin in 1x PBS in einer
Mikrowelle (Tabelle 3) bei 700W gekocht. Nach zwei Waschschritten mit 1x PBS erfolgte die
Inkubation im verdiinnten Primdrantikorper. In darauffolgenden drei Waschschritten wurden
unspezifische Antikérperbindungen sowie schwache Antikorperbindungen entfernt. Es folgte die
Inkubation der Membran mit dem in 1x PBS verdiinnten Sekunddrantikérper. Um eventuelle
unspezifische und lockere Antikorperbindungen zu entfernen, wurde die Membran nochmals in vier
Schritten gewaschen. Um die Membran zu entwickeln, wurde die ECL-L6sung darauf pipettiert und die
Membran anschlieBend zwischen zwei Klarsicht Kopierfolien gelegt. Diese wurden ausgestrichen, um

Luftblasen zu entfernen, und in eine Kassette gespannt. In einer Dunkelkammer wurde ein
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lichtempfindlicher Film (Tabelle 1) auf die Kassette aufgelegt und anschlielend in einer Entwickler-

und Fixierer-Losung (Tabelle 1) gewaschen. Nach dem Trocknen des Films wurde dieser eingescannt

und densiometrisch mit Hilfe des Programmes Image Gauge V3.45 (Tabelle 3) ausgewertet.

ECL- Losung:

Western Lightning Plus ECL 1 und Western
Lightning Plus ECL 2 1:1 (v/v)

Tabelle 8 Bedingungen fir Blocken, Primér- und Sekundérantikdrper

Zu Blockierlésung,/ Waschpuffer 1. Antikorper, 2. Antikdrper,
detektierendes Inkubationsbedingung Inkubationsbedingung Inkubationsbedingung
Protein/Peptid
AP/ sAPPa/ APP  10% Milchpulver (w/v) PBS W02 1ug/mlin 1% P0260 1:5000 in PBS
in PBS/ Milchpulver (w/v) in verdunnt/
12Std, 4°C PBS verdunnt/ 60min, RT
90min, RT
sAPPp 10% Milchpulver (w/v)  PBS Mbs492139 1:200 in 5%  W4011 1:5000 in PBS
in PBS/ Milchpulver (w/v) in verdinnt/
12Std, 4°C PBS/ 60min, RT
90min, RT
BACE1 10% Milchpulver (w/iv)  PBS PC529 1:1000 in 5% W4011 1:5000 in PBS
in PBS/ Milchpulver (w/v) in verdunnt/
12Std, 4°C PBS/ 60min, RT
90min, RT
Presenilinl 10% Milchpulver (w/v) PBS sc7860 1:250 in 5% W4011 1:5000 in PBS

inPBS/
60min, RT

Milchpulver (w/v) in
PBS verdunnt/
90min, RT

verdinnt/
60min, RT

3.2.3.8 A4p-Degradation

(nach Dissertation Janine Mett, Universitat des Saarlandes, 2017)

Um neben dem anabolen auch den katabolen AB Stoffwechsel zu untersuchen, wurde die Methode der

Bestimmung des nicht abgebauten AB1-40 durchgefuhrt. Hierfir wurde eine definierte Menge humanes

AB1-40 zu murinen Neuroblastom-Zellen gegeben und fir 6Std inkubiert. AnschlieBend wurde mittels

Western Blot-Analyse das im konditionierten Medium verbliebene AB1-40 bestimmt. Das humane AB1-

40 wird analog zum murinen AP verstoffwechselt. Der in der Western Blot-Analyse verwendete W02

Antikorper bindet jedoch nur humanes AB1-40 und lasst somit eine Aussage Uber die Reduktion des

APB1-40 Gehalts zu. Die Aktivitdit der AB-Degradation steht hierzu im umgekehrt proportionalen
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Verhaltnis.

Um die AB1-40 Degradation zu bestimmen, wurden N2a Kontroll- oder IDE-KD Zellen (Tabelle 4) auf
eine 24-Wellplatte (Tabelle 2) ausgesat und wie in 3.2.1.3 beschrieben, mit a-TP und o-TT inkubiert.
Die zweite Inkubation erfolgte unter zusétzlicher Zugabe von 0,5ug/ml humanem AP1-40 zu den
Inkubationsmedien. Nach 6Std wurde das konditionierte Medium wie in 3.2.3.1 beschrieben, aufbereitet
und AB1-40 mittel Western-Blot detektiert.

Um die IDE unabhéingige AB-Degradation zu untersuchen, wurden bei der Zellinkubation in jedem

Inkubationsschritt 10uM Insulin (Tabelle 1) als kompetitiver Inhibitor von IDE zu gegeben.

3.2.3.9 Bestimmung der Sekretaseaktivitét

(nach Grimm et al., 2015)

Um die Sekretaseaktivitdt zu bestimmen, wurde eine fluoreszenz-basierte Methode verwendet. Hierbei
wurden intern gequenchte Peptid-Substrate genutzt, die spezifische Aminosauresequenzen enthalten,
die durch B- oder y-Sekretase geschnitten werden. Durch den Schnitt an entsprechender Stelle kommt
es zur Fluoreszenz des geschnittenen Substrats. Die Aktivitat der Sekretasen verhalt sich somit direkt
proportional zur emittierten Fluoreszenz und kann (ber diese ermittelt werden. Da die
Sekretasesubstrate jeweils auch von unspezifischen Proteasen geschnitten werden, wurde zur Erhéhung
der Spezifitidt der Messungen zusétzlich ein - oder y-Sekretase -Inhibitor verwendet. Somit kann die

durch andere Proteasen entstandene Fluoreszenz ermittelt und subtrahiert werden.

3.2.3.9.1 Bestimmung der Sekretaseaktivitét in lebenden Zellen

Fir die Bestimmung der Sekretaseaktivitat in lebenden Zellen wurden diese auf 96-Wellplatten ausgesat
und, wie in 3.2.1.3 beschrieben, mit a-TP und a-TT inkubiert. Nach abnehmen des Inkubationsmediums
wurden die Zellen zwei Mal mit auf 37°C erwarmter LCIS (engl. life cell imaging solution) gewaschen.
Das entsprechende Substrat wurde wie in Tabelle 9 gezeigt in 37°C warmer LCIS angesetzt. Der LCIS-
Substrat Ansatz wurde anschlieBend nochmals aufgeteilt und mit 10uM a-TP, o-TT und EtOH als
Kontrolle versetzt. Bei Verwendung eines Inhibitors wurde auch dieser nach erneuter Aufteilung der
Ansdtze zugegeben.

Die angesetzten  Substrat-Losungen  (LCIS+Substrat+TP,  LCIS+Substrat+TP+  Inhibitor,
LCIS+Substrat+TT, LCIS+Substrat+TT+ Inhibitor, LCIS+Substrat+ Ethanol,
LCIS+Substrat+Ethanol+  Inhibitor)  wurden  anschlieBend auf die Zellen pipettiert.
Die Messung der Sekretaseaktivitat erfolgte in einem Fluorometer (Tabelle 3) bei 37°C. Im Fall der -
Sekretaseaktivitat erfolgte die Messung bei einer Exzitationswellenldnge von 345 + 5nm und einer
Emissionswellenldange von 500 + 5nm. Fir die Messung der y-Sekretaseaktivitdt wurde eine

Exzitationswellenldange von 355 + 10nm und eine Emissionswellenlédnge von 440 + 10mn verwendet.
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Tabelle 9 Verdunnung von Sekretasesubstraten bei Messung mit lebenden Zellen

Sekretase Substrat Substratverdiinnung Inhibitor Inhibitorkonzentration
B-Sekretase B-Sekretase- 1:100 in LCIS verdlnnt B-Sekretase- 4uM

Substrat IV (viv) Inhibitor 11
v-Sekretase v-Sekretase- 1:125 in LCIS verdlnnt v-Sekretase- 2uM

Substrat (vIv) Inhibitor X

Life Cell Imaging Solution:

140mM NaCl
2,5mM KCI
1,8mM CaCl2
1,0mM MgCl2
20mM Hepes

auf pH 7,4 einstellen

3.2.3.9.2 Bestimmung der Sekretaseaktivitat aus post-nukledren Fraktionen

Um den direkten Effekt von TP und TT auf die B- und y-Sekretase zu bestimmen, wurde zuséatzlich zur
Messung der Sekretaseaktivitat lebender Zellen auch die Sekretaseaktivitat von Membranfragmenten

bestimmt.

3.2.3.9.2.1 Herstellung von post-nukledren-Fraktionen und isolierter Membranen

Fir die Herstellung von post-nukledren-Fraktionen wurden 100x20mm Schalen eukaryoter Zellen drei
Mal mit 4°C kaltem PBS gewaschen und anschliefend mit einem Spatel und 800ul B-/y-Saccharose-
Puffer von der Kulturschale entfernt und in ein 1,5ml ReaktionsgefaR tberfuhrt. Anschlieend wurde
eine konstante Menge Keramikkugeln zugegeben und die Zellsuspension fiir 20sec auf Stufe 3 eines
Minilyse-Gerates mechanisch lysiert. Mittels BCA-Messung (3.2.3.3) wurde die Proteinkonzentration
der Proben bestimmt und auf einen Wert von 2mg/ml bei einem Volumen von 1,2 ml normiert. Nach
einer 10-mindtigen Zentrifugation bei 900 x g und 4°C wurde 1ml des Uberstandes in ein Glasgefal
(Tabelle 2) tberfiihrt und 10uM a-TP, o-TT bzw. EtOH zu diesen post-nukledren Fraktionen pipettiert.
Danach folgte eine Inkubation fir 15min bei 37°C auf einem Schuttler bei 400/U. Von den somit
konditionierten post-nukledren Fraktionen wurde 1ml entnommen und in neue Ultrazentrifuge-
geeignete Reaktionsgefalle (Tabelle 2) Gberflhrt, um isolierte Membranen zu generieren. Die Proben

wurden bei 55.000 rpm fiir 75min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend abgenommen.
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Das Membranpellet wurde in 800ul B-, y-Sekretasepuffer resuspendiert. Anschliefend wurde eine
konstante Menge Glaskiigelchen (Tabelle 2) zu den Proben gegeben und diese auf Stufe 2 fiir 10 Sec im
Minilyse-Gerdt lysiert. Danach wurden die Proben mit einer Kanle (Tabelle 2) von den Glaskugelchen

getrennt und ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt.

3.2.3.9.2.2 Messung der Sekretaseaktivitat in isolierten Membranen

Fur die Messung der y-Sekretaseaktivitét in isolierten Membranen wurden in eine 96-Wellplatte 100ul
je Well der zuvor aufbereiteten Proben (3.2.3.1) gegeben. Zur Bestimmung der -Sekretaseaktivitat aus
isolierten Membranen wurden 50ul Probe je Well eingesetzt, zu welchen weitere 50ul PBS pH4,5
gegeben wurden. Die Sekretasesubstrate wurden wie in Tabelle 10 erldutert zunéchst in DMSO verdiinnt
und anschlielend analog fiir die Sekretasemessung in lebenden Zellen (3.2.3.9.1) mit o-TP, a-TT, EtOH
und Inhibitoren versetzt. Die darauffolgende Messung im Fluorometer erfolgte wie bereits in 3.2.3.9.1
beschrieben.

Tabelle 10 Verdiinnung von Sekretasesubstraten bei Messung in isolierten Membranen

Sekretase Substrat Substratverdiinnung Inhibitor Inhibitorkonzentration
B-Sekretase B-Sekretase- 1:3 in DMSO verdiinnt B-Sekretase- 4uM

Substrat IV (vIv) Inhibitor 11
v-Sekretase v-Sekretase- 1:50 in DMSO verdiinnt v-Sekretase- 50puM

Substrat (v/Iv) Inhibitor X

B-, y-Sekretasepuffer

10mM Tris/HCI pH 7,4
imM EDTA

200mM Sucrose

3.2.3.10 Bestimmung der Konzentration von Gesamt- und freiem Cholesterin

(nach Herstellerangaben Amplex Red Cholesterol Assay Kit, Version 2016)

Fir die Bestimmung der Cholesterinkonzentration in Zellen wurde das Amplex Red Cholesterol Assay
Kit nach Herstellerangaben verwendet. Bei dieser Methode werden zunéchst die Cholesterinester durch
die Cholesterin-Esterase zu Cholesterin hydrolysiert, das daraufhin mit dem bereits frei vorliegenden
Cholesterin durch die Cholesterin-Oxidase oxidiert wird. Das hierdurch entstandene H202 wird durch

das Amplex Red Reagenz (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) detektiert. Katalysiert durch die
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Meerrettichperoxidase reagieren H202 und Amplex Red Reagenz zu dem Fluoreszenzfarbstoff
Resorufin, dessen Emission und Extension zur Bestimmung der Cholesterinkonzentration genutzt wird.
Neben der Bestimmung des Gesamtcholesterins ist auch die Bestimmung ausschlielich freien
Cholesterins mdglich. Hierflr erfolgt nicht das Hinzufligen von Cholesterin-Esterase, wodurch die
Cholesterinester nicht hydrolysiert und somit nicht erfasst werden.

Fir die Bestimmung des Gesamt- oder freien Cholesterins wurden die zuvor langzeitinkubierten Zellen
(3.2.1.5) zwei Mal mit PBS gewaschen und mit einem Minilys-Homogenisator auf Stufe 3
homogenisiert (3.2.3.2). AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben
mittels BCA-Messung (3.2.3.3). Es wurde eine Proteinkonzentration von 100ug in 100ul
Reaktionspuffer eingestellt. Nach der Zugabe von 100ul Working Solution wurden 100pl der Proben
und 100ul einer 8-teiligen Cholesterinstandardreihe von 0-4pug in eine 96-Wellplatte pipettiert. Hierauf
erfolgte die Zugabe von 100ul Working Solution je Well. In einem Safire2 Fluorometer wurden die
Proben 30sec geschuttelt und anschlieBend bei einer Extinktionswellenlange von 530nm und einer

Emmissionswellenlédnge von 590nm gemessen.

Working Solution (Gesamtcholesterin):

75ul Amplex Red Reagenz
50pl Meerrettichperoxidase
50pl Cholesterin-Oxidase
5ul Cholesterin-Esterase
4,82ml Reaktionspuffer

fur freies Cholesterin keine Cholesterin Esterase hinzufligen

3.2.3.11 Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies

3.2.3.11.1 Bestimmung hoch-reaktiver Sauerstoffspezies mit Aminophenyl Fluoreszein

(nach Setsukinai et al., 2003)

Fir die selektive Bestimmung von hROS wurde 2-[6-(4’-amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-
yl]Benzoensdure (Aminophenyl Fluoreszein, APF) eingesetzt, da dieses ausschliellich durch eine
Reaktion mit den hROS -Hydroxylradikalen, Hypochloride, Peroxinitrit Anionen und Peroxiradikale in
seine fluorometrische Form umgewandelt wird. Zudem ist es mit einer Detektionsschwelle von 50nM
sehr sensitiv [62].

Fir die Messung der hROS unter der Verwendung von APF wurden die Zellen auf 96-Wellplatten

inkubiert (3.2.1.3). Nach Abnahme des Kulturmediums wurden die Zellen mit auf 37°C vorgewarmter
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LCIS (3.2.3.9.1) gewaschen. APF wurde 1:500 in LCIS verdunnt, um eine Konzentration von 10uM zu
erreichen. Es wurden 100ul APF/LCIS auf die Zellen pipettiert sowie reine LCIS als Kontrolle. Die
Messung erfolgte anschlieRend in einem Safire2 Fluorometer bei einer Extinktionswellenldnge von
490nm und einer Emissionswellenldnge von 515nm. Es erfolgten eine Messung direkt, sowie eine
Messung nach 30 und nach 60min. Nach 80min wurden 10ul 1M H202 in jedes Well pipettiert und

direkt sowie nach 20min gemessen.

3.2.3.11.2 Bestimmung H.O-induzierter reaktiver Sauerstoffspezies mit Amplex Red

(neu etabliert im Rahmen dieser Arbeit durch Dr. rer. nat. Christoph Stahlmann)

Fir die Messung der reaktiven Sauerstoffspezies unter Verwendung des Amplex Red Reagenzes aus
dem Amplex Red Assay Kit wurde ein Teil der Zellen neben o-TP, o-TT bzw. EtOH zusatzlich in jedem
Inkubationsschritt (3.2.1.3) mit 1uM H202 inkubiert. Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen
mit PBS (3.2.1.1) gewaschen und 50pul Reaktionspuffer des Amplex Red Cholesterol Assay Kits auf die
Zellen pipettiert. Anschlieend wurden die Zellen kurz sonifiziert. Flr die Positivkontrolle wurde die
20mM H202 Working Solution auf 10uM in Reaktionspuffer verdiinnt und 50ul auf die Zellen gegeben.
Zu den Proben wurden 50ul Working Solution pipettiert. Zudem wurden vier Wells mit 50ul
Reaktionspuffer und 50ul Working Solution gefiillt, um in diesen die Grundfluoreszenz zu messen. Die
Platte wurde anschlieBend in einem Safire2 Fluorometer bei einer Extinktion von 530-560nm und einer

Emission von 590nm direkt, nach 40min und nach 2Std gemessen.

H202 Working Solution: Working Solution:

23ul 3% H202 75ul Amplex Red

977l ddH20 50pl Meerrettichperoxidase
4,875ml Reaktionspuffer

3.2.4 Massenspektrometrische Methoden

(nach Masterarbeit Pascal Schorr, Universitat des Saarlandes, 2017)

3.2.4.1 Vorbereitung der Proben

Fur die Extraktion von o-TP und o-TT aus Zellen wurden die Methoden der Verseifung in Kombination
mit flissig/flissig Extraktion verwendet, da diese Kombination in der Literatur hufig Verwendung
findet [65,458].
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Die Zellen wurden zunéchst, wie in 3.2.1.3 beschrieben, fir 24h mit o-TP und o-TT inkubiert. Nach
Abnahme des Mediums wurden sie drei Mal mit 1ml H20 gewaschen und anschlielend in 200ul Wasser
gelost. Die Homogenisierung der Zellen erfolgte unter Verwendung von Glaskiigelchen (Tabelle 2) und
dem Minilys. Die Lysierung erfolgte auf hochster Geschwindigkeitsstufe fur 30s. Es erfolgte eine

Verdulnnung der Proben auf eine Proteinkonzentration von 10mg/ml.

Die Verseifung und Trennung der Lipidphasen von den Proben erfolgte auf Polytetrafluorethylen
(PTFE) Filterplatten fir 96-Wellplatten (Tabelle 2).

Fur die Extraktion wurden 15pL der Standardlosung (A), 20pL der Loésung (B) und 30pL der
homogenisierten Proben mit einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml auf die Filterplatten gegeben.
AnschlieBend wurde 20pL der Ldsung (C) hinzugegeben. Es erfolgte dann die Verseifung bei 55°C.
Hierfir wurden die Proben auf einem Eppendorf Thermomixer bei 800 rpm fur 20min horizontal
geschuttelt. AnschlieRend erfolgte die Abklhlung der Proben wieder auf. Die Filterplatte wurde an einer
96-Wellplatte befestigt und 60uL der Losung (D) und 330uL der Extraktionslésung (E) hinzugefgt.
Die Proben wurde anschlieRend fir 20min bei 400rpm geschiittelt. Die organische Schicht wurde mittels
Zentrifugation bei 800rpm auf eine 96-Wellplatte transferiert, mit Stickstoff getrocknet und
anschlielend in 200ul Acetonitril (Tabelle 1) gelost.

Standardldsung (A):

20 UM d6-0-TP

0,1% (w/w) 2,6, -di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) in Acetonitril

Loésung B (B):

1,14 M Ascorbinséure
1,14 M Natriumhydroxid
2:1 (viv) H20/Methanol

Loésung C (C):

10M Natriumhydroxid

2:1 (viv) H20/Methanol
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Loésung D (D):

32M Salzsdure

2:3 (VIv) H20O/Acetonitril

Extraktionslésung (E):

6:1:1 (vIv) Dichlormethan/ Ethylacetat/ n-Hexan

0,01% (w/w) BHT
(v/v)

3.2.4.2 Kapillare LC-MS/MS-Messung

Die Messung erfolgte mit einem Sciex QTRAP 4000 mit positivem lonen Modus (Tabelle 3), verbunden
mit einem Agilent 1200 Serie kapillaren HPLC System (Tabelle 3).

1ul des wie in 3.2.4.1 vorbereiteten Extrakts wurde mittels gasdichter Hamilton Spritze infundiert. Die
Massenspektrometrie  Konditionen sind in Tabelle 11 aufgefuhrt. Die substanzspezifischen
Einzelreaktionsuiberwachungsparameter (engl. single reaction monitoring, SMR) sind in Tabelle 12
dargestellt. Die Separation erfolgte mit einer Agilent Zorbax SB-C18 Saule (0,5x150mm; 5um; 80 A)
bei 20pL/min (Injektionsvolumen: 1uL; isokarnische Elution mit 100% Acetonitril + 0.1%
Ameisensaure flr 8 min). Die Sdulentemperatur betrug 25°C unter Verwendung eines MayLab Mistra-
Switch Sédulenofens. Die Retentionszeiten betrugen unter diesen Konditionen 1,9min fur a-TT und
4,5min fiir a-TP. Die Detektion der Vitamin E Derivate erfolgte mit dem Sciex QTRAP 4000 triple
quadrupole Massenspektrometer mit positiver Elektrospray lonisation (engl. positive electrospray
ionization, ESI) Modus unter der Verwendung von SRMs. Fir alle SMR Transitionen betrugen die
dwell-Zeiten 200ms. Unter ESI Konditionen zeigte sich eine ungewodhnliche Formation von [M — H]+
lonen nach der Hybridabstaktion von den analysierten Molekiilen Ahnliches wurde in der Literatur
bereits flr TP unter chemischer lonisation bei Atmosphéarendruck (engl. atmospheric pressure chemical
ionization, APCI) beschrieben [211]. Dieses lon wurde als Vorlauferion flir SRM verwendet, da es den
Basis Anstieg im kollisionsinduzierten dissoziation- Spektrum (engl. collisin-induced dissociation,

CID) unter den angegebenen Konditionen bildete.
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Tabelle 11 Massenspektrometrieparameter QTRAP 4000

ISV [V] 5500
TEM [°C] 120
CUR [psi] 27
GS1 [psi] 25
GS2 [psi] 25
Kolisionsgas medium
EP [V] 10
CXP [V] 14
IH on
Q1 resolution unit
Q2 resolution unit

Tabelle 12 SRM Parameter QTRAP 4000

Substanz m/z percusor ion m/z product ion CE[V] DP [V]
a-TP 423,2 165,1 33 80
a-TT 429,4 165,1 27 55
d6-o0-TP 4 435,4 161,1 33 80

3.2.4.2.1 Bestimmung der Aufnahme von a- Tocopherol und o-TT in Zellen

Die Extraktion fir die Messung der Zellaufnahme erfolgte wie in 3.2.4.1 beschrieben. Es wurden drei
Proben jeweils drei Mal gemessen. Fiir die Bestimmung der Konzentration von a-TP und a-TT in den
Kontrollproben wurden fiinf einzelne Kontrollproben zusammengefiihrt. Eine Kalibrierungskurve

wurde durch Verwendung der Standard-Additionsmethode kalkuliert. Die hierfir verwendeten
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Konzentrationen von o-TP und o-TT waren 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 1 und 2nmol/mg Protein. Alle
Kalibrierungspunkte wurden extrahiert und verdreifacht mit LC-MS/MS gemessen. Es ergab sich eine
Konzentration der Kontrollproben vom 0,067 + 0,031nmol/mg Protein fir o-TP und 0,034 *
0,005nmol/mg Protein fur a-TT.

3.2.5  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2007). AusschlieBlich
fur die Durchfiihrung von Varianzanalysen und post-hoc-Tests wurde das Statistik-Programm SPSS
Statistics 22 (Tabelle 3) verwendet.

P-Werte unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen (* p <
0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Quantifizierung aller Daten erfolgte auf Grundlage des Mittelwerts von mindestens drei

unabhéngigen Experimenten.

3.251 T-Test

Fir die Ermittlung der Statistischen Signifikanz beim Mittelwertvergleich von zwei unabhédngigen

Stichproben wurde der zweiseitige, ungepaarte Student’s t-test verwendet.

3.2.5.2  Varianzanalyse und post hoc-Tests

Fur die Ermittlung der Statistischen Signifikanz beim Mittelwertvergleich von mehr als zwei
unabhangigen Stichproben wurde eine Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) durchgefihrt.
Um die Homogenitét der Varianz der verwendeten Stichproben vor Anwendung der ANOVA zu priifen,
wurde der Levene-Test verwendet. Lag eine Varianzinhomogenitat vor, wurde das Signifikanzniveau
mit dem Least Significant Difference-Bonferroni Test korrigiert. Bei einer Varianzhomogenitat der

Gruppen kam der Scheffé-Test zur Anwendung.

3.2.5.3 Signifikanz von Korrelationen

Um die Signifikanz von Korrelationen zu ermitteln, wurde zundchst der Pearson-Korrelationskoeffizient
errechnet, welcher den linearen Zusammenhang zweier Variablen angibt. Anschliefend wurde die
PrifgroRe PG errechnet. War PG groRer als der Tabellenwert t der t-Verteilung zweiseitiger Test wurde

von einem statistischen Zusammenhang ausgegangen.
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4 Ergebnisse
4.1 Der Einfluss von a-TT und o-TP auf ROS, die Cholesterinbiosynthese und die

amyloidogene Prozessierung im Rahmen der Alzheimer Krankheit

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften von o-TP und a-TT sowie
deren Einfluss auf den zellularen Cholesterinspiegel und die amyloidogene Prozessierung.

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden im International Journal of Molecular Sciences

publiziert:

Marcus O. W. Grimm ¥, Liesa Regner 1, Janine Mett, Christoph P. Stahlmann, Pascal Schorr,
Christopher Nelke, Olga Streidenberger, Hannah Stoetzel, Jakob Winkler, Shatha R. Zaidan, Andrea
Thiel, Kristina Endres, Heike S. Grimm, Dietrich A. Volmer and Tobias Hartmann. Tocotrienol Affects
Oxidative Stress, Cholesterol Homeostasis and the Amyloidogenic Pathway in Neuroblastoma Cells:
Consequences for Alzheimer’s Disease. Int. J. Mol. Sci., 2016, 17, PMID: 27801864

+ equally contributed

4.1.1 Ergebnisse der kapillaren LC-MS/MS-Messung

Unter den in 3.2.4.2 beschriebenen Konditionen zeigte sich eine Retentionszeit fur a-TP zwischen 4,5
und 4,6 min, fir o-TT zwischen 1,9 und 2,0 min. Die Quantifizierung und Probenanalyse erfolgte durch
den Vergleich der Spitzenratios zwischen dem Standard d6-o-TP und a-TP und o-TT.

100+
a-TT a-TP

50 1

Rel. Int. [%]

.

1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [min]

Abbildung 5 Beispielchromatogramm fir o-TT und a-TP
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41.2 Aufnahme von a-TP und a-TT in Zellen

Die Bestimmung der Aufhahme von a-TP und o-TT in Zellen erfolgte wie in 3.2.4.2.1 beschrieben und
zeigte einen signifikanten Anstieg vom o-TP und o-TT im Vergleich zu den Kontrollzellen (>500%,
p<0,001). Um o-TT und a-TP in den Kontrollproben zu messen, wurden finf unabhéngige Proben
zusammengeflgt. Eine lineare Regressionsanalyse unter Verwendung der Methode der
Standardaddition fiir a-TP (c[nmol/mg Protein]= 2,1227x + 0,01325; R2>0,978) und a-TT (c[nmol/mg
Protein]=1,6859*(area ratio)+ 0,0002; R2> 0,999) ergab die in Tabelle 13 aufgeflhrten
Konzentrationen.

Das Ergebnis der Konzentration der Vitamin E-Derivate in den Kontrollproben betrug fur o-TT 0,034
+ 0,005nmol/mg Protein und fiir a-TP 0,067 £+ 0,031nmol/mg Protein.

Tabelle 13 Berechnete Aufnahme von a-TP und a-TT in SHSY5Y Zellen

Probe c(a-TT) c(a-TP)

[nmol/mg Protein] [nmol/mg Protein]
Kontroll-Zellen 0,034 + 0,0050 0,067 + 0,031
Mit o-TT inkubierte Zellen 3,872+ 0,075 Nicht bestimmt
Mit a-TP inkubierte Zellen Nicht bestimmt 0,303 +£ 0,019
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4.1.2.1 Zytotoxizitat von a-TP und o-TT

Um die Zytotoxizitat von a-TP und a-TT zu bestimmen, erfolgte eine LDH-Messung (3.2.1.6). Hierfur
wurden SH-SY5Y-WT Zellen fiir 8 und 16Std mit 10uM a-TP, a-TT bzw. Ethanol-Kontrolle inkubiert.

Zytotoxizitat:
[%]
Abbildung 6 Zytotoxizitat von a-TP und o-TT
Die LDH-Messung erfolgte nach 16 und 8Std
Inkubation mit 10uM o-TP und o-TT. Es konnte kein

{ =
(7]
§ E’ signifikanter ~ Unterschied ~ der  Zellviabilitét
o S 100 nachgewiesen werden (Zytotoxizitdt der Kontrolle:
= 1,8% + 0,1%; Zytotoxizitat a-TP: 2,5% + 0,3%, p =
E -g 0,22 im Vergleich mit der Kontrolle, n = 4;
o Zytotoxizitdt a-TT: 2,3% = 0,2%, p = 0,41 im
= s Vergleich mit der Kontrolle, p = 0,86 im Vergleich mit
£E a-TP, n = 4). Die Standardabweichung wird durch die
;E Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung
o9 n.s. erfolgte durch post hoc ANOVA (n.s. nicht
e n.s. signifikant).
= n.s.
L —=— = | = S
’éo\\z \\0‘0\ \“”OO\
o Q QS
+° P °
<0 <0
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Die LDH-Messung zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Zytotoxizitat bzw. Zellviabilitat,
weder beim Vergleich von a-TP und o-TT mit der Kontrolle noch beim Vergleich von o-TP und o-TT
untereinander (Kontrolle: 1,8% * 0,1%; a-TP: 2,5% * 0,3%, p = 0,22 im Vergleich mit der Kontrolle, n
=4;a-TT: 2,3% = 0,2%, p = 0,41 im Vergleich mit der Kontrolle, p = 0,86 im Vergleich mit a-TP, n =
4).

4.1.3 Einfluss von a-TP und a-TT auf die Cholesterinkonzentration in SH-SY5Y Zellen

Verschiedene Studien demonstrierten, dass hohe Cholesterinwerte einen Risikofaktor fir Alzheimer
darstellen [256,344,389]. Ein therapeutischer Ansatz liegt hier in der Inhibition der Acyl-CoA-
Cholesterin-Acetyltransferase (ACAT), die die Veresterung von freiem Cholesterin zu
Cholesterinestern katalysiert [56]. In der Literatur wird Vitamin E ein Cholesterin-senkender-Effekt
zugesprochen [332], welcher im Fall von TT beispielsweise tber die Suppression der HMG-CoA-
Reduktase erreicht wird [314]. Da sich die bisherige Literaturlage ausschliellich auf nicht-neuronale
Zelllinien bezieht, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von o-TP und o-TT auf die

Cholesterinkonzentration in SH-SY5Y-WT Zellen untersucht. Um auch einen mdglichen Effekt auf die
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ACAT zu detektieren, erfolgte neben freiem Cholesterin auch die Bestimmung des Gesamtcholesterins,
das sich aus freiem und verestertem Cholesterin zusammensetzt.

Fir die Messung der Cholesterinkonzentration wurden die Zellen tber funf Tage mit 10uM o-TP und
a-TT inkubiert (3.2.1.5). Dabei erfolgte die Inkubation der ersten drei Tage in 1% FCS haltigem
Medium. Um die extern zugefihrte Sterin-Menge moglichst gering zu halten, erfolgte an den letzten
beiden Inkubationstagen die Verwendung von 0,1% FCS haltigem Medium. AnschlieBend wurde der
Cholesterin-Gehalt der Zellen fluorometrisch unter Verwendung des Amplex Red Cholesterol Assay
Kits detektiert. Abhangig davon ob die Messung von Gesamt- oder freies Cholesterin gemessen wurde,

kam es zum Einsatz der Cholesterinesterase im Assay.

Gesamt-Cholesterin:

Abbildung 7 Einfluss von o-TP und o-TT auf die

r%l Konzentration von Gesamtcholesterin in SH-SY5Y Zellen

e Sowohl mit a-TP- (91,2% % 1,0%, p<0,001, n=8) als auch mit
. a-TT behandelte Zellen (57,7% % 0,6%, p<0,001, n=8) zeigten
o eine signifikante Reduktion der Gesamtcholesterin-
o 100+—= Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. 100% der
° —=— Kontrolle entsprechen 0,0211ug Gesamtcholesterin/pg
'g' Protein. Die Standardabweichung wird durch die
x Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte
g durch post hoc ANOVA (*** p<0,001).
R
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% der Kontrolle

freies Cholesterin:

Abbildung 8 Einfluss von o-TP und o-TT auf die
[%] Konzentration von freiem Cholesterin in SH-SY5Y Zellen

Die mit a-TP- (93,4% * 0,5%, p<0,001, n = 8) sowie die mit
ko a-TT behandelten Zellen (63,7% + 0,7%, p<0,001, n = 8)
i zeigten  eine  signifikante  Reduktion  der  freien
Cholesterinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle. 100%
1007T= der Kontrolle entsprechen 0,0161ug freies Cholesterin/ug
Protein. Die Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken
angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch post
hoc ANOVA (*** p<0,001).

*k%k

Im Fall von o-TT kam es zu einer Reduktion der Konzentration von Gesamt- (57,7% + 0,6%, p<0,001,
n=8) (Abbildung 7) als auch freiem Cholesterin (63,7% % 0,7%, p<0,001, n = 8) (

Abbildung 8). Da die Abnahme von Gesamtcholesterin die von ausschlieBlich freiem Cholesterin
Ubersteigt, kann vermutet werden, dass der Cholesterin-reduzierende-Effekt des a-TTs vor allem tber
verestertes Cholesterin wirkt. Auch a-TP zeigte eine Verminderung des Gesamt-(91,2% = 1,0%,
p<0,001, n = 8) und des freien Cholesterins (93,4% £ 0,5%, p<0,001, n = 8). Im Vergleich der

Cholesterinkonzentrationen von a-TT mit o-TP Uberwog jedoch a-TT deutlich.

4.1.4 Einfluss von a-TP und o-TT auf reaktive Sauerstoffspezies

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies spielt eine entscheidende Rolle in der Pathologie von AD. Es

ist bekannt, dass AP zur Entstehung von ROS beitrdgt und so zu einer oxidativen Degeneration von
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Lipiden und zu Proteinoxidationen fiihrt [413]. Umgekehrt induzieren ROS wiederum eine gesteigerte
AB-Produktion [220]. Vitamin E ist bekannt flr seinen antioxidativen Effekt und wird aufgrund dessen
fiir den therapeutischen Einsatz in Rahmen von AD diskutiert [146].

Um die antioxidativen Fahigkeiten von o-TP und o-TT zu untersuchen, wurde sowohl der Effekt auf
hochreaktive Sauerstoffspezies (engl. highly-reactive oxygen species, hROS) als auch auf H;O--

induzierte ROS gemessen.

41.4.1 Einfluss von a-TP und o-TT auf hROS

Fur die Ermittlung des Einflusses von o-TP und o-TT auf hROS erfolgte die Verwendung von
Aminophenyl Fluoreszin, da dies einen spezifischen und sensitiven Detektionsfarbstoff fir hROS
darstellt [383]. Nach einer 8 und 16Std Inkubation mit 10pM o-TP und a-TT wurden die SH-SY5Y-WT

Zellen mit 10uM APF versetzt und in einem Safire2 Fluorometer gemessen.

ROS:

[%] Abbildung 9 Einfluss von o-TP und a-TT auf hROS

Die mit a-TP (88,3% + 3,6%, p=0,07, n=16) und a-TT

L (84,9% =+ 2,6%, p=0,021, n=16%) behandelten Zellen

= zeigten eine leichte Reduktion von hROS im Vergleich zu

n.s. p= 0,07 den Kontrollzellen. Da APF verschiedene hROS mit

unterschiedlicher Effektivitat detektiert konnte kein

- Absolut-Wert fir hROS errechnet werden. Da NaOCI die

gleiche APF-mediierte Fluoreszenz wie ROS in den

Kontrollzellen zeigte, wurde dieses verwendet, um die

absolute Menge ROS abzuschatzen. 100% der Kontrolle

entspricht 2,89nM NaOCI. Die Standardabweichung wird

durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische
Auswertung erfolgte durch post hoc ANOVA.

100

HH

% der Kontrolle

Es kam zu einer geringen Reduktion der Menge von hROS in den mit a-TP behandelten Zellen (88,3%
* 3,6%, p=0,07, n=16). Die mit o-TT behandelten Zellen zeigten hingegen eine signifikante Reduktion
auf 84,9% (x 2,6%, p=0,021, n=16) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 9).
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4.1.4.2 Einfluss von a-TP und a-TT auf H,O- induzierte ROS

Ein Teil der neurotoxischen Wirkung von AB-Peptiden kommt durch die Reduktion von Metallionen
und der damit verbundenen Entstehung von H202 zustande [173]. Aus diesem Grund erfolgte die
Untersuchung der antioxidative Effekt von o-TP und a-TT auf H202 induzierte ROS in einem separaten
Experiment. Hierfur wurden SH-SY5Y-WT Zellen fir 8 und 16Std mit 10uM a-TP und o-TT, sowie
1uM H0; inkubiert. Fir die fluorometrische Detektion erfolgte die Verwendung des Amplex Red

Reagenz.
Hydrogenperoxid induziertes ROS:
[%]
n.s
P . Abbildung 10 Einfluss von o-TP und o-TT auf
3 . ' H.0, induzierte ROS
‘E’ : Sowohl o-TP (91,6% % 3,2%; p = 0,029), als
S auch o-TT (89,1% * 2,3%, p = 0,006) zeigten
e einen signifikanten Effekt auf H.O, induzierte
= ROS im Vergleich zur Kontrolle. 100% der
s Kontrolle entsprechen 0,95uM H,0,. Die
Standardabweichung wird durch die
Fehlerbalken angezeigt. Die  Statistische
Auswertung erfolgte durch post hoc ANOVA.
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Im Einklang mit den Ergebnissen der aktuellen Studienlage zeigte sich durch o-TP (91,6% * 3,2%; p =
0,029), als auch o-TT (89,1% + 2,3%, p = 0,006) ein signifikanter Effekt auf H202 induzierte ROS im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 10).

4.1.5 Einfluss von a-TP und o-TT auf die amyloidogene Prozessierung

4.15.1 Einfluss von o-TP und a-TT auf Gesamt-4p

Um zu untersuchen, ob a-TP und a-TT den AP Stoffwechsel beeinflussen, wurden die Substanzen auf
SH-SY5Y Zellen fiir 8 und 16Std inkubiert und das Gesamt-Ap anschlielend mittels Western Blot
Analyse (3.2.3.4-3.2.3.7) quantifiziert.
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4.15.1.1 Einfluss von a-TP und o-TT auf Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-APP Zellen

Zunachst wurde das Gesamt-Ap aus konditioniertem Medium von SH-SY5Y-APP Zellen bestimmt.
Aufgrund der stabilen Uberexpression von APPsgs eignet sich diese Ziellinie um Einfliisse auf den AB-
Stoffwechsel zu untersuchen. Durch die erhdhte AP Freisetzung werden Anderungen innerhalb der
amyloidogenen Prozessierung und der AB-Degradation besonders deutlich.

Grimm et al. publizierten bereits den Einfluss von a-TP auf Gesamt-Ap [143]. Um die Ergebnisse erneut
zu verifizieren, wurde dieses Experiment wiederholt. Zudem entstand durch die zeitgleiche Inkubation
der Zellen und analoge Behandlung der Proben eine hohere Vergleichbarkeit der Ergebnisse fur o-TP

und a-TT untereinander. Dieser Vergleich stellt ein entscheidendes Ziel dieser Arbeit dar.
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Abbildung 11 Einfluss von a-TT auf Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-APP Zellen

Die mit a-TT behandelten SH-SY5Y-APP Zellen zeigten eine signifikante Erhdhung des Gesamt-Af
(116,7% + 3,1%, p <0,001, n=16). 100% der Kontrolle entsprechen 8,9ng/ml Gesamt-Ap. Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).
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Gesamt- A : SH-SY5Y APP
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Abbildung 12 Einfluss von o-TP auf Gesamt-Af aus SH-SY5Y-APP Zellen

Die mit a-TP behandelten SH-SY5Y-APP Zellen zeigten eine signifikante Erhéhung des Gesamt-AfB
(114,7% + 3,2%, p <0,01, n=16). 100% der Kontrolle entsprechen 8,9ng/ml Gesamt-Af. Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (** p<0,01).

Die Western Blot Analyse des Gesamt-AfB aus SHSY5Y-APP Zellen zeigte im Vergleich mit den
Kontroll-Zellen eine signifikante Erhohung der Ap Konzentration in Zellen, die mit a-TT (116,7% +
3,1%, p <0,001, n=16) (Abbildung 11) oder a-TP (114,7% + 3,2%, p <0,01, n=16) (Abbildung 12)

behandelt wurden.

4.15.1.2 Einfluss von a-TT auf Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-WT Zellen

Um den nicht-physiologischen Effekt der APPggs Uberexpression bei Verwendung von SH-SY5Y APP
Zellen auszuschlieRen und die Wirkung von o-TT auf einem Zellsystem mit natiirlicher AB Freisetzung
zu testen, wurden das Gesamt-AP zusétzlich aus SH-SY5Y WT Zellen bestimmt.
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Abbildung 13 Einfluss von o-TT auf Gesamt-A aus SH-SY5Y-WT Zellen

Die mit o-TT behandelten SH-SY5Y-WT Zellen zeigten eine signifikante Erhéhung des Gesamt-Ap
(146,7% = 2,3%, p<0,001, n=4). 100% der Kontrolle entsprechen 3,1ng/ml Gesamt-Ap. Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).

Das quantifizierte Gesamt-Ap der Western Blot Analyse aus SH-SY5Y-WT Zellen zeigte eine
deutlichere Erhohung der Ap Konzentration der mit a-TT behandelten Zellen (146,7% =+ 2,3%, p <0,001,
n=4) im Vergleich mit der Gesamt-Ap-Detektion aus SHSY5Y-APP Zellen (Abbildung 13). Dieser
starke Effekt lasst sich dadurch erkldren, dass in SH-SY5Y WT Zellen, die Ap-Degradation weniger
aktiv verlauft als in SH-SY5Y APP Zellen die an eine dauerhaft hohe AB-Konzentration und die
Degradation dieser adjustiert sind. Somit fiihrt eine Steigerung der AB-Produktion zu einem starken

Anstieg der AB-Konzentration im Medium.
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4.15.2 Einfluss von o-TP und a-TT auf die Aktivitit der - und y- Sekretase

Um zu determinieren, ob die Erhéhung des Gesamt-Ap einer Beeinflussung des anabolen oder katabolen
Ap-Stoffwechsels zugrunde liegt, wurde die Aktivitit der - und y-Sekretase untersucht. Diese bilden
AP proteolytisch aus APP und sind somit ein mafigebliches Element des anabolen Ap-Stoffwechsels
[47,392].

4.15.2.1 Einfluss von a-TP und o-TT auf die Aktivitdt der B- und y- Sekretase auf lebenden Zellen

Fir die Analyse des Eiflusses von a-TP und o-TT auf die - und y- Sekretase erfolgte zunéchst die
Untersuchung der Aktivitdt der Sekretasen auf intakten, lebenden Zellen. Hierfiir wurden SH-SY5Y-
WT Zellen fiir 8 und 16Std. mit 10uM o-TP und o-TT inkubiert und anschlieBend die Sekretaseaktivitét
fluorometrisch gemessen (3.2.3.9.1). Dies geschah unter zusétzlicher Verwendung eines - und y-
Sekretase Inhibitors um die Signale anderer, unspezifischer Sekretasen zu detektieren und von den

fluorometrischen Signal der Sekretaseaktivitdt zu subtrahieren.
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Abbildung 14 Einfluss von a-TT auf die Aktivitét der y- Sekretase auf lebenden Zellen

Die Aktivitdt der y-Sekretase in den mit a-TT behandelten SHSY5Y-WT Zellen zeigte eine signifikante
Erhohung im Vergleich zur Kontrolle (130,8% + 4,6%, p <0,001, n = 20). Die Standardabweichung wird
durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,
ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).
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Abbildung 15 Einfluss von o-TP auf die Aktivitét der y- Sekretase auf lebenden Zellen

Die Aktivitdt der y-Sekretase in den mit a-TP behandelten SHSY5Y-WT Zellen zeigte eine signifikante
Erhohung im Vergleich zur Kontrolle (133,0% + 2,2%, p <0,001, n = 20). Die Standardabweichung
wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,
ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).

Bei der flourometrischen Messung der Aktivitit der y- Sekretase in SHSYS5Y-WT Zellen zeigte sich
sowohl durch die vorherige und wahrend der Messung erfolgte Inkubation mit a-TT (Abbildung 14), als
auch o-TP (Abbildung 15) eine signifikante Erhéhung im Vergleich zu der Kontrolle (a-TT: 130,8% +
4.6%, p <0,001, n = 20, o-TP: 133,0% + 2,2%, p <0,001, n = 20). Hieraus lasst sich schliellen, dass
beide Vitamin E-Derivate einen Einfluss auf die Enzymaktivitdt austben. Der genaue Mechanismus
dieser Beeinflussung l&sst sich anhand dieses Versuchsaufbaus nicht genauer bestimmen, da nicht
zwischen direktem Einfluss auf das Enzym und indirektem Einfluss, z.B. durch Verdnderung der

Expressionsrate dessen, unterschieden werden kann.
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Abbildung 16 Einfluss von o-TT auf die Aktivitit der - Sekretase auf lebenden Zellen

Die Aktivitdt der B-Sekretase in den mit a-TT behandelten SHSY5Y-WT Zellen zeigte eine signifikante
Erhohung im Vergleich zur Kontrolle (117,5% + 3,9%, p <0,001, n = 21). Die Standardabweichung
wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,
ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).
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Abbildung 17 Einfluss von o-TP auf die Aktivitét der - Sekretase auf lebenden Zellen

Die Aktivitdt der B-Sekretase in den mit o-TP behandelten SHSY5Y-WT Zellen zeigte eine signifikante
Erhéhung im Vergleich zur Kontrolle (121,8% + 2,4%, p <0,001, n = 21). Die Standardabweichung
wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,

ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).
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Auch im Fall der B-Sekretase zeigte sich durch die Inkubation der Zellen mit a-TT (Abbildung 16) bzw.
a-TP (Abbildung 17) ein signifikanter, steigernder Effekt auf die Enzymaktivitét (a-TT: 117,5% + 3,9%,
p <0,001, n = 21, o-TP: 121,8% * 2,4%, p <0,001, n = 21). Die Entschlisselung des genauen

molekularen Mechanismus dessen war auch hier Gegenstand weiterer Untersuchungen.

4.15.2.2 Einfluss von o-TP und a-TT auf die Aktivitdt der - und y- Sekretase auf post-nukledren

Fraktionen

Weiterfuhrend sollte untersucht werden, ob der signifikante Effekt von a-TP und a-TT auf die Aktivitat
der B- und y- Sekretase auf lebenden Zellen durch direkten oder indirekten Einfluss auf die Sekretasen
zustande kommt. Um den direkten Einfluss von o-TP und o-TT auf die Sekretasen zu untersuchen,
wurde die Aktivitdt dieser in post-nuklearen Fraktionen fluorometrisch gemessen. Die hierfir
verwendeten Membranfragmente von SH-SY5Y-WT Zellen, wurden mit 10pM o-TP und o-TT
inkubiert (3.2.3.9.2.1). Auf diese Weise konnten indirekte Effekte auf die Sekretasen wie
Veranderungen der Genexpression oder der Cholesterinmenge in der Zellmembran ausgeschlossen

werden, da diese Prozesse den Erhalt einer intakten, lebenden Zelle voraussetzen.
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Abbildung 18 Einfluss von o-TT auf die y-Sekretase in post-nuklearen Fraktionen

Die Aktivitit der y-Sekretase in den mit a-TT behandelten post-nukledren Fraktionen zeigte eine
signifikante Erhohung im Vergleich zur Kontrolle (118,3% + 45%, p = 0,02, n = 6). Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (* p<0,05).
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Abbildung 19 Einfluss von a-TP auf die y-Sekretase in post-nukledren Fraktionen

Die Aktivitdt der y-Sekretase in den mit a-TP behandelten post-nukledren Fraktionen zeigte eine
signifikante Erhoéhung im Vergleich zur Kontrolle (122,6% + 5,1%, p = 0,008, n = 6). Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (** p<0,01).

Bei der Untersuchung der y-Sekretase Aktivitat auf post-nukledren Fraktionen zeigte sich, wie auch
schon auf lebenden Zellen, eine erhéhte Enzymaktivitat nach der Inkubation mit o-TT (118,3% + 4,5%,
p =0.02, n = 6) (Abbildung 18) und o-TP (122,6% =* 5,1%, p = 0,008, n = 6) (Abbildung 19). Dies legt
nahe, dass der zuvor beobachtete Effekt vorwiegend durch eine direkte Beeinflussung der y-Sekretase
durch die Vitamin E-Derivate entsteht, da Einwirkungen auf die Genexpression durch die Herstellung

von Membranfragmenten ausgeschlossen werden.
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Abbildung 20 Einfluss von a-TT auf die B-Sekretase in post-nukledren Fraktionen
Die Aktivitdt der B-Sekretase in den mit a-TT behandelten post-nukledren Fraktionen zeigte eine

signifikante Erhoéhung im Vergleich zur Kontrolle (116,3% + 3,3%, p = 0,007, n = 6). Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (** p<0,01).
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Abbildung 21 Einfluss von o-TP auf die f-Sekretase in post-nukledren Fraktionen

Die Aktivitdt der B-Sekretase in den mit a-TP behandelten post-nukledren Fraktionen zeigte eine
signifikante Erh6hung im Vergleich zur Kontrolle (116,3% + 3,3%, p = 0,008, n = 6). Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte
durch den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (** p<0,01).
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Auch im Fall der B-Sekretase zeigte die Inkubation mit o-TT (Abbildung 20) und a-TP (Abbildung 21)
auf post-nukledren Fraktionen eine Steigerung der Enzymaktivitat (a-TT: 116,3% * 3,3%, p = 0,007, n
= 6; a-TP: 116,3% % 3,3%, p = 0,008, n = 6). Dies legt die Vermutung nahe, dass die Wirkung der
Vitamin E-Derivate auf die B-Sekretase durch eine direkte Beeinflussung des Enzyms ablauft.

Sowohl im Fall der y-, als auch B-Sekretase lasst sich ein zusétzlicher Effekt von a-TP und o-TT auf die
Genexpression der Enzyme nicht ausschlieBen. Durch die starke Ahnlichkeit der Effektstirken der B-
Sekretase-Aktivitat bei der Messung dieser auf lebenden Zellen und post-nukleéren Fraktionen lasst sich
jedoch vermuten, dass besonders hier der direkte Effekt der Vitamin E-Derivate eine dominante Rolle

spielt.

4.1.5.3 Einfluss von a-TP und a-TT auf Gesamt-44 in SH-SY5Y-4-CTF-Zellen

Um den Einfluss von a-TP und o-TT auf die Aktivitdt der y-Sekretase auf Grundlage eines anderen
experimentellen Ansatzes zu verifizieren, erfolgte die Quantifizierung des Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-
B-CTF Zellen (Tabelle 4). Da diese Zelllinie nur die letzten 99 C-terminalen Aminosauren von humanem
APPsgs (B-CTF) exprimiert, ist das im Medium dieser Zellen angereicherte AP ausschlieSlich auf den
Schnitt der y-Sekretase zurtickzufiihren.

Die Zellen wurden hierfiir 8 und 16Std mit 10uM o-TP und o-TT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Detektion des Gesamt-Ap mittels Western Blot Analyse (3.2.3.4-3.2.3.7). Der Effekt von o-TP auf das
Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-B-CTF Zellen wurde bereits 2015 durch Grimm et. al untersucht. Um eine
bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Inkubation mit o-TT und a-TP zu erreichen, erfolgte eine
Wiederholung dieses Versuchs. Die zuvor von Dr. Christoph Stahlmann erarbeiteten Ergebnisse fir o-

TP wurden mit den im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Ergebnissen verrechnet [143].

Gesamt-AB: SH-SY5Y C99

[%] . Abbildung 22 Einfluss von o-TT auf Gesamt-AB
in SH-SY5Y-B-CTF Zelle

Die mit a-TT behandelten SH-SY5Y-B-CTF
Zellen zeigten eine signifikante Erhohung des
Gesamt-Ap im Vergleich zur Kontrolle (133,6%
+ 2,8%, p < 0,001, n = 12). 100% der Kontrolle
entsprechen  10,0ng/ml  Gesamt-Ap.  Die
Standardabweichung wird durch die
Fehlerbalken  angezeigt. Die  Statistische
Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,
ungepaarten Student‘s t-Test (*** p<0,001).
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Gesamt-AB: SH-SY5Y C99
Abbildung 23 Einfluss von a-TP auf Gesamt-Af
% o« in SH-SY5Y-B-CTF Zellen

Die mit o-TP behandelten SH-SY5Y-B-CTF
Zellen zeigten eine signifikante Erhdhung des
Gesamt-Ap im Vergleich zur Kontrolle (114,7%
+ 3,1%, p < 0.05, n = 15). 100% der Kontrolle
entsprechen  10,0ng/ml  Gesamt-Af.  Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken
angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte
durch den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-
Test (* p<0,05).

——

100

% der Kontrolle

Entsprechend des direkten Effekts von a-TP und a-TT auf die y-Sekretase in post-nukledren Fraktionen,
konnte auch ein signifikanter Anstieg des Gesamt-Ap von SH-SY5Y-B-CTF-Zellen auf 133,6% (+
2,8%, p < 0,001, n = 12) unter Einfluss von o-TT (

Abbildung 22) und auf 114,7% (£ 3,1%, p < 0,05, n = 15) unter Einfluss von a-TP (Abbildung 23)

gezeigt werden.

4.15.4 Einfluss von o-TP und a-TT auf sAPPS

Um den Effekt von o-TP und o-TT auf die B-Sekretase mit einem weiteren experimentellen Ansatz zu
verifizieren, wurde sAPPp aus konditioniertem Medium von mit a-TP und o-TT behandelten SH-SY5Y-

APP Zellen detektiert.
sAPPp entsteht als 10sliches Fragment durch den Schnitt der B-Sekretase im APP und lasst auf die

Funktion dieser zurtickschlieBen [83].
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Abbildung 24 Einfluss von o-TT auf sAPPJ

Die mit a-TT behandelten Zellen zeigen eine signifikante Steigung der sAPPB-Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle (136,8% * 3,3%, p = 0,004, n = 3). Die Standardabweichung wird durch die
Fehlerbalken angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen, ungepaarten
Student‘s t-Test (** p<0,01).
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Abbildung 25 Einfluss von a-TP auf sAPPf

Die mit a-TP behandelten Zellen zeigten eine Steigung der sAPPB-Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle (108,8% + 3,4%, p = 0,06, n = 10). Die Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken
angezeigt. Die Statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test

(n.s. = nicht signifikant)
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Analog zu dem auf lebenden Zellen und post-nukledren Fraktionen demonstrierten Effekten konnte im
Fall von a-TT eine vermehrte B-Sekretaseaktivitat tiber eine Erhéhung des sAPPp auf 136,8% (+ 3,3%,
p = 0,004, n = 3) (Abbildung 24) im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. Durch den Einfluss von
a-TP kam es zu einer leichten Erhéhung der sAPPB-Konzentration auf 108,8% (+ 3,4%, p = 0,06, n =
10) (Abbildung 25). Diese Ergebnisse zeigten dennoch eine Tendenz in Richtung einer vermehrten
Aktivitdt der B-Sekretase.

4155 Einfluss von a-TP und a-TT auf die Gen-Expression von - und y-Sekretase kodierenden

Genen

Neben dem direkten Effekt von a-TP und a-TT auf die Aktivitét der B- und y-Sekretase wurde auch der
indirekte Effekt (ber die Analyse der Genexpression untersucht. Hierfiir erfolgte die Inkubation von
SH-SY5Y WT Zellen 8 und 16Std mit 10uM a-TP und a-TT. Nach anschlieender RNS-Isolation und
cDNS-Synthese wurde eine quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion von - und y-Sekretase
kodierenden Genen durchgefihrt. Im Vergleich mit einem Haushaltsgen erfolgte die Unterscuhung der
Expression von BACEL fiir die Analyse der B-Sekretase, sowie PSEN1, PSEN2, NICSTN, PSENEN,
APH1A und APH1B fiir die Analyse des y-Sekretasekomplexes.
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Abbildung 26 Einfluss von a-TT auf die Gen-
Expression von - und y-Sekretase
kodierenden Genen

Die Expression der [B- und vy-Sekretase
| WS TS MsSe NS NS NS, kodierenden Gene zeigte abgesehen von
APH1A keinen signifikanten Effekt auf die
Behandlung mit o-TT. BACEL = B-site APP
*x%  cleaving enzyme 1: 93,2% + 4,3%, p = 0,14,
n=28; PSEN1 = presenilin 1: 107,9% + 5,5%,
p =017, n = 9; PSEN2 = presenilin 2:
102,1% £ 6,0%, p = 0,73, n =9; NCSTN =
nicastrin: 110,4% + 6,6%, p = 0,13, n = 9;
PSENEN = presenilin-enhancer 2: 95,7% =
5,2%, p = 0,42, n = 9; APHla = anterior-
pharynx-defective 1 a: 105,4% + 3,8%, p =
0,18, n = 9; APHI1b = anterior-pharynx-
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v Fehlerbalken angezeigt. Die statistische

Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,
ungepaarten Student‘s t-Test (n.s. nicht
signifikant, *** p<0,001).

Komponenten des y-Sekretase
Komplexes
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Abbildung 27 Einfluss von o-TP auf die Gen-
Expression von 3- und y-Sekretase
kodierenden Genen

Die Expression der p- und vy-Sekretase
kodierenden Gene zeigte abgesehen von
BACE1 keinen signifikanten Effekt auf die
100 = Behandlung mit o-TP. BACE1 = B-site APP
= cleaving enzyme 1: 83,4% + 5,4%, p = 0,007,
n=8; PSENL1 = presenilin 1: 96,8% * 4,0%, p
=0,4, n =9; PSEN2 = presenilin 2: 94,1% +
4,0%, p = 0,2, n =9; NCSTN = nicastrin:
95,9% + 5,7%, p = 0,5, n = 9; PSENEN =
presenilin-enhancer 2: 103,3% + 7,6%, p =
0,7, n = 9; APHla = anterior-pharynx-
defective 1 a: 95,6% + 5,5%, p=0,4,n=09;
APHIb = anterior-pharynx-defective 1 b:
&SSP 1014% x 59%, p = 08 n = 9. Die
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K Fehlerbalken angezeigt. Die statistische
Komponenten des y-Sekretase  Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen,

Komplexes ungepaarten Student‘s t-Test (n.s. nicht
signifikant, ** p<0,01).
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Die Behandlung der Zellen mit o-TT zeigte keine Auswirkungen auf die Genexpression des -Sekretase-
Gens BACEL (Abbildung 26). Dies lasst darauf schliel}en, dass die zuvor gesehene Erhohung der -
Sekretaseaktivitdt weniger auf einen indirekten als auf einen direkten Effekt von a-TT auf die -
Sekretase zurlickzufuhren ist. Die Genexpression der Proteine die den y-Sekretasekomplex bilden
zeigen ein dhnliches Ergebnis (PSEN1: 107,9% + 5,5%, p = 0,17, n = 9; PSEN2: 102,1% * 6,0%, p =
0,73,n=9; NCSTN: 110,4% * 6,6%, p=0,13,n =9; PSENEN: 95,7% + 5,2%, p= 0,42, n = 9; APH1a:
105,4% * 3,8%, p = 0,18, n = 9). Ausnahme bildete hier APH1b, bei welchem eine Reduktion der
Expression auf 85,2% (* 3,4%, p < 0,001, n = 9) im Vergleich zu dem Haushaltsgen Aktinf} zu sehen
war. Dies lasst vermuten, dass die zuvor gezeigte Erhhung der y-Sekretaseaktivitat vornehmlich auf

einen direkten Effekt des a-TT auf die y-Sekretase zurtickfuhren ist.

Die mit o-TP behandelten Zellen zeigten einen signifikanten Effekt auf die Expression des BACE1 Gens
(83,4% + 5,4%, p = 0,007, n = 8) (Abbildung 27). Dies deutet eine indirekte Senkung der -
Sekretaseaktivitat durch a-TP an, wobei dieser Effekt gering ist. Die Genexpression der Proteine des y-
Sekretasekomplexes wurde durch die Behandlung der Zellen mit a-TP nicht beeinflusst (PSEN1: 96,8%
+4,0%, p=0,4,n=09; PSEN2: 94,1% + 4,0%, p=0,2,n =9; NCSTN: 95,9% £ 5,7%,p=0,5,n=9;
PSENEN: 103,3% + 7,6%, p = 0,7, n = 9; APHla: 95,6% * 5,5%, p = 0,4, n = 9; APH1b: 101,4% +
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5,9%, p = 0,8, n =9.) Somit ist fir diese Protease der direkte Effekt auf die Enzymaktivitat vermutlich

vorherrschend.

Die Ergebnisse der Echtzeit Polymerasekettenreaktion legen nahe, dass die Beeinflussung der Gen-
Expression durch o-TT und o-TP mit unterschiedlichen Schwerpunkten ablauft, da die Expression
unterschiedlicher Gene verschiedenstark gesteigert wurde. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
vorausgegangenen experimentellen Beobachtungen, dass die Vitamin E Derivate unterschiedliche
Effekte aufweisen [478].

4.1.5.6 Einfluss von a-TT auf die Proteinlevel

In der quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion konnte gezeigt werden, dass a-TT auf die - und
einen GroBteil der y-Sekretase determinierenden Gene keinen Einfluss hat. Um dieses Ergebnis zu
verifizieren, wurden die Proteine BACEL, Presenilin 1 und Nicastrin mittels Western Blot Analyse
guantifiziert. Hierfur erfolgte die Verwendung der Lysate von SH-SY5Y-WT Zellen, die zuvor 8 und
16Std mit 10uM o-TT inkubiert worden waren.
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Abbildung 28 Einfluss von a-TT auf die Proteinexpression von BACEL, PS1 und Nicastrin

Die mit o-TT behandelten Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede auf die Expression von
BACE 1 (97,8% % 3,2%, p=0,68,n =7), PS1 (79,8% £ 12,6%, p = 0,24, n = 8) und Nicastrin (91,8%
+ 3,9%, p = 0,13, n = 4). Die Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die
statistische Auswertung erfolgte durch den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (n.s. nicht
signifikant).

Die Expression der Proteine BACEL1 (97,8% % 3,2%, p = 0,68, n=7), Presenilin 1 (79,8% + 12,6%, p =
0,24, n = 8) und Nicastrin (91.8% + 3.9%, p = 0,13, n = 4) wurde durch die Behandlung der Zellen mit
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a-TT nicht signifikant verandert (Abbildung 28). Dieses Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass die in
lebenden Zellen gezeigte Steigerung der - und y-Sekretaseaktivitét nicht durch einen indirekten Effekt
von o-TT auf die Genexpression von Proteinen zurlickzufiihren ist. Ein ausschlieflich direkter Effekt

auf die Sekretasen wird so wahrscheinlicher.

416 Einfluss von a-TP und o-TT auf die Degradation von A

Im katabolen AP-Stoffwechsel wird das entstandene Peptid durch diverse Enzyme, wie das Insulin-
abbauende Enzym (engl. Insulin-degrading Enzyme, IDE), Neprilysin, oder unspezifische Matrix-
Metalloproteasen abgebaut [16]. Eine Anderung der Gesamt-AB-Konzentration kann neben einer
gesteigerten oder verringerten Ap-Produktion auch auf eine Modulation des AB-Abbaus zuriickzufiihren
sein. Um dies zu untersuchen, erfolgte die Inkubation von N2a Zellen mit o-TP und o-TT sowie
humanem AB1-40 (3.2.1.3). Das im konditionierten Medium verbliebene, nicht degradierte Ap wurde
anschlieRend mittels Western Blot Analyse (3.2.3.5-3.2.3.7) detektiert. Um das wéhrend der
Inkubationszeit von den Zellen produzierte murine A von der Quantifizierung auszuschlielRen, erfolgte

die Verwendung des monoklonalen Antikdrpers W02, der ausschlieBlich humanes A bindet.

Ap - Degradation: N2a
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Abbildung 29 Einfluss von o-TT auf die Ap-Degradation

Die mit a-TT behandelten Zellen zeigten eine signifikante Erh6hung des verbleibenden A (Abbildung
29 A) und somit eine Reduktion der Degradation (82,1% + 3,7%, p = 0,003, n = 6) (Abbildung 29 B).
Die Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte
durch den zweiseitigen, ungepaarten Students t-Test (¥* p<0,01).
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Abbildung 30 Einfluss von o-TP auf die AB-Degradation

Die mit a-TP behandelten Zellen zeigten eine signifikante Erhéhung des verbleibenden Ap (Abbildung
30 A) und somit eine Reduktion der Degradation (77,6% % 2,5%, p = 0,001, n = 6) (Abbildung 30 B).
Die Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte
durch den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (** p<0,01).

Die Auswertung des im konditionierten Medium verbliebenen humanen AP zeigt eine signifikante
Erh6hung im Vergleich mit den Kontrollproben (Abbildung 29). Durch Bildung des Kehrwerts der
densiometrisch quantifizierten AB-Banden liel? sich die Aktivitat der AB-Degradation errechnen. Diese
wurde bei mit o-TT behandelten Zellen von 100% auf 82,1% (* 3,7%, p = 0,003, n = 6) reduziert. Die
mit o-TP inkubierten Zellen zeigten eine Reduktion auf 77,6% (+ 2,5%, p = 0,001, n = 6) (Abbildung
30). Hieraus lasst sich schlieRBen, dass die Erhthung des Gesamt-Ap neben der Induktion der Ap-

produzierenden Enzyme auch auf eine Reduktion des Ap-Abbaus zurtickgeht.

4.1.6.1 Einfluss von o-TT auf die IDE unabhdngige Degradation von Ap

IDE spielt eine entscheidende Rolle im Abbau von A [329] und l&sst sich durch verschiedene Stoffe
und Mechanismen in seiner proteolytischen Téatigkeit beeinflussen [174]. Im folgenden Experiment
wurde untersucht, inwieweit die Reduktion der Ap-Degradation durch o-TP und o-TT auf eine
Modulation der IDE-Wirkung zurtick geht. Hierfir erfolgte wie in 4.1.6 erléutert die Inkubation von
NZ2a Zellen mit a-TT und humanem AB1-40. Zudem wurden zu jedem Inkubationsschritt 10uM Insulin
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als kompetitiver Inhibitor von IDE gegeben. So konnte die AB-Degradation unabhéngig von IDE

untersucht werden.
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Abbildung 31 Einfluss von a-TT auf die IDE unabhéngige Ap-Degradation

Die mit a-TT und Insulin inkubierten Zellen zeigen keinen signifikanten Unterschied im verbleibenden
AP (Abbildung 31 A) bzw. der Ap-Degradation (98,8% + 2,3%, p = 0,09, n = 6) (Abbildung 31 B). Die
Standardabweichung wird durch die Fehlerbalken angezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte durch
den zweiseitigen, ungepaarten Student‘s t-Test (n.s. nicht signifikant).

Unter Anwesenheit des kompetitiven IDE Inhibitors Insulin zeigt sich kein signifikanter Effekt von a-
TT auf die Ap-Degradation (98,8% + 2,3%, p = 0,09, n = 6) (Abbildung 31). Da der AB-Abbau im
vorangegangenen Versuch ohne Insulin jedoch signifikant reduziert war, lasst sich schlussfolgern, dass

der Einfluss von o-TP Uber einen Mechanismus zustande kommt, bei welchem IDE eine entscheidende

Rolle spielt.
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4.2 Ergebnisse aus Kooperationen im Rahmen weiterer Projekte

4.2.1  Vitamin D und seine Analoga reduzieren die AB-Synthese und steigern die AB-Degradation

Die in diesem Kapitel dargestellten Daten wurden im International Journal of Molecular Sciences
publiziert.

Marcus O. W. Grimm, Andrea Thiel, Anna A. Lauer, Jakob Winkler, Johannes Lehmann, Liesa Regner,
Christopher Nelke, Daniel Janitschke, Céline Benoist, Olga Streidenberger, Hannah Stétzel, Kristina
Endres, Christian Herr, Christoph Beisswenger, Heike S. Grimm, Robert Bals, Frank Lammert, Tobias
Hartmann. Vitamin D and Its Analogues Decrease Amyloid-B (AB) Formation and Increase Ap-
Degradation. Int. J. Mol. Sci., 2017, PMID: 29257109

Im Rahmen epidemiologischer Studien konnte ein Zusammenhang zwischen Vitamin D-Mangel und
AD nachgewiesen werden [15]. Es zeigte sich ein reduzierter Vitamin D-Spiegel von AD-Patienten
[225,297]. Zudem wird in der Literatur ein Einfluss von Vitamin D auf die AB-Homoostase diskutiert
[142]. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar.

Als zu untersuchende Analoga, wurden in dieser Studie Vitamin D-Analoga ausgewahlt, die im Rahmen
der Therapie von Vitamin D-Mangel Verwendung finden: Maxacalcitol, Calcipotriol, Afacalcidiol,
Paricalcitol, Doxercalciferol [39]. Diese wurden im Vergleich mit 25(0OH) Vitamin D3 untersucht, das
im Vergleich zu 1,25 (OH)2 Vitamin D3 eine langere Halbwertszeit im Serum aufweist [452]. Um den
Effekt von Vitamin D und seinen Analoga auf die AB-Homdoostase zu untersuchen, erfolgte zunachst
die Bestimmung des Gesamt-AB im Medium von SH-SY5Y APP Zellen, welche fir 24h mit Vitamin D
und den oben genannten Analoga inkubiert wurden. Die Inkubationskonzentration betrug hierbei
100nM. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zellviabilitit der behandelten Zellen im
Vergleich mit den Kontrollzellen detektiert werden.

Die Bestimmung des Gesamt-Ap erfolgte in gemeinsamer Zusammenarbeit mit Céline Benoist. Hier
zeigte sich eine signifikante Reduktion von Gesamt-Af nach Inkubation mit 25(OH) Vitamin D3
(Calcifediol: 55,1 = 4,2%, p<0,001). Sowohl die Vitamin D3, als auch Vitamin D2 Analoga fiihrten zu
einer signifikanten Reduktion des Gesamt-Ap (Maxacalcitol: 78,2 + 3,1%, p = 0,031; Calcipotriol: 68,2
+ 7,2%, p = 0,017, Alfacalcidol: 60,3 + 4,3%, p = 0,002, Paricalcitol: 56,3t 8,2%, p = 0,005;
Doxercalciferol: 70,9 + 8,6%, p = 0,037). Eine ANOVA Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede

der AB-Spiegel zwischen den einzelnen Vitamin D-Analoga.
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Abbildung 32 Einfluss von Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und
Doxercalciferol auf Gesamt-Ap aus SH-SY5Y-APP Zellen

Die mit Calcifediol, Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol, Paricalcitol und Doxercalciferol
behandelten SH-SY5Y-APP Zellen zeigten eine signifikante Reduktion des Gesamt-Ap (Calcifediol:
55,1 + 4,2%, p < 0,001, Maxacalcitol: 78,2 + 3,1%, p = 0,031; Calcipotriol: 68,2 + 7,2%, p = 0,017,
Alfacalcidol: 60,3 + 4,3%, p = 0,002, Paricalcitol: 56,3+ 8,2%, p = 0,005; Doxercalciferol: 70,9 £ 8,6%,
p = 0,037, Mittelwert aller: 66,8 = 3,9%, p < 0,001). Die Standardabweichung wird durch die
Fehlerbalken angezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte durch post hoc ANOVA (*** p<0,001; **
p=<0,01; * p<0,05).

Um den nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg zu untersuchen, erfolgte die Bestimmung der a-
Sekretaseaktivitat auf lebenden SH-SY5Y WT Zellen in Anwesenheit von 25(0OH) Vitamin D3 sowie
der Vitamin D3- und D2-Analoga. Hier zeigten 25(OH) Vitamin D3 und Paricalcitol eine signifikante
Reduktion der a-Sekretaseaktivitét (Calcifediol: 114,5 + 4,5%, p = 0,015; Paricalcitol: 113,9 + 4,7%, p
=0,023). Zudem erfolgte eine Untersuchung der B-Sekretaseaktivitat auf post-nukledren Fraktionen von
SH-SY5Y WT Zellen nach Inkubation dieser mit 25(OH) Vitamin D3 und Vitamin D2- sowie D3
Analoga. Mit Ausnahme von Calcifediol ergab sich eine signifikante Reduktion der B-Sekretaseaktivitét
in allen Vitamin D-Analoga (Maxacalcitol: 91,7 + 2,3%, p = 0,016; Calcipotriol: 94,7 £ 1,0%, p = 0,023;
Alfacalcidol: 94,1 £ 1,3%, p = 0,018; Paricalcitol: 93,2 + 1,6%, p = 0,013; und Doxercalciferol: 90,7 +
1,0%, p <0,001). Im Rahmen einer Bestimmung der B-Sekretaseaktivitat auf lebenden SH-SY5Y Zellen
in Anwesenheit von 25(0OH) Vitamin D3 sowie den Vitamin D3- und D2-Analoga ergab sich eine

signifikante Reduktion der B-Sekretaseaktivitat durch und die Vitamin D3-Analoga Maxacalciol und
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Alfacalcidol (Calcifediol: 74,4 + 6,3%, p = 0,009; Maxacalciol: 69,2 £+ 5,0%, p = 0,0014; Alfacalcidol:
67,5 + 7,1%, p = 0,004). Hieraus ldsst sich schlieBen, dass neben dem direkten Effekt auf die p-
Sekretase, ein Uber Genexpression oder Proteinstabilitat erfolgender, indirekter Effekt durch die Vitamin
D Analoga vorliegt.

Um den Effekt auf die p-Sekretase durch Calcifediol im Rahmen eines weiteren experimentellen
Ansatzes zu verifizieren, wurde sAPPB im Medium von mit Calcifediol inkubierten SH-SY5Y APP
Zellen bestimmt. Hier zeigte sich eine Reduktion des sAPPP auf 76,9 % (sAPPB: 76,9 + 1,8%, p =
0,0018), wodurch die Ergebnisse der fluorometrischen B-Sekretaseaktivitatshestimmung gestutzt
werden. Um den Effekt der Vitamin D-Analoga auf die B-Sekretase in einem ex vivo Modell zu
untersuchen, erfolgte die fluorometrische Analyse von Vitamin D-defizienten, homogenisierten
Maushirnen. Die Vitamin D defizienten Maushirne enthielten einen 23%ig reduzierten Spiegel von
25(0H) Vitamin D3 im Vergleich mit den Kontrollen. Ein Homogenat der Vitamin D-defizienten-,
sowie Kontroll-Maushirne wurde verwendet um die Aktivitdt der 3-Sekretase mit und ohne Zusatz von
Vitamin D Analoga zu bestimmen. Auch hier zeigte sich eine hohere B-Sekretaseaktivitat in Vitamin D-
defizienten Maushirnen im Vergleich mit der Kontrolle. In den mit Calcifediol und Doxercalciferol
behandelten Vitamin D-defizienten Homogenaten ergab sich eine signifikante Reduktion der -
Sekretaseaktivitat fur Calcifediol und Doxercalciferol (Calcifediol, p = 0,026; Doxercalciferol: p =
0,040). Calcifediol, Alfacalcidol und Maxacalcitol zeigten zudem eine signifikante Reduktion der -
Sekretaseaktivitat in den Homogenaten der Kontroll-Maushirne (Calcifediol, p = 0,028; Alfacalcidol, p
= 0,050; Maxacalcitol, p = 0,015).

Um den Effekt von 25(OH) Vitamin D3 sowie der Vitamin D3- und D2-Analoga auf die Genexpression
der B-Sekretase zu untersuchen, erfolgte eine Echtzeit Polymerasekettenreaktion von BACE1 aus SH-
SY5Y WT Zellen. Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion der BACE1-Genexpression durch
Calcifediol, Calcipotriol, und Alfacalcidol (Calcifediol: 80,8 £ 2,9%, p = 0,003; Calcipotriol: 75,4
8,1%, p = 0,040; Alfacalcidol: 70,3 = 5,4%, p = 0,006). Im Einklang mit diesen Ergebnissen kam es
zudem zu einer signifikanten Reduktion des mittels Western Blot Analyse bestimmten Proteinlevels fiir
BACEL1 in SH-SY5Y WT Zellen, welche mit Calcifediol, sowie den Vitamin D3- und D2-Analoga mit
Ausnahme von Alfacalcidol behandelt wurden (Calcifediol: 54,1 £ 5,7%, p = 0,004, Maxacalcitol: 71,4
+ 5,8%, p = 0,020; Calcipotriol: 68,9 + 2,8%, p = 0,009; Alfacalcidol: 77,6 £ 8,4%, p = 0,099,
Paricalcitol: 63,2 + 4,2%, p = 0,005; Doxercalciferol: 74,3 + 5,4%, p = 0,025).

Um den Effekt von Vitamin D3- und D2-Analoga auf die AB-Degradation zu untersuchen, erfolgte die
Behandlung muriner Neuroblastomzellen, N2a Zellen, mit den entsprechenden Substanzen und
humanem, synthetischem A. 25(OH) Vitamin D3, Calcifediol, sowie die Vitamin D3- und D2-Analoga
zeigten eine signifikante Steigerung der AP-Degradation (Calcifediol: 119,6 + 4,5%, p = 0,034;
Maxacalcitol: 164,5 + 6,3%, p = 0,009; Calcipotriol 202,1 + 4,2%, p = 0,002; Alfacalcidol: 123,5
3,5%, p = 0,046; Paricalcitol: 168,7 £ 2,6%, p = 0,002; Doxercalciferol: 158,2 + 2,8%, p = 0,003).
Zudem wurde der Einfluss der Vitamin D3- und D2-Analoga auf die Ap-Degradation in Vitamin D-
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defizienten Maushirnen untersucht. Hierflr erfolgte die Inkubation der Vitamin D-Analoga im Rahmen
eines ex vivo Experiments. Maxacalcitol, Calcipotriol, Alfacalcidol und Paricalcitol zeigten auch hier
eine signifikante Steigerung der AB-Degradation (Maxacalcitol: 128,3 + 1,3%, p = 0,001; Calcipotriol:
123,8 £ 6,2%, p = 0,041; Alfacalcidol: 120,0 £ 4,5%, p = 0,027; Paricalcitol: 112,2 + 3,1%, p = 0,043).

Im Rahmen einer Echtzeit Polymerasekettenreaktion von SH-SY5Y WT Zellen, die mit den Vitamin D-
Analoga behandelt wurden, konnte eine Erhéhung der Expression von NEP, welches eines der
dominanten Proteine der AP-Degradation darstellt [183] nachgewiesen werden. Eine signifikante
Steigerung der NEP-Expression ergab sich bei Zellen, die mit Alfacalcidol, Maxacalcitol, und
Paricalcitol behandelt wurden (Alfacalcidol: 113,8 + 5,0%, p = 0,021; Maxacalcitol: 119,1 + 7,3%, p =
0,026; Paricalcitol 111,6 £ 3,0%, p = 0,003).

Fir Alfacalcidol und Paricalcitol zeigte sich zudem eine signifikante Steigerung der NEP-Aktivitat
(Alfacalcidol: 165,2 + 16,5%, p = 0,029; Paricalcitol: 201,8 + 35,3%, p = 0,029).

Da Entzindungsprozesse eine entscheidende Rolle fiir die Pathogenese der Alzheimer Erkrankung
spielen, erfolgte zudem die Untersuchung des Effekts der Vitamin D-Analoga auf den Interleukin-1p
(1-1B)-Spiegel [425]. Dieses wurde ausgewdhlt, da es in der Literatur als Initiator wvon
Entzlindungsprozessen beschrieben wird [82] und in erh6htem MaRe in den Hirnen von AD-Patienten
festgestellt werden konnte [46]. Hierflr erfolgte die Bestimmung des IL-1B-Spiegels mittels ELISA
Analyse. Maxacalcitol, Calcipotriol, und Alfacalcidol zeigten eine signifikate Reduktion der IL-1p-
Spiegel auf 71,4%, 84,4%, und 76,6%, (Maxacalcitol: 71,4 £ 9,3%, p = 0,044; Calcipotriol: 84,4 + 4,6%,
p = 0,050; Alfacalcidol: 76,6 + 2,7%, p = 0,005). Calcifediol und Doxercalciferol demonstrierten
ebenfalls eine Tendenz zur Reduktion der IL-1B-Spiegel (Calcifediol: 84,7 + 8,4%, p = 0,167;
Doxercalciferol: 73,1 + 9,4%, p = 0,054). Paricalcitol hingegen flhrte zu einer Erhéhung der IL-1p-
Spiegel (Paricalcitol: 121,7 + 6,8%, p = 0,044).

4.2.2 Der Effekt von Koffein und anderen Methylxanthinen auf die AB-Homdostase in SH-SY5Y

Zellen

Die in diesem Kapitel dargestellten Daten wurden im Journal Biomolecules publiziert.

Daniel Janitschke, Christopher Nelke, Anna A. Lauer, Liesa Regner, Jakob Winkler, Andrea Thiel,
Heike S. Grimm, Tobias Hartmann, Marcus O. W. Grimm. Effect of Caffeine and Other
Methylxanthines on Ap-Homeostasis in SH-SY5Y Cells. Biomolecules, 2019, PMID: 31684105

Methylxantine sind Alkaloide, die sich von der Purin-Base Xanthin ableiten. In der Literatur wird den
Methylxanthinen eine positive Wirkung auf neurodegenerative Erkrankungen zugesprochen, wobei der
genaue Mechanismus dieses Effekts noch nicht vollstandig bekannt ist.

Im Rahmen dieses Projekts wurde der Effekt von natiirlichem Koffein, Theobromin, Theophyllin und
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dem synthetischen Propentofyllin und Pentoxifyllin auf Prozesse der amyloidogenen Prozessierung
getestet.

Zunéchst wurde determiniert, ob die Methylxanthine einen Effekt auf das Gesamt-APB aufweisen.
Hierfur erfolgte die Inkubation von SH-SY5Y APP Zellen fur 8+16h mit 100uM Koffein, Theobromin,
Theophyllin, Propentofyllin oder Pentoxifyllin bzw. H20 als Kontrolle. Dabei ergab sich kein
signifikanter Effekt auf die Zellproliferation, die mittels XTT Assay bestimmt wurde. Auch die
Bestimmung der Zellviabilitat, mittels LDH-Messung, blieb unbeeinflusst. Im Hinblick auf das Gesamt-
AP zeigten alle getesteten Methylxanthine, mit Ausnahme von Theobromin eine signifikante Reduktion
des ApB-Spiegels (Koffein: 84,5% * 5,4% p = 0,0205; Theophyllin 80,2% + 7,6% p = 0,0310;
Theobromin 83,9% + 7,7% p = 0,0730;. Propentofyllin 80,2% + 6,6% p = 0,0168; Pentoxifyllin: 66,2%
* 3,9% p < 0,001).

Es folgte die Analyse der nicht-amyloidogenen Prozessierung, um zu untersuchen, ob der Gesamt-Af-
senkende Effekt der Methylxanthine ggf. durch eine Hochregulierung des nicht-amyloidogenen-Wegs
erreicht wird. Hierfiir wurde zunichst sAPPa aus SH-SY5Y APP Zellen bestimmt, die zuvor mit den
Methylxanthinen flir 8+16h inkubiert worden waren. Koffein, Theophyllin und Propentofyllin zeigten
eine signifikante Steigerung des sAPPa-Spiegels (Koffein: 131,3% + 9,5% p = 0,0070; Theophyllin:
122,8% + 8,8% p = 0,0256; Propentofyllin: 143,1% + 13,3% p = 0,0117). Pentoxifyllin und Theobromin
zeigten ebenfalls eine Steigerung des sAPPa-Spiegels, welche jedoch keine statistische Signifikanz
aufwies (Pentoxifyllin: 129,2% + 14,8%, p = 0,0741; Theobromin: 122,8% + 16,3%, p = 0,1915). Um
den Einfluss der Methylxanthine auf die a-Sekretase in einem weiteren experimentellen Ansatz zu
bestéatigen, erfolgte die fluorometrische Bestimmung der a-Sekretaseaktivitét in lebenden SH-SY5Y
WT Zellen. Auch hier ergab sich eine signifikante Steigerung der a-Sekretaseaktivitat in den mit
Methylxanthinen behandelten Zellen, im Vergleich zur Kontrolle (Koffein: 112,3% + 3,0% p = 0,0195;
Theophyllin: 122,1% + 3,8% p = 0,0026; Pentoxifyllin 114,9% + 5,2% p = 0,0385; Theobromin: 130,9%
+1,1% p < 0,001; Propentofyllin 119,6% + 4,9% p = 0,0021).

Um zu determinieren auf welchem Weg die untersuchten Methylxanthine zu einer Steigerung der a-
Sekretaseaktivitat flhren erfolgte die Bestimmung des ADAM10-Proteinlevels. Hier zeigten alle mit
Methylxanthinen inkubierte SH-SY5Y WT Zellen eine signifikante Steigerung des ADAM10-
Proteinlevels (Koffein: 229,3% * 22,4% p < 0,001; Theophyllin: 177,0 + 18,1%, p = 0,0037
Pentoxifyllin: 179,5% + 17,9%, p = 0,0028; Theobromin: 148,8% % 8,1%, p = 0,0024; Propentofyllin:
168,8% * 9,8%, p = 0,204). Eine Echtzeit Polymerasekettenreaktion von ADAM10 aus mit
Methylxanthinen inkubierten SH-SY5Y WT Zellen zeigte eine Reduktion der ADAM10-
Genexpression. Koffein erzielte hierbei im Gegensatz zu den anderen untersuchten Methylxanthinen
eine statistisch signifikante Reduktion (Koffeine: 88,4% + 8,8%, p = 0,2186; Theophyllin: 89,4% +
4,6%, p = 0,0876; Pentoxifyllin: 92,9% + 4,5%, p = 0,1067; Theobromin: 89,7% * 6,1%, p = 0,1226;
Propentofyllin: 94,5% + 8,5%, p = 0,5321). Die beobachtete Steigerung des ADAM10 Proteinlevels ist
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hiernach vermutlich eher auf eine Beeinflussung der Proteinstabilitit als der Genexpression
zuriickzufiihren. Um diese Hypothese zu verifizieren, erfolgte eine Analyse der Proteinstabilitat mittels
Cycloheximid-Behandlung von SH-SY5Y WT Zellen. Da Koffein den starksten Effekt auf das
ADAMI10 Proteinlevel gezeigt hatte, wurde es fur die Analyse der Proteinstabilitdt ausgewahlt. Im
Vergleich mit den Kontrollzellen stellte sich das ADAM10-Proteinlevel in Anwesenheit von Koffein
signifikant gesteigert dar (138,5% * 9,2% p = 0,0347), was auf eine Proteinstabilisierung von ADAM10
durch Koffein hinweist.
Neben dem indirekten Effekt der Methylxanthine auf die a-Sekretaseaktivitat, wurde mittels post-
nukledrer Fraktionen von SH-SY5Y WT Zellen auch der direkte Effekt dieser auf die a-
Sekretaseaktivitat untersucht. Hier zeigte sich kein signifikanter Effekt durch die Methylxanthine
(Koffeine: 97,7% % 0,9%, p = 0,1790; Theophyllin: 97,5% + 3,2%, p = 0,4904; Pentoxifyllin: 93,6% +
2,4%, p = 0,0628; Theobromin: 97,9% =+ 3,1%, p = 0,5708; Propentofyllin: 97,6% + 2,3%, p = 0,3980).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Methylxanthine im Hinblick auf die a-Sekretaseaktivitat
vorwiegend einen indirekten Einfluss austiben.
Neben der Steigerung der nicht-amyloidogenen Prozessierung kann auch die Reduktion der
amyloidogenen Prozessierung zu einer Reduktion des Gesamt-Af fuhren. Um den Effekt der
Methylxanthine auf die amyloidogene Prozessierung zu untersuchen, erfolgte in gemeinsamer
Zusammenarbeit mit Dr. Christopher Nelke die Bestimmung von sAPP als Indikator fur die Aktivitat
der B-Sekretase. Hierfir wurden SH-SY5Y APP Zellen fiir 8+16h mit den zu untersuchenden
Methylxanthinen bzw. H20 inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Western Blot Analyse mittels eines
sAPPB-Antikorpers. Koffein, Pentoxifyllin und Propentofyllin zeigten eine signifikante Reduktion des
sAPPB-Spiegels (Koffein: 73,7% * 8,9% p = 0,0110; Pentoxifyllin: 82,3% * 7,2%, p = 0,0298;
Propentofyllin: 86,0% + 3,1%, p < 0,001). Theophyllin und Theobromin hingegen zeigten keinen
signifikanten Effekt (Theophyllin: 109,7% + 9,2%, p = 0,3085; Theobromin: 98,7% + 8,2%, p = 0,8765).
Eine Bestimmung der B-Sekretaseaktivitat auf lebenden SH-SY5Y WT Zellen ergab, abgesehen von
Theobromin, eine signifikante Reduktion der p-Sekretaseaktivitdt durch die untersuchten
Methylxanthine (Koffeine: 85,7% + 2,3%, p < 0,001; Theophyllin: 86,4% + 3,0%, p < 0,001;
Pentoxifyllin: 79,9% + 2,8%, p < 0,001; Propentofyllin: 74,0% + 2,7%, p < 0,001, Theobromin: 95,2%
+2,6% p =0.1051).
Im Einklang mit diesen Ergebnissen zeigten auch post-nukledre Fraktionen von den Hirnen von
Wildtypméusen, die mit Koffein behandelt wurden, eine Reduktion der f-Sekretaseaktivitat (93,6% +
1,0% p = 0,0032).
Um zu untersuchen, ob die Methylxanthine einen indirekten Effekt auf die p-Sekretase aufweisen,
erfolgte die Bestimmung der BACE1 Genexpression mittels Echtzeit Polymerasekettenreaktion in SH-
SYS5Y WT Zellen. Es ergab sich eine signifikante Reduktion der Genexpression von BACE1 und des
MRNS-Spiegels durch Koffein. Theophyllin, Pentoxifyllin and Theobromin fuihrten zu einer Reduktion
der BACE1 Genexpression (Theophyllin: 82,1% + 4,9%, p < 0,001; Pentoxifyllin: 82,2% + 4,4%, p <
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0,001; Theobromin: 77,8% + 3,7%, p < 0,001).
Um den Effekt der untersuchten Methylxanthine auf die amyloidogene Prozessierung zu verifizieren,
erfolgte die Bestimmung von B-CTF unter dem Einfluss von Koffein, in An- und Abwesenheit eines y-
Sekretase Inhibitors. Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion des B-CTF in SH-SY5Y APP Zellen,
die mit Koffein inkubiert wurden, in Abwesenheit eines y-Sekretase-Inhibitors (79,5% + 2,7% p =
0,0040). Auch in Anwesenheit eines y-Sekretase-Inhibitors war eine signifikante Reduktion von B-CTF
in den mit Koffein behandelten Zellen zu beobachten (90,9% * 2,0% p = 0,0307). Die unterschiedliche
Effektstarke in An- und Abwesenheit eines y-Sekretase-Inhibitors suggeriert einen moglichen Effekt der
Methylxanthine auf die y-Sekretaseaktivitat.
Eine Bestimmung der y-Sekretaseaktivitat in lebenden SH-SY5Y WT Zellen zeigte eine signifikante
Steigerung dieser durch Koffein (108,9% % 2,7% p = 0,0062). Theobromin und Propentofyllin hingegen
fuhrten zu einer signifikanten Reduktion der Sekretaseaktivitat (Theobromin: 84,6% * 2,9% p < 0,001;
Propentofyllin 84,7% + 4,6% p < 0,001).
Zusammenfassend ergab sich ein stérkerer Effekt der Methylxanthine auf die nicht-amyloidogene
Prozessierung als auf die amyloidogene Prozessierung.
Neben der APP-Prozessierung spielen weitere Faktoren eine entscheidende Rolle in der ApP-
Homd@ostase, wie die AP-Degradation oder die Expression von APP. Zur Bestimmung der APP-
Genexpression erfolgte eine Echtzeit Polymerasekettenreaktion von SH-SY5Y WT Zellen. Hier zeigte
sich eine signifikante Reduktion der Genexpression von APP durch alle getesteten Methylxanthine, mit
Ausnahme von Propentofyllin (Koffein: 90,8% + 2,9% p = 0,0349; Theophyllin: 83,2% + 3,2%, p <
0,001; Pentoxifyllin: 93,3% + 2,7%, p = 0,0148; Theobromin: 88,8% * 2,5%, p = 0,0015; Propentofyllin:
100,6% + 13,0%, p = 0,9614). Auch das Proteinlevel von APP wurde in den mit Koffein, Theobromin
und Propentofyllin behandelten Zellen signifikant reduziert (Koffein: 85,4% + 3,6% p = 0,0118;
Theobromin: 85,5% + 5,7%, p = 0,0483; Propentofyllin: 86,1% * 5,0%, p = 0,0437).
Zur Untersuchung der AB-Degradation erfolgte die Behandlung muriner Neuroblastomzellen, N2a, mit
den untersuchten Methylxanthinen sowie humanem, synthetischem Af. Koffein und die weiteren
Methylxanthine zeigten keinen Effekt auf das verbleibende A und somit die AB-Degradation.
Oxidativer Stress spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AD. Um die Auswirkung von
Methylxanthinen auf die Produktion von ROS zu untersuchen, wurden SH-SY5Y WT Zellen und APF
verwendet. Alle untersuchten Methylxanthine demonstrierten eine signifikante Reduktion von ROS
(Koffein: 48,3% % 1,6% p <0,001; Theophyllin: 54,5% + 4,8%, p < 0,001; Pentoxifyllin: 48,8% + 3,2%,
p < 0,001; Theobromin: 39,6% = 2,7%, p < 0,001; Propentofyllin: 34,4% + 7,4%, p < 0,001). Hohe
Cholesterinwerte werden ebenfalls als Risikofaktor fur AD gewertet. Aus diesem Grund erfolgte die
Analyse eines Einflusses auf den Cholesterinspiegel durch die Methylxanthine mittels eines Amplex red
basierten Assays. Hier konnte durch Koffein und Propentofyllin eine signifikante Reduktion des
Cholesterinspiegels gezeigt werden (Koffein: 82,8% + 3,7% p < 0,001; Propentofyllin: 70,1% % 2,8% p
<0,001).
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Um einen Einfluss der Methylxanthine auf die Af42 Aggregation zu untersuchen, wurde ein Thioflavin-
T-basierter Assay verwendet. Als Positivkontrolle erfolgte die Verwendung von Epigallocatechin
Gallat, welches bekannt fiir eine Inhibition der AB-Aggregation ist. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion der AB-Aggregation durch alle getesteten Methylxanthine (Koffein: 46,7% * 9,6% p < 0,001;
Theophyllin: 47,0% + 9,8%, p < 0,001; Pentoxifyllin: 42,4% + 10,3%, p < 0,001; Theobromin: 37,3%
+7,7%, p < 0,001; Propentofyllin: 54,7% + 11,8%, p = 0,0043).
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5 Diskussion
5.1.1 Bedeutung des Vitamin E Metabolismus im Kontext der Alzheimer Krankheit

Im ersten Teil der Diskussion wird auf den Metabolismus von Vitamin E-Derivaten und dessen

Bedeutung im Rahmen chronischer Erkrankungen sowie AD eingegangen.

5.1.1.1 Biologisches Potenzial der E Vitamine

Die biologische Aktivitat der Vitamin E-Derivate wird maBgeblich durch ihre Struktur determiniert. o-
TP stellen hierbei die biologisch aktivste Form im Menschen dar. Die hohe biologische Aktivitat der a-
TP lasst sich durch die bevorzugte Affinitat des a-TP-bindenden-Proteins (a-TPP), das im Zytosol von
Leberzellen in Menschen und Tieren vorkommt, zu der entsprechenden Vitamin E-Form erkldren. Das
a-TPP sorgt fir den Transport von TPs zwischen Zellmembranen und tragt damit maRgeblich zur
Verteilung von Vitamin E im Gewebe bei [169]. Aus diesen Griinden ist a-TP die dominanteste Vitamin
E Form im humanen Blut und Gewebe [289]. Bei der synthetischen Herstellung von Vitamin E besteht
dieses aus acht Stereoisomeren, wobei RRR-a-TP die biologisch aktivste Form bildet [96].

Die epidemiologische Studienlage und kontroverse Literatur waren ausschlaggebend fir die
Entscheidung a-TP in dieser Arbeit zu untersuchen. Zudem spielt a-TP eine entscheidende Rolle in der
Gesundheit des zentralen Nervensystems (ZNS). Dies zeigt sich an der klinischen Erscheinung von
Vitamin E-Mangelzustanden, die mit neuromuskuléren Problemen, wie beispielsweise Myopathien,
Ataxien oder Dysarthrien einhergehen [37]. Ein weiterer Aspekt, der die Untersuchung von Vitamin E-
Derivaten im Rahmen von AD so ausschlaggebend macht, ist das antioxidative Potenzial der
Substanzen. Oxidativer Stress ist ein relevanter Bestandteil der Pathologie zahlreicher neurologischer
Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Ataxien und auch AD [429]. Unter diesem Gesichtspunkt ist die
Evaluation der potenziell protektiven Potenz von Vitamin E-Derivaten von wissenschaftlichem
Interesse.

Insbesondere a-TP lag aus diesen und weiteren Griinden bisher im Fokus der Forschung, wahrend zum
Zeitpunkt der Verfassung der Arbeit der Zusammenhang zwischen den anderen Vitamin E-Derivaten
und AD weitgehend ungeklart war. Die zweite grof3e Gruppe der Vitamin E-Derivate, die TT, die sich
durch drei zusétzliche Doppelbindungen strukturell von den TP unterscheiden, weisen andere
biologische Eigenschaften auf. Besonders hervorzuheben ist hier die Beeinflussung der Biosynthese von
Isoprenoiden ausgehend von Acetyl-CoA. TT blockieren im Gegensatz zu TP die Prozessierung und
Verlagerung von SREBP-2 in den Nukleus und verstarken so die Degradation der HMG CoA-Reduktase
[401]. Dies reduziert die Menge an Farnesyl-Pyrophosphat und Geranylgeranyl-Pyrophosphat, die
Zwischenprodukte der Steroidsynthese darstellen und reduziert damit womdglich die
prenylierungsabhangige Pathogenese der AD (2.1.5) [222]. Diese Eigenschaften machen TT ebenfalls
zu einer interessanten Stoffgruppe im Rahmen der Erforschung der AD. Eine Zielsetzung der Arbeit

war, ob auch diese Derivate, insbesondere die TT, ein potenzielles therapeutisches Potential besitzen
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und wie diese im Vergleich mit dem besser untersuchten a-TP einzuordnen ist.

Die zum Teil synergistischen, zum Teil unterschiedlichen Eigenschaften von TP und TT stellen zudem

die Frage nach der Uberlegenheit einer Stoffgruppe in Bezug auf protektive Effekte im Rahmen von

AD. Insbesondere die antioxidativen Eigenschaften sowie der Einfluss der Stoffgruppen auf die

Cholesterinbiosynthese sind hierbei von Interesse.

Boccardi et al. zeigten die unterschiedlichen Eigenschaften der TP und TT auf. Auch die verschiedenen

biologischen Effekte der jeweiligen a-Formen der Derivate wurden dargestellt [31].

Tabelle 14 Biologische Eigenschaften von Tocopherolen und Tocotrienolen, Tabelle bersetzt und

erganzt nach Boccardi et al. 2016

Vitamin E

Biologische Eigenschaften

Tocopherole (alle Formen)

Antioxidation

Cholesterin-senkend

a-TP

Anti-Inflammation

y-Tocopherol

Anti-Inflammation

Anti-neoplastisch

3-Tocopherol

Anti-neoplastisch

Tocotrienole (alle Formen)

Antioxidation

Cholesterin-senkend

Anti-Inflammation

Anti-neoplastisch

o-TT

Immunostimulation

Neuroprotektiv

B-Tocotrineol

Neuroprotektiv

y-Tocotrienol

Neuroprotektiv

d-Tocotrienol

Immunostimulation
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Wie schon zuvor erldutert, bildet a-TP die biologisch aktivste Form der TP im menschlichen
Organismus. Im humanen Blutplasma und Lipoproteinen liegt die Konzentration der TT signifikant
unter der von a-TP. Jedoch ist insbesondere a-TT fur seine neuroprotektiven Eigenschaften, die sich
bereits in nanomolaren Konzentrationen der Substanz zeigen, bekannt. Zudem zeigte sich, dass o-TT
das am meisten vorhandene TT-Isomer in humanem Plasma und Lipoproteinen ist, nach der
Supplementation TT-reicher Vitamin E-Substrate [102]. Es wurde daher in der vorliegenden Arbeit der
Schwerpunkt auf einen Vergleich von o-TT mit a-TP gelegt. Dies ermdglicht gleichzeitig den Effekt
der Sattigung der lIsoprenoid-Einheiten unabhéngig vom Methylierungsgrad des Chromanringes zu

untersuchen.

5.1.1.2 Einfluss des Metabolismus der E Vitamine auf chronische Erkrankungen

Bis heute gibt es keine einheitliche Empfehlung bezuglich der taglichen Vitamin E Aufnahme, da zur
Bestimmung der Recommendet Dietary Allowance (RDA) in verschiedenen L&ndern unterschiedliche
Methoden verwendet werden. Die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung empfiehlt derzeit eine Menge
von 11mg pro Tag fur Frauen und 12mg pro Tag fir Manner im Alter von 65 Jahren und alter. Fir
schwangere und stillende Frauen gilt ein Wert von 13mg bzw. 17mg pro Tag. Unabhdngig vom
Geschlecht steigt der Vitamin E-Bedarf zunachst von der Neugeborenenperiode bis zur Adoleszenz an
und fallt anschlieBend mit dem Alter wieder ab [78].

Es wird empfohlen die Aufnahme von Vitamin E mit der Menge an ungesattigten Fettséuren in der
Nahrung zu korrelieren, da die antioxidativen Eigenschaften der Vitamin E-Derivate unter anderem
beim Schutz ungesattigter Lipide vor oxidativen Schéaden eine entscheidende Rolle spielen [337]. Dabei
sollte ein Gramm Diensduren, also Fettsduren die eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung
enthalten, mit 0,5mg RRR-a-TP aufgenommen werden [374].

Eine reichhaltige Quelle fur E Vitamine stellen Pflanzensamen und Nusse dar. Nicht jedes TP-Derivat
ist in diesen Nahrungsmitteln in gleichwertiger Konzentration vorhanden. So findet sich o-TP
vorwiegend in Erdniissen, Mandeln und Sonnenblumenkernen. y-TP wiederum ist in grof’en Anteilen
in Walniissen, Sesamkernen, Pekanniissen und Pistazien enthalten. 5-TP findet sich vorwiegend in
Tomatensamen, Reiskeimen und Sojadl [252]. Im Gegensatz zu TP sind TT geringer in Niissen enthalten.
So enthalten beispielsweise Mandeln 3,26 mg/kg TT und 215,44 mg/kg TP [402]. TT sind hingegen in
Palmol, Gerste, Annatto (Samen des Orleanstrauchs) und bestimmten Getreidekérnern zu finden
[61,115]. In vielen dieser Nahrungsquellen wird Vitamin E mit Fetten aufgenommen. Aus diesem Grund
ist eine hohe Vitamin E Aufnahme oft mit einer erh6hten Aufnahme bestimmter Fettsduren assoziiert.
So enthalten Nussarten, die reich an y-TP sind, oft mehrfach ungesattigte Fettsauren (engl.
polyunsaturated fatty acids, PUFAS). Mehrfach ungesattigte Fettsduren spielen eine entscheidende
Rolle in Entziindungsprozessen, die wiederum Grundlage vieler chronischer Erkrankungen bilden. Die
vierfach  ungeséttigte  Arachidonséure bildet den Metaboliten fir die Synthese von

Entzlindungsmediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen. Gegenspieler hierzu bilden n-3
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ungeséttigte Fettsauren, die den Anteil der fur die Metabolisierung zur Verfugung stehenden
Arachidonsaure in der Zellmembran reduzieren. In den heute am haufigsten konsumierten
Lebensmitteln liegt beziglich der Aufnahme von PUFAs der Anteil der n-6 ungesattigten Fettsduren
jedoch weit ber dem der n-3 ungesattigten Fettsduren [49]. Es konnte gezeigt werden, dass die mehrfach
ungesattigte Fettsdure Docosahexaenséure die amyloidogene Prozessierung von APP in Richtung der
nicht-amyloidogenen Prozessierung lenkt und somit zu einer Reduktion der AB-Freisetzung flhrt [138].
Durch die Oxidation von DHA kommt es zu einem Aufheben dieses Effekts und einer konsekutiven
Erhohung der AB-Freisetzung [144]. Im AB-induzierten Mausmodell konnte ein protektiver Effekt von
DHA auf die Reduktion der Lernfahigkeit gezeigt werden. Es ergab sich zudem eine Reduktion von
ROS und Lipidperoxidationen im cerebralen Kortex und Hippocampus der Mause [162]. Dies lasst die
Frage offen, inwieweit klinische Ergebnisse zum Einfluss Vitamin E-reicher Erndhrung auf dem Effekt
der dabei mit zugefuihrten mehrfach ungeséttigten Fettséuren beruhen.

a-TP-reiche Ole sind mit einem groReren Anteil an einfach ungesattigten Fettsauren (engl.
monounsaturated fatty acids, MUFA) assoziiert. Ebenso wie ®3 PUFAs sind auch MUFASs mit einem
verringerten Risiko des Geddchtnisverlustes und der Entwicklung einer Demenz assoziiert [399]. Somit
sind sowohl die Vitamin E-Derivate als auch die hdufig in denselben Lebensmitteln enthaltenen
Fettsduren mit einer verringerten Inzidenz der Entwicklung von AD in epidemiologischen Studien
assoziiert. Aufgrund dieses Zusammenhangs sollten Fettsduren bei der Assoziation von Vitamin E-
Derivaten mit Erkrankungen in epidemiologischen Kohorten oder Fall-Kontroll-Studien als zu

berucksichtigender, die Studie beeinflussender Faktor, beachtet werden [189].

Wiahrend viele Hypovitaminosen gerade in Entwicklungslandern ein Problem darstellen, wird Vitamin
E auch in den westlichen Industrienationen haufig nicht ausreichend aufgenommen. So erreichen
beispielsweise Neugeborene und Kinder bis 12 Jahre in Deutschland h&ufig nicht den empfohlenen
Vitamin E Spiegel, wie verschiedene Studien, unter anderem die Verzehrstudie zur Ermittlung der
Lebensmittelaufnahme von S&uglingen und Kleinkindern, zeigten [257]. Das gleiche Problem besteht
auch fir die Bevolkerung ab einem Alter von 60 Jahren in Deutschland [377]. In den Vereinigten Staaten
wurde ermittelt, dass 75% der Menschen weit weniger Vitamin E als empfohlen zu sich nehmen [424].
Circa 90% des Korpergehalts an Vitamin E wird im Fettgewebe gespeichert. Somit ist ein Defizit bei
durchschnittlicher Korperstatur und nur  kurzzeitiger verminderter Vitamin E-Aufnahme
unwahrscheinlich. Da Vitamin E aus dem Fettgewebespeicher mobilisiert werden kann, werden
Mangelzustande haufig erst nach vielen Jahren bemerkbar [421]. Trotz des Fettgewebes als Speicherort
ist Adipositas mit einem Mangel an Vitamin E assoziiert [148]. Adipositas stellt zudem einen
Risikofaktor fur Demenz dar [229]. Eine Komponente dieses multifaktoriellen Risikos kénnte der damit
zusammenhangende Vitamin E-Mangel sein. Grund fiir diesen kdnnte die verlangsamte Mobilisation
des Vitamins aus den Lipozyten darstellen [85]. Bei Patienten, die vom metabolischen Syndrom

betroffen sind, konnte zudem gezeigt werden, dass die Blutplasmakonzentration an o-TP geringer war
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im Vergleich zu gesunden Probanden. Dies wurde auf vermehrte Entziindungsgeschehen und oxidativen
Stress zurlickgefuhrt, welche dafiir sorgen, dass die intestinale Absorption oder mdéglicherweise auch
der Transport von a-TP im Organismus eingeschrankt ist. Die Bioverfugbarkeit des Vitamins ist zwar
unabhéngig von den zugleich zugefiihrten Fetten, wird jedoch durch eingeschrankten Metabolismus im
Rahmen von Adipositas beeinflusst. Hieraus lasst sich schlieen, dass Uibergewichtige Patienten eine
Vitamin E Supplementation tUber den empfohlenen Nahrungsaufnahmewerten bendétigen [238]. Diese
Erkenntnis ist besonders flr die Verwendung von Vitamin E im Rahmen einer multimodalen AD
Therapie von Bedeutung. Die Menge der Supplementation sollte sich hier unter anderem nach dem
Korperfettanteil der Patienten richten.

Liegt ein manifestes Defizit vor, so prasentiert sich dieses klinisch als Neuropathie und Myopathie, was
durch die zentrale Rolle zu erkl&ren ist, die Vitamin E in der Erhaltung des Nervensystems spielt [428].
Ein Vitamin E-Mangel lasst sich generell in ein primares Defizit, welches durch reine Veranderung des
Vitamin E-Spiegels zustande kommt und ein sekundédres Defizit, welches durch, den gesamten
Organismus beeinflussende Veranderungen, wie Lipid-Malabsorption oder Stérungen des Lipid-
Transports und Metabolismus in Erscheinung tritt, unterscheiden [427]. Abgesehen von
Erndhrungsgewohnheiten kann ein Vitamin E-Mangel oder eine mangelhafte Bioverfugbarkeit auch
durch genetische Faktoren verursacht werden [239]. Natirlich vorkommende Einzelnukleotid-
Polymorphismen (engl. single nucleotid polymorphism, SNP) beeinflussen den Vitamin E-
Metabolismus im Menschen. Viele genomweite Assoziationsstudien konnten einen Zusammenhang
zwischen diesen Genvarianten und dem Plasmaspiegel oder der Bioverfugbarkeit von Vitamin E
herstellen [239,453]. Hierdurch konnte sich auch die zum Teil widersprichliche Literatur in Bezug auf
die therapeutische Wirksamkeit der Vitamin E-Supplementation erklaren lassen. Vermutlich kénnten
Patienten mit entsprechenden genetischen Profilen, die geringe Vitamin E-Plasmaspiegel verursachen,
von einer Supplementation profitieren [53]. Hier spielt jedoch die Auswirkung der entsprechenden
Genvariante eine entscheidende Rolle, da eine genetisch bedingte verminderte Bioverfiigbarkeit der
Vitamin E-Derivate vermutlich weniger von einer Supplementation profitiert als eine genetisch bedingte
verminderte Vitamin E Aufnahme, welche ausgeglichen werden konnte. Einzelnukleotid-
Polymorphismen sind zudem mit einer Reduktion der kognitiven F&higkeiten bei der Konversion milder
kognitiver Einschrdnkungen (engl. mild cognitive impairment, MCI) zu AD assoziiert. Drei SPNs
konnten in dem Gen ST6 Beta-Galactosid Alpha-2,6-Sialyltransferase 1 (ST6Gal 1) identifiziert werden.
Dieses spielt eine entscheidende Rolle in der AB-Synthese [215]. Die Sialyltransferase ST6Gal 1 wird
durch BACE1 proteolytisch geschnitten, was wiederum zu einer Herunterregulierung der
Transferaseaktivitat dieser fuhrt. In ST6Gall-iberexprimierenden N2a Zellen konnte gezeigt werden,
dass es zu einer vermehrten a-2,6-Sialylierung von endogenem APP und damit zu einer Erhdhung der
extrazellularen APP-Metabolite kommt [281].
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Aktuell wird eine a-TP-Konzentration von unter 12mmol/L fur Frauen und unter 9mmol/L bei Mannern
als Mangel angesehen [423]. Da symptomatische Defizite jedoch so selten auftreten, wurde von Traber
et al. in Frage gestellt, ob die aktuellen Vitamin E-Aufnahmeempfehlungen zu hoch angesetzt sind und
eine geringe diatische Aufnahme Uberhaupt eine signifikante biologische Konsequenz nach sich zieht
[423]. Der Gebrauch von Vitamin E-Ernahrungszusétzen zur erleichterten Einhaltung der diatischen
Vorgaben birgt wiederum die Gefahr der Intoxikation.

Eine physiologische Vitamin E-Aufnahme von 100mg/d kann um das Dreifache auf 300mg/d erhoht
werden ohne dass Komplikationen auftreten [466]. Dies gilt auch fur kurzzeitig zugefiihrte hohe Dosen.
Bei oral zugefuhrten Dosierungen von 2g/kg/d zeigte sich in Tierstudien jedoch nach 90 Tagen eine
Beeinflussung der Blutgerinnung. Zudem wurde eine Assoziation zu hamorrhagischen Schlaganféllen
festgestellt [480]. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass bei einer hohen Vitamin E-Aufnahme
(>= 4001U/d) fiir mindestens ein Jahr die totale Mortalitatsrate steigt [266]. Aufgrund dieser negativen
Eigenschaften wurde die maximal tolerable Aufnahmegrenze fiir Erwachsene auf 1000mg/d o-TP
gesetzt [178].

Abgesehen von der Erndhrung ist die Verfligbarkeit von Vitamin E auch von weiteren Faktoren wie
Alter, Geschlecht und Lebensstil abhéngig [125]. Die altersabh&ngigen Unterschiede des Vitamin E-
Gehalts im Serum wurden in zahlreichen Studien diskutiert. So konnte gezeigt werden, dass der Vitamin
E-Serum Spiegel bei Personen ab dem Alter von 80 Jahren sinkt. Dies wurde jedoch mit der generell
reduzierten Nahrungsaufnahme von &lteren Menschen in Verbindung gebracht [50]. Auch dies spricht
fiir eine zusétzliche medikamentdse Vitamin E-Supplementation, da der Bedarf durch die verminderte
Lebensmittelaufnahme im Alter nicht mehr ausreichend gedeckt wird. Jedoch konnte auch gezeigt
werden, dass der Vitamin E-Gehalt der Leber keinen signifikanten altersabhangigen Schwankungen
unterliegt [270]. Diese in der Literatur widerspriichlichen Aussagen machen deutlich, dass zuséatzliche
Studien zu Veranderung des Vitamin E-Metabolismus in geriatrischen Patienten notwendig sind, um
den Einflussmechanismus des Alterungsprozesses auf diesen zu bestimmen.

Ein weiterer durch den Lebensstil beeinflusster Faktor stellt der Korperfettanteil dar, welcher wie oben
bereits erlautert, wiederum einen Einfluss auf den Vitamin E-Metabolismus hat. Doch auch hier ist die
Literatur nicht einheitlich. So konnte in mehreren klinischen Studien demonstriert werden, dass
unabhdngig vom Alter ein gegenléufiger Zusammenhang zwischen Fettleibigkeit und a-TP-
Konzentration im Serum besteht [7,148]. Ein gegenteiliges Ergebnis wurde anhand der Malmé Diét and
Cancer Study Kohorte gezeigt. Hier stand der a-TP-Spiegel im Serum in positiver Korrelation mit der
zentralen Fettleibigkeit nach Korrektur fir das Korperfett [436]. Worin sich diese Unterschiede
begriinden und inwieweit Adipositas die Bioverfligbarkeit von Vitamin E-Derivaten beeinflusst wurde
bereits diskutiert.

Ein weiterer Einflussfaktor fur die biologische Verfugbarkeit von Vitamin E ist das Rauchen, welches
malgeblich den Gehalt an Antioxidantien im Serum beeinflusst. So stellten einige Studien eine

geringere a-TP Serumkonzentration bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern fest [7,385]. Bei der
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Bewertung dieser Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass sich die Erndhrungsmuster von
Rauchern und Nichtrauchern unterscheiden, was wiederum eine unterschiedliche Vitamin E-Aufnahme
zur Folge haben kann [80,91]. Mezzetti et al. hingegen konnten keinen Unterschied in dem Plasma
Vitamin E-Spiegel zwischen diesen beiden Gruppen feststellen. Es zeigte sich jedoch ein signifikant
geringerer Gehalt an Vitamin E in arteriellem Gewebe von Rauchern verglichen mit Nichtrauchern
[259]. Diese Erkenntnisse lassen wiederum darauf schliefen, dass Vitamin E als fettldsliches
Antioxidans Arterien vor Schaden durch Oxidation schiitzt [80]. Auch fiir AD stellt Rauchen einen
bekannten Risikofaktor dar, wenn auch hier die Literatur nicht einheitlich ist. So konnte ein
Zusammenhang zwischen starkem Rauchverhalten und der Entwicklung von Demenz im Allgemeinen
sowie auch AD im Speziellen hergestellt werden [361]. In einer prospektiven Kohorten-Studie, die
Personen ab einem Alter von 65 Jahren tiber 10 Jahre beobachtete, zeigte sich hingegen ein positiver
Effekt des Rauchens auf die kognitive Funktion, da die Gruppen der aktuell und friheren Raucher
bessere Ergebnisse in kognitiven Tests erzielten [437]. Die heterogene Literatur verdeutlicht, dass
weitere Studien notwendig sind, um zu determinieren, inwieweit Rauchen das Demenzrisiko beeinflusst.
Auch die Rolle von Vitamin E als moglichen Mediator der negativen Auswirkungen des Rauchens auf
kognitive F&higkeiten bedarf genauerer Erforschung.

Wie auch bei Rauchern vermutet, begriindet sich bei chronischem Alkoholkonsum ein geringerer
Serum-a-TP-Gehalt vorwiegend in dem Erndhrungsmuster dieser Patientengruppe. Hier kommt es
schnell zu Malnutritionen, die den Vitamin E Mangel begriinden [30]. In vivo Studien zeigten, dass die
chronische Aufnahme von Alkohol zu einer signifikant geringeren a-TP-Konzentration in der Leber
fiihrt [29,30]. Die Behandlung alkoholabhangiger Patienten mit Vitaminkomplexpraparaten gehort
bereits zur Standardtherapie dieser Erkrankung. Insbesondere im Fall der Demenzpravention und
Therapie sollte jedoch eine Supplementation von Vitamin E stdrker in den Vordergrund riicken.
Wahrend chronischer Alkoholkonsum einen fraglichen Risikofaktor fir AD darstellt [118,321], zeigt
geringer bis moderater Alkoholkonsum protektive Effekte im Rahmen von AD. So zeigte eine
Kohortenstudie von Luchsinger et al. eine Assoziation zwischen dem Konsum von bis zu drei Glasern
Wein taglich und einem reduzierten Risiko an AD zu erkranken. Dies galt fiir Personen tber 65 Jahre
und ohne APOE &4-Allele [232]. Eine weitere Studie von Orgogozo et al., welche Probanden im Alter
von 65 und &lter aus der Region um Bordeaux in Frankreich untersuchte, zeigte eine inverse Beziehung
zwischen moderatem Weinkonsum, welcher hier mit >250 bis 500ml taglich definiert wurde, und der
Inzidenz von Demenz [300]. Eine generelle Empfehlung zu moderatem Alkoholkonsum wére zu diesem
Zeitpunkt jedoch fahrldssig, da negative Effekte auf andere Erkrankungspathogenesen nicht

auszuschlief3en sind.

TP bilden weltweit den grolten Anteil der aufgenommenen E Vitamine. Dabei gibt es regionale
Unterschiede in der Praferenz der TP-Derivate. So wird in Amerika vornehmlich y-TP konsumiert [188]
und in Europa vornehmlich o-TP [322]. Die jahrliche Inzidenz (je 1000 Einwohner) von AD betréagt 10,5
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fiir Nordamerika 9,2 fiir Lateinamerika und 8,8 fiir Westeuropa [247]. Ein Zusammenhang zwischen den

regionalen Ernahrungsgewohnheiten und der Inzidenz von AD l&sst sich somit vermuten.

Lebensstil Weitere Faktoren
- Erndhrung - Alter
- Nikotin-, Alkoholkonsum - Geschlecht
- Ubergewicht
Absorption Aufnahme
- Malabsorption - Malnutrition
- Stérungen des Lipidmetabolismus - Supplementation
- Konkurrierende Erndhrungsbestandteile

Metabolismus
Genetische Varianten - Interaktion mit Pharmazeutika
Vitamin E - Interaktion mit Umfeld-Metabolismus
Bloverfugbarkelt

Abbildung 33 Einflussfaktoren der Bioverfligbarkeit von Vitamin E.
Abbildung Ubersetzt, ergénzt und modifiziert nach Schmélz et al. 2016

Wie bereits in 2.3.2 erldutert erfolgt die Verteilung von Vitamin E in extrahepatische Gewebe durch
VLDL und LDL [32]. In einer Studie von Kuo et al. konnte ein Zusammenhang zwischen erhéhtem
LDL und der Menge von AB1-42 im Hirn von AD-Patienten hergestellt werden. So wiesen die Seren
von AD-Patienten einen signifikant hoheren Anteil an LDL, ApoB, ABN-40 und ABN-42 auf. Es konnte
eine positive Korrelation zwischen dem Serum LDL Spiegel und dem ABN-42 Anteil in Gehirnen jedoch
nicht dem APN-40 gezeigt werden [207]. Lesser et al. zeigten, dass Patienten, bei welchen post mortem
die Diagnose von AD gestellt werden konnte, ein signifikant hoheren Serumspiegel fir
Gesamtcholesterin  und LDL aufwiesen, im Vergleich zu Kontrollen welche nicht die
pathophysiologischen Kriterien fiir AD erflllten [218]. Im Einklang mit diesen Ergebnissen zeigte eine
Metaanalyse von Saiz-Vazquez et al., welche den Zusammenhang zwischen AD und Cholesterin
untersuchte, ein erhohtes Risiko fur AD bei erhohten LDL-Serum-Spiegeln [362].

Eine verbesserte Distribution von Lipiden wie auch dem lipophilen Vitamin E durch eine erhthte Menge
an LDL konnte den Anteil an TP und TT im Hirngewebe erhthen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sowohl o-TT als auch o-TP zu einer Erhohung des Gesamt-Af in humanen
Neuroblastomzellen, welche APPsgs Uberexprimieren, fiihren. Die mit a-TT behandelten SH-SY5Y-
APP Zellen zeigen eine signifikante Erhdhung des Gesamt-Ap (116,7% =+ 3,1%, p <0,001, n=16), ebenso
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die mit o-TP behandelten SH-SY5Y-APP Zellen (114,7% + 3,2%, p <0,01, n=16). Fir a-TT wurde
zusétzlich die Auswirkung auf die Freisetzung in SHSY5Y WT Zellen, welche eine nattrliche endogene
APP Expression aufweisen getestet. Hier zeigte sich eine noch deutlichere Erhéhung des Gesamt-Af
als bei den APPegs transfizierten Zellen (146,7% + 2,3%, p<0,001, n=4). Grund hierflr kénnten die
Unterschiede in der Degradation von APB-Proteinen darstellen, da dieser Prozess in den SHSY5Y APPsgs
vermutlich an die hohere AB-Synthese angepasst ist, wohingegen SHSY5Y WT nicht in der Lage sind

die plétzlich gesteigerte Synthese durch eine gesteigerte Degradation zu kompensieren.

5.1.2 Die biologischen Eigenschaften von Vitamin E im Rahmen der Pathogenese der Alzheimer
Krankheit

Im zweiten Teil der Diskussion wird auf die Eigenschaften von Vitamin E-Derivaten und ihre Bedeutung
im Rahmen von AD eingegangen.

5.1.2.1 Die antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften der E Vitamine

In den ersten Jahren der Vitamin E-Forschung wurde sich vorwiegend auf den Einfluss von o-TP
konzentriert, da dieses die htchste biologische Aktivitat im menschlichen Organismus aufweist [37].
Wie bereits erldutert, ist der Grund hierfiir, dass das a-TP-Transfer-Protein (TTP), welches fur den
Transport von Vitamin E im Blut verantwortlich ist, fiir a-TP die hdchste Affinitat aufweist [201]. Mit
der Zeit konnte jedoch festgestellt werden, dass andere Vitamin E-Formen ebenso ausgeprégte und zum
Teil sogar starkere biologische Eigenschaften besitzen [189]. So hat y-TP beispielsweise ausgeprégte
antioxidative Eigenschaften, und ist in diesem Hinblick a-TP berlegen [188].

Generell verfligen alle Vitamin E-Formen (ber potente antioxidative Eigenschaften. Da Schaden durch
reaktive Sauerstoffspezies bei chronisch entziindlichen Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielen
[8], stellt Vitamin E einen potenziellen therapeutischen Ansatz fiir diese dar. Als potentes Antioxidans
ist es z.B. in der Lage freie Radikale zu neutralisieren bevor diese zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nukledrer Faktor Kappa-B (engl. nuclear factor ,,kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells, NFxB) fthren, wodurch wiederum die Produktion von Zytokinen, welche fir die

Pathogenese von Entzlindungsreaktionen relevant sind, unterdriickt wird [284].

Doch neben antioxidativen Eigenschaften zeigen TP und TT auch entzindungshemmende Effekte.
Entziindungsreaktionen spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese vieler chronischer
Erkrankungen, wie beispielsweise Asthma bronchiale [163] oder Rheumatoider Arthritis [397]. Die
Entziindungsreaktion ist essenziell fir die Verteidigung des menschlichen Organismus gegen
Verletzungen und Krankheitserreger. Durch die Interaktion der Bestandteile des angeborenen und
erworbenen Immunsystems, sowie Entziindungsmediatoren werden akute, sowie chronische
Entziindungen reguliert [224]. Hervorgerufen wird eine Inflammation als Reaktion des Immunsystems.

Diese Reaktion besteht aus verschiedenen Prozessen. Neben der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
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ist die Synthese von Mediatoren wie Prostaglandinen, Leukotrienen oder Zytokinen von Bedeutung
[253].

5.1.2.1.1 Einfluss von Vitamin E als Antioxidans auf die Alzheimer Erkrankung

Reaktive Sauerstoff und Stickstoffspezies kénnen in biologischen Organsimen sowohl giinstige als auch
schédliche Folgen haben [431]. In geringer oder moderater Konzentration haben reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffspezies eine physiologische Rolle in der Abwehr von Noxen wie Infektionserregern, oder
in zelluldren Signalwegen. Paradoxerweise schiitzen viele durch reaktive Sauerstoffspezies mediierte
Ablaufe Zellen vor oxidativem Stress durch reaktive Sauerstoffspezies. Es wird hierbei von einer ROS-
Balance oder -Homaostase gesprochen [204]. Eine Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies hingegen
fuhrt zu oxidativem Stress, welcher wiederum zur Schédigung von Zellstrukturen wie Lipiden,
Proteinen und DNS fuhrt [86].

Die antioxidativen Eigenschaften von Vitamin E kommen durch die am Chromanolring enthaltene
Phenol-Gruppe zustande. Durch den hiervon freigesetzten Wasserstoff werden Radikale eingefangen
und ein Vitamin E-Radikal entsteht. Dieses wird wiederum mit Hilfe von Ascorbinsdure reduziert. Das
entstandene Ascorbatradikal wird anschliefend durch Glutathion regeneriert [96]. Im Rahmen
struktureller Unterschiede ist die antioxidative Potenz der Vitamin E Formen zum einen von den
Gruppen am Chromanol-Ring und zum anderen von der Seitenkette abhangig. Auferhalb der
Lipiddoppelmembran ist die Reaktionshdufigkeit von der Anzahl der Methylgruppen am Chromanolring
und innerhalb der Lipiddoppelmembran von der hydrophoben Seitenkette und somit der Beweglichkeit
innerhalb der Membran abhangig. Aufgrund dieser strukturellen Abhangigkeit zeigt sich beim Vergleich
von o-TP mit a-TT eine deutlich hohere antioxidative Potenz des letzteren. Diese ist auf sein schnelleres
Recycling nach Abgabe von Wasserstoff, seine homogenere Verteilung innerhalb der Lipidmembran
sowie die Auflockerung der Membranlipide und die hierdurch hervorgerufenen besseren
Reaktionsbedingungen mit Radikalen zuriickzufiihren [382]. Vitamin E-Formen, welche keine Gruppe
an ihrer flinften Position enthalten, wie y-TP, sind zusétzlich in der Lage Elektrophile einzufangen und
somit auch reaktive Stickstoff-Verbindungen zu eliminieren. Somit ist y-TP dem mit einer
Methylgruppe in Position 5 ausgestatteten o-TP in Bezug auf die Eliminierung von NO und Peroxynitrit
tberlegen [188].

Oxidativer Stress entsteht im Allgemeinen durch eine Imbalance der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies und der Entfernung dieser [160]. Viele Schédden, welche aus oxidativem Stress
resultieren, wie eine hohe Protein- und Lipidoxidation, Oxidation von DNS oder die Entstehung
toxischer Endprodukte wie Ketonen, kommen im Rahmen von AD vor. Diese finden sich sowohl im
Hirngewebe, als auch dem Liquor, Blut und Urin von AD-Patienten [231]. Das im Rahmen der

amyloidogenen Prozessierung hergestellte AP ist in der Lage freie Radikale zu bilden wie Hensley et al.
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mithilfe der Massenspektrometrie und paramagnetischem Resonanz-Spin-Tapping zeigten [165]. Senile
Plaques, welche sich aus AP und Metallionen wie Kupfer, Eisen und Zink zusammensetzen, konnen
Uber die reoxidativen Fahigkeiten der Metall-lonen die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
katalysieren. Der hierdurch entstandene oxidative Stress fiihrt zu einer Schiadigung von AB-Peptiden als
auch umliegenden Proteinen und Lipiden [57]. Auch Mikroglia produzieren unter dem Einfluss von A,
reguliert Gber lonenkanéle reaktive Sauerstoffspezies [372]. Insgesamt ergibt sich aus der aktuellen
Studienlage eine deutliche Evidenz, die die Hypothese von erhéhtem oxidativem Stress im Rahmen von
AD unterstltzt. So kommen Metallionen wie Kupfer, Zink und Eisen vermehrt in neuritischen Plagques
in Hirnen von AD-Patienten vor [366]. Zudem zeigte sich im Vergleich mit gesunden Kontrollen eine
erhdhte Lipidperoxidation in den Gehirnen von AD-Patienten. In selbiger Studie erfolgte dariiber hinaus
eine Quantifizierung der Spalt- und Endprodukte 4-Hydroxy-2-nonenal, Acrolein, Isoprostane und
Neuroprostane [271]. Auch DNS- und Proteinoxidationen zeigen sich in erhohtem Mal? im Gehirn von
AD-Patienten [237]. Darliber hinaus zeigte sich eine Mangel an dem Enzym Cytochrom ¢ Oxidase,
welches in der mitochondrialen Atmungskette vorkommt, sowohl im Hirngewebe als auch den
Thrombozyten von AD-Patienten. Die Tatsache, dass dieser Mangel auch unabhangig von Hirngewebe
vorkommt, suggeriert eine Pathogenese welche unabh&ngig von Neurodegeneration ist [52]. Zudem
zeigt sich in neurodegenerativen Erkrankungen wie auch AD ein erhéhtes Vorkommen von Glykationen
[368]. Als Glykation wird die enzymlose Reaktion von Kohlenhydraten mit Proteinen, Lipiden oder
Nukleinsduren bezeichnet, welche gehduft im Rahmen von Hyperglykdmien und oxidativem Stress
vorkommt [371]. Endprodukte der Glykation kommen sowohl bei Diabetes mellitus als auch bei AD vor
und kénnen als Marker des Erkrankungsprogresses genutzt werden [343]. Durch Hyperglykédmien, die
sowohl bei Diabetes mellitus Typ 1 als auch Typ 2 vorkommen, kommt es zu einer Erhdhung reaktiver
Sauerstoffspezies [199]. Wie bereits in 2.1.4.1 erlautert, stellt Ubergewicht, welches haufig mit Diabetes
mellitus assoziiert ist, einen Risikofaktor fir AD dar [234]. Ein Zusammenhang zwischen Diabetes
mellitus und AD wurde auf die Glycotoxizitat und damit einhergehende strukturelle und funktionelle
Beeintrdchtigung von Neuronen, intrakranielle Blutungen sowie eine erhohte Af-Aggregation
zuriickgefiihrt [216]. Aber auch oxidativer Stress wird als Verbindung zwischen den beiden
Erkrankungen vermutet. Mitochondrien sind ein zentraler Bestandteil des zelluléren
Energiemetabolismus und sowohl eine Quelle als auch Ziel reaktiver Sauerstoffspezies [272]. Es zeigen
sich Hinweise darauf, dass ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von zellularem
oxidativem  Stress, mitochondrialen Anomalien und dem Mangel an antioxidativen
Abwehrmechanismen besteht [72]. Die Schadigung von Mitochondrien stellt eine mdgliche Folge des
mit Diabetes mellitus und AD assoziieren abnormalen Insulinspiegels und Glukosemetabolismus im
Hirngewebe dar [343]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass oxidativer Stress zu einer Inhibition der
zelluldren Energieproduktion und einer Reduktion der Insulin Sekretion und Sensitivitat fuhrt [128].

Stérungen des Insulin Metabolismus fuhrt wiederum zu einem Energiemangel in Neuronen, was diese
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vulnerabler gegeniiber oxidativer Schadigung macht, welche wiederum strukturelle Veranderungen an

Mitochondrien beginstigen[72].

Aufgrund des Einflusses von oxidativem Stress auf AD ist die Frage nach einer therapeutischen Potenz
von Antioxidanzien wie Vitamin E-Derivaten naheliegend. Yatin et al. zeigten dahingehend, dass
Vitamin E in der Lage ist die durch AB1-42 hervorgerufene Proteinoxidation sowie die Produktion von
ROS und Neurotoxizitat in Zellkulturen hippokampaler Neuronen von Rattenembryonen zu verhindern.
Dies geschieht vermutlich durch die Entfernung ApB-induzierter freier Radikale [467]. Fukui et al.
untersuchten die kognitive Funktion und Apoptose hippokampaler Zellen in Ratten unterschiedlichen
Alters mit oder ohne Vitamin E-Mangel nach 48h oxidativem Stress. Hier zeigte sich eine Reduktion
der kognitiven Fahigkeiten der alten und Vitamin E-defizienten jungen Mé&use unabhéngig davon, ob
diese oxidativem Stress ausgesetzt waren. Eine Supplementation von Vitamin E bei jungen Ratten
verhinderte Erinnerungsdefizite und die induzierte Apoptose vom verzégertem Typ. Dies l&sst
vermuten, dass eine Supplementation von Vitamin E die altersabhéngige Schédigung hippokampaler
Neurone durch antioxidative Effekte verhindern kann [122]. Eine Studie von Rota et al. zeigte jedoch,
dass der neuroprotektive Effekt von Vitamin E auch durch dessen Einfluss auf die Expression von
Genen, welche in den AB-Katabolismus involviert sind, zurtickgefiihrt werden kann. Ménnliche Albino-
Ratten wurden hierfiir Gber 9 Monate mit einer Standard- oder Vitamin E-defizienten Ernahrung
gefiittert. Anschlielend wurde die Genexpresssion im Hippocampus der Versuchstiere untersucht. Hier
stellte sich ein starker Einfluss von Vitamin E auf die Expression von Genen des AfB-Metabolismus wie
des Insulin-Wachstumsfaktors | (engl., Insulin growth factor I, IGF-I) dar. Die Expression dieser Gene
wurde verdreifacht [358]. Der multifaktorielle Wirkmechanismus von Vitamin E auf die Ap-Homdostase
fordert die Durchflihrung detaillierter molekularbiologischer Studien zur Aufschliisselung des genauen

Ablaufs neuroprotektiver und antioxidativer Effekte.

Es ist entscheidend hervorzuheben, dass der oxidative Stress im Rahmen der Pathogenese der Alzheimer
Erkrankung bereits vor der Formation von AB-Plaques stattfindet. In verschiedenen AD-Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Lipidoxidation, die einen Hinweis auf das Vorliegen von
oxidativem Stress darstellt, der Bildung seniler Plaques vorausgeht [324,348]. Es konnte zudem ein
Zusammenhang zwischen erhohten Markern fiir oxidativen Stress und einem reduzierten Vitamin E-
und Glutathion-Spiegel hergestellt werden [348]. Hieraus ergibt sich die Frage des therapeutischen
Potenzials antioxidativer Stoffe wie Vitamin E.

Sowohl auf zellkultureller Ebene als auch in AD-Mausmodellen konnte eine Reduktion AB-induzierter
freier Radikale durch Vitamin E gezeigt werden [45,460]. Yamada et al. zeigten in ihrer Studie einen
protektiven Effekt von a-TP auf einzelne kognitive Fahigkeiten der mit Ap behandelten Mé&use. Es ergab
sich jedoch kein Unterschied der Lipidoxide in den verschiedenen Gruppen [460]. Ein Zusammenhang

zwischen dem Vitamin E-Serum Spiegel und der kognitiven Leistung wurde in zahlreichen Studien
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untersucht [95,242,338]. So konnte ein Zusammenhang zwischen der Gedachtnisleistung im Alter und
der Menge an Antioxidantien im Serum gezeigt werden. So zeigten Probanden in einer Studie von Perrig
et al. welche, 65 Jahre und alter waren und eine hohen Spiegel Ameisensaure und beta-Carotin im Serum
hatten, eine bessere Merkfahigkeit [317]. Kryscio et al. hingegen zeigten in einer Kohortenstudie mit
7540 Teilnehmern keinen Effekt einer Supplementation der Antioxidantien Vitamin E, Selen oder der
Kombination beider [205].

Hinsichtlich klinischer Studien zeigt sich noch keine hinreichende Evidenz fiir das therapeutische
Potenzial von Vitamin E als Antioxidans im Rahmen von AD, obwohl in vitro und in vivo ein Effekt

auf die oxidative Pathogenese der Erkrankung nachvollzogen werden kann.

In Ubereinstimmung mit den bisher in der Literatur dargestellten in vivo Daten konnte auch in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass o-TT a-TP in der Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies tberlegen ist.
Dies gilt sowohl fiir hROS, bei welchen durch die Behandlung der Zellen mit o-TT eine Reduktion auf
84,9% (£2,6%, p=0,021, n=16) erzielt werden konnte, wéhrend durch a-TP nur eine Abnahme auf
88,3% (+3,6%, p=0,07, n=16) gezeigt wurde, als auch fur H,O; induzierte ROS (a-TP: 9,.6% * 3,2%; p
=0,029, a-TT: 89,1%+2,3%, p = 0,006).

a-TP stellt das mit Abstand reichhaltigste Antioxidans des menschlichen Kérpers dar. Es ist besonders
effektiv als kettenbrechendes Antioxidans, wodurch es Lipidperoxidationen verhindert und somit eine
entscheidende Rolle in der Prévention atherogener LDL-Modifikationen spielt [116]. In in vitro
Experimenten konnte gezeigt werden, dass a-TP durch Vitamin C nach der Oxidation regeneriert
werden kann. Dies geschieht durch Ascorbat und NADH/Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-abhangige Reduktasen [43,166]. Der Nachweis dieses Effekts in vivo bleibt kontrovers
diskutiert [44,117]. Im Vergleich mit a-TP konnte gezeigt werden, dass a-TT eine hdhere Potenz bei der
Abwehr oxidativen Stresses durch freie Radikale hat. In einem Phospholipidmembran-Modell konnte
gezeigt werden, dass o-TT in Phosphatidylcholin-Liposomen signifikant besser Peroxyl-Radikale
einfangt als a-TP. In Hexanen hingegen zeigte sich eine gleiche antioxidative Potenz der beiden Vitamin
E-Derivate. Dies lasst vermuten, dass die antioxidative Aktivitit von o-TT von einer Membran abhéngig
ist [412]. In einer spéteren Studie wurde hingegen gezeigt, dass TPs im Vergleich mit TTs die gleichen
Reaktionen mit Radikalen durchfiihren und auch dieselbe antioxidative Aktivitdt in Bezug auf
Lipidperoxidation in Lésung und in liposomalen Membranen besitzen [470]. Beim Vergleich TT-
reicher-Fraktionen von Palmél mit o-TP, in Bezug auf durch Kupfer induzierte Oxidation von LDL in
vitro, zeigten TT-reiche-Fraktionen von Palmol eine hohere antioxidative Potenz [278]. In einer weiteren
Studie konnte bei Behandlung von Erythrozyten mit o-TP und o-TT ein positiver Effekt auf die
Deformierbarkeit der Zellen sowie die Membranlipidperoxidation nachgewiesen werden. Auch hier
Uberwog der Effekt von o-TT [22]. Der antioxidative Effekt von TT konnte zudem bei

Supplementationsexperimenten mit Ratten sowie Menschen bestatigt werden [287,298].
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5.1.2.1.2 Die Wirkung von Vitamin E auf Inflammationsprozesse im Rahmen der Alzheimer
Krankheit

Chronische Entzlindungsreaktionen tragen mafgeblich zu der Entstehung chronischer Erkrankungen bei
[249]. Sie resultieren aus einer Ubersteigerten Antwort des Immunsystems, die mit der Produktion einer
Vielzahl reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies sowie proinflammatorischer Mediatoren einhergeht.
Zu diesen Mediatoren gehéren z.B. Lipidmediatoren, Prostaglandine [432], Leukotriene [468] und
Zytokine. Zu den Zytokinen zéhlen unter anderem Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) und IL-6 [23] welche
die Entzindungsreaktion ihrerseits verstirken und zur Schédigung des entsprechenden
Entziindungsgewebes fihren.

1990 ergaben groRe epidemiologische Studien und Beobachtungsstudien einen Zusammenhang
zwischen  Nicht-steroidalen-Antirheumatika  (NSAR), die in  der Behandlung von
Entziindungserkrankungen, wie rheumatoider Arthritis, Anwendung finden und einem verminderten
Risiko an AD zu erkranken [21,36,350,455]. Hierauf folgten Studien, welche anhand von AD-
Mausmodellen eine Reduktion der Alzheimer Pathologie durch NSAR zeigten [250]. Klinische Studien
konnten jedoch keinen Effekt der Behandlung von Probanden mit NSAR nachweisen [263]. Dennoch
kam durch diese Ergebnisse die Erkenntnis, dass Neuroinflammation eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese von AD zu spielen scheint. Entziindungsreaktionen des Hirngewebes werden jedoch als
eine Folge, der Pathophysiologie des AB- und Tau-Metabolismus angesehen, weniger als Ursache dieser
[481]. Grund hierfir ist die Tatsache, dass auch periphere chronisch entziindliche Erkrankungen selten
mit einer Entziindungsreaktion beginnen, da diese zunéchst durch ein Ereignis hervorgerufen werden
muss [355]. Ein entscheidender Anteil der Neuroinflammation ist auf Mikroglia und Makrophagen des
Hirngewebes zurlickzufuhren, welche Entziindungsmediatoren wie Zyto- und Chemokine, freie
Radikale und Komplementfaktoren ausschitten. Sie produzieren jedoch ebenfalls Anti-Ap-Antikorper
und fordern den AB-Katabolismus. Da AP seinerseits wiederum zur Aktivierung von Mikroglia flhrt,
ergibt sich ein Zirkel durch Ap-Akkumulation, Mikroglia-Aktivierung und der Ausschittung von

Entziindungsmediatoren, welche wiederum Ap-Aggregation und Neuroinflammation fordern [48].

Der Einfluss von Vitamin E auf die Neuroinflammation setzt an unterschiedlichen Stellen dieses Zirkels
an. Dies demonstrierten Li et al. in einer in vitro Studie anhand von Mikroglia welche durch
Lipopolysaccharide aktiviert wurden. Nach Aktivierung wurden diese mit differenzierten Neuronen
kultiviert, welche daraufhin eine verminderte Lebenszeit aufwiesen. Dieser Effekt konnte durch eine
Inkubation der Mikroglia mit Vitamin E vor Aktivierung dieser vermindert werden, was wiederum einen
Einfluss von Vitamin E auf den Signalweg der Aktivierung von Mikroglia vermuten l&sst [223]. Flanary
und Streit wiederum zeigten in vitro eine ausgeprégte, induzierende Wirkung von Vitamin E auf die
Proliferation von Mikroglia, welcher den Effekt des bekannten Mitogens Makrophagen-Kolonien-

stimulierender Faktor (engl. macrophage—colony stimulating factor, MCS) Ubersteigt [110].
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Neben den vorwiegend durch Mikroglia ausgeschiitteten Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und TNF-a, spielen
auch Prostaglandine und Leukotriene eine entscheidende Rolle in der inflammatorischen Pathogenese
von AD [4]. Wéhrend Prostaglandine in allen zellkernhaltigen Zellen des menschlichen Organismus
gebildet werden [69], ist die vorwiegende Quelle von Leukotrienen im Hirngewebe noch unklar [260].
Teilweise werden sie ebenfalls durch Mikroglia produziert [4]. Prostaglandine und Leukotriene werden
aus der Arachidonsaure synthetisiert. So entsteht im Rahmen der Oxidation der Arachidonsdure durch
COX-1 (Cyclooxigenase-1) und COX-2 (Cyclooxigenase-2) Prostaglandin E2, welches eine Rolle in
der Entstehung von Schmerz und Fieber spielt [432]. Das Zwischenprodukt dieser Synthese ist
Prostaglandin H2 (PGH,), aus welchem neben Prostaglandin E2 (PGE2) auch die Prostaglandine D2
(PGD3), F2 und 12 gebildet werden [432]. Jiang et al. konnten zeigen, dass Vitamin E-Formen
verschieden stark in die Synthese von PGE; und PGD; eingreifen. Dies erfolgt tber direkte kompetitive
Suppression der COX-2, durch welche PGH- gebildet wird, aus denen wiederum PGE; und PGD; durch
die Prostaglandin-Synthase entstehen. Diese Suppression erfolgte abhéngig von der Vitamin E-Form
mit unterschiedlich starker Potenz. So wirkten 8-TP und y-TT etwa gleich stark, y-TP etwas schwacher
und o-TP am schwéchsten. Dieser Effekt war allerdings nur auf zellulérer Ebene nachweisbar. Eine
Wirkung auf isolierte COX-2 konnte nicht gezeigt werden [187].

Auch Wu et al. konnten zeigen, dass TT-reiche Anteile von Palmél die Ausschittung von
Stickstoffmonoxid und PGE: innerhalb von mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelten humanen
monozytdren Zellen inhibieren. Dieser Effekt wurde durch die Suppression der induzierbaren
Stickstoffmonooxygenase und COX-2 Expression erreicht. Zudem konnten die Produktionen von 1l-4
und 11-8 sowie TNF-o durch die Behandlung mit TT-reichen Anteilen des Palméls unterdriickt werden
[454]. Auch in LPS behandelten peritonealen Makrophagen von Mausen konnte demonstriert werden,
dass TT-reiche Fraktionen die Produktion von Stickstoffmonoxid, PGE2 und proinflammatorischen
Zytokinen, wie TNF-a, Interferon-y, Inl-1  und II-6, in diesen Zellen inhibieren. Dieser Effekt tragt zur
reduzierten Proteinexpression von induzierbarer Stickstoffmonoxidsynthase, COX und NF«B bei. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die antiinflammatorischen Effekte von TT-reichen Anteilen
starker waren als jene von a-TP und a-Tocopheryl-Acetat [288]. In einer weiteren Studie wurde der
antiinflammatorische Effekt von o-TP, TT-reichen Anteilen und den TT-Isomeren, a-, y- und 5-TT in
LPS behandelten RAW 264,7 Mausmakrophagen verglichen. Es zeigte sich, dass TT-reiche Fraktionen
und alle drei TT-Isomere Interleukin-6 (IL-6) und die Stickstoffmonoxidproduktion inhibieren. Die
Bildung des TNF-a konnte jedoch ausschlieBlich durch a-TT inhibiert werden. Die Produktion von
PGE2 wurde durch TT-reiche Anteile, o- und 6-TT reduziert. Die Genexpression von COX-2 wurde
durch TT-reiche Anteile und die TT-lsomere, jedoch nicht durch a-TP herunterreguliert [459]. Auch
durch Wang et al. konnte gezeigt werden, dass y-TT die LPS induzierte 11-6-Produktion in murinen
RWAZ267,4 Makrophagen inhibiert. Dies geschieht durch die Blockade der Aktivierung des NFkB. Auch
die LPS induzierte Hochregulation des CCAAT/Verstarker-bindenden-proteins f (eng.
CCAAT/enhancer-binding-proteine 3, C/EBPp), welche flr die 1L-6 Produktion und Expression seines
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Zielgens, dem Granulozytenkolonien stimulierenden Faktor, ben6tigt wird, wird gehemmt [440]. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des NF«xB durch y-TT (iber die Hochregulation von
A20, einem Inhibitor des NF«kB, durch Modulation der in die Entziindungsreaktion involvierten
Sphingolipidsynthese ablauft [441].

Auch in in vivo Studien konnten ahnliche Ergebnisse erzielt werden. So zeigten Qureshi et al., dass
sowohl bei alten als auch jungen Mausen, welche eine vierwéchige Diat mit 6-TT aus Annatto-Samen
(100ppm/2kg Nahrung) erhielten, die LPS induzierte Entziindungsreaktion inhibiert werden konnte.
Dieser Effekt konnte auch bei der Kombination der LPS-induzierten Entzindungsreaktion mit INF-y
oder INF-p beobachtet werden. Deutlich wurde dieser Effekt durch die Reduktion der Stickstoffmonoxid
und TNF-a-Spiegel in der behandelten Gruppe. Ursache hierfur war die Suppression von genabhéngigen
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1 B, IL-1 a, IL-1 Rezeptor-Antagonist, IL-6, 1L-12, COX-2,
TNF-0 und weiteren [335]. In einer weiteren in vivo Studie wurde der antiinflammatorische Effekt von
a-, y-und &-TT in LPS behandelten immundefizienten Mdusen verglichen. Alle mit TT behandelten
Gruppen zeigten eine dosisabh@ngige Reduktion der TNF-a-Synthese, wobei die effektstarkste Gruppe
die mit 6-TT behandelte Gruppe war [334].

Neben dem Einfluss auf die Prostaglandinsynthese konnte durch Goetzl et al. demonstriert werden, dass
TP die Aktivitat der Lipoxygenase modulieren und somit die Synthese von Leukotrienen [130], welche
ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Entzlindungsreaktion spielen [468]. Es konnte gezeigt werden,
dass die Synthese von Leukotrien B4 (LTB4) und Leukotrien C4 (LTC4) in aktivierten Neutrophilen
durch verschiedene Vitamin E-Formen (ber eine Inhibition des zellul&ren Calcium-Einstroms und der
Lipoxygenase-5 gehemmt wird. Hierflr waren unterschiedliche Konzentrationen der Vitamine
notwendig, wodurch sich zeigte, dass y-TP, 8-TP und y-TT einen starken inhibitorischen Effekt hatten,
wohingegen a-TP in hoheren Konzentrationen verwendet werden musste, um den gleichen Effekt zu
erreichen. In physiologischer Konzentration waren die Vitamin E Formen nicht in der Lage humane,
rekombinante Lipoxygenase-5 zu inhibieren [190]. Des Weiteren konnte ausgeftihrt werden, dass 5-TP
und y-TP die ERK (engl. extracellular-signal regulating kinase, ,,A23187-stimulierte extrazellulare
Signal regulierende Kinase®) -Phosphorylierung und die Translokation der Lipoxygenase-5 vom
Zytosol in den Nukleus inhibierten. Diese Vorgange stellen entscheidende Schritte in der Aktivierung
der Lipoxygenase fir die Bildung von LTB4 in Neutrophilen dar [190].

Studien konnten zeigen, dass Vitamin E-Formen LPS-stimuliertes IL-6 in Makrophagen inhibieren.
Dabei erwies sich y-TT am potentesten. Die Inhibition erfolgte durch Suppression der LPS-induzierten
Aktivierung von NF«B und Hochregulierung von C/EBPf und C/EBP$ [440]. Eine Inhibition von NF«B
durch y-TT konnte auch in entarteten Zellen dargestellt werden [5]. Auch auf Interleukin-13 (IL-
13)/STAT6 (engl. signal transducer and activator of transcription, ,,Signalgeber und Aktivator der
Transkription®)-stimulierte  Eotaxin-3 wirkte y-TT inhibierend, Uber eine Blockade der

Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und der DNS-Bindung dieser in humanen Lungenepithel
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Zellen A549. Eotaxin-3 ist ein entscheidendes Chemokin in der Pathogenese von Asthma bronchiale,
da es die Eosinophilie in den Luftwegen induziert [439]. In einer weiteren Studie wurden verschiedene
Vitamin E Formen auf ihre Eigenschaften in einem experimentellen Modell des durch Hausstaubmilben
induzierten Asthmas getestet. Hier konnte nachgewiesen werden, dass y-TT aufgrund seiner
antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften einen protektiven Effekt zeigte und damit
einen vielversprechenden Kandidaten fir therapeutische Optionen darstellt. Dieser Effekt konnte mit
der Blockade der nukledren Translokation von NFkB und der Forderung des nukledren Faktors RF2
(engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, NRF2) Spiegels durch y-TP erklart werden [316]. Der
protektive Effekt von y-TT ist mit dem von Prednisolon, welches einen Teil der etablierten Asthma-
Therapie darstellt, vergleichbar. y-TT setzte zusétzlich jedoch noch die Infiltration von Neutrophilen,
und mit diesen einhergehend Zytokinen in die Luftwege herab [182]. Werden all diese Einfliisse von y-
TT auf die Pathogenese des Asthmas bronchiale zusammengenommen, ergibt sich ein hohes
therapeutisches Potenzial beispielsweise als Zusatztherapie, zusammen mit Corticosteroiden. Auf
Interleukin-10 (IL-10), und antiinflammatorische Zytokine war jedoch kein signifikanter Effekt
erkennbar [459]. Auch y-TP brachte einen positiven Effekt auf entziindliche Krankheiten. So konnte in
einer Studie gezeigt werden, dass Ratten mit Ovalbumin-induziertem, allergischem Asthma und Rhinitis
bei oraler y-TP Supplementation eine Reduktion der Eosinophilie in der Lunge, Nase und den Sinus
aufwiesen. Es setzte zudem inflammatorische Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13 in der

bronchioalveoldren Lavage-Flussigkeit und dem Mucus der Atemwege auller Kraft [434].

5.1.2.1.3 Der Einfluss von Vitamin E auf die Cholesterinhomdostase im Rahmen der Alzheimer
Krankheit

Neben den oben beschriebenen Qualitaten der Vitamin E-Derivate wie Antioxidation und
Entztindungshemmung, werden sie auch mit einer Senkung des Serum Cholesterins in Zusammenhang
gebracht [380].
Hypercholesterindmie stellt einen Risikofaktor fiir chronische Erkrankungen wie AD, die koronare
Herzerkrankung und arteriellen Hypertonie dar [311]. Sie fiihrt sowohl zu oxidativem Stress [323] als
auch zu Entzlindungsreaktionen [408], welche wiederum eine entscheidende Rolle in der Entstehung
von AD spielen [4]. Im transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine ernahrungsbedingte
Hypercholesterindmie zu einem erhohten AB-Spiegel des ZNS filihrt [344]. Somit bilden Cholesterin-
senkende Stoffe wie Statine einen therapeutischen Ansatz im Rahmen von AD, welcher in den letzten
Jahren in den Fokus der AD-Forschung geriet [393]. Ein Statin, welches die Blut-Hirnschranke
tberwinden kann, kdnnte zu einem geringeren Cholesterin-Spiegel im Gehirn fiihren [230]. Fassbender
et al. zeigten, dass Meerschweinchen, welche eine mit Simvastatin angereicherte Nahrung erhielten,
einen geringeren Serum-Cholesterin-Spiegel hatten, im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, welche kein
Simvastatin erhielten. Der Cholesterinspiegel des Gehirns blieb jedoch unbeeinflusst. Kulturen muriner
hippokampaler Zellen, welche Gber vier Tage mit 4uM Lovastatin oder Simvastatin behandelt wurden,
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zeigten hingegen geringere Cholesterin- und AB-Spiegel. Im Vergleich mit unbehandelten Zellen ergab
sich eine Reduktion des intrazelluliren AB40 und AP42 der mit Lovastatin behandelten Zellen auf
50%:+13% und 29%=10% [104]. Sparks et al. hingegen sprechen sich gegen Statine, die die Blut-Hirn-
Schranke Uberschreiten, aus. Diese Position basiert auf den folgenden drei Hypothesen auf Basis einer
doppelt-verblindeten Therapie-Studie mit 120 Alzheimer Patienten: 1. Uberschiissiges Cholesterin
inhibiert die Cholesterinsynthese und stimuliert dadurch die AB-Freisetzung, 2. AR wirkt zytotoxisch
durch die Inhibition der Cholesterinsynthese, 3. die Statin-Wirkung auf neuronaler Ebene konnte
Neurodegeneration durch weitere Inhibition der Cholesterinsynthese begunstigen [404]. Meske et al.
zeigten zudem, dass durch Lovastatin neben der Cholesterinsynthese auch die Synthese von
Gernylgernylphosphaten unterdriickt wird, was wiederum die Phosphorylierung von Tau und schlieRlich
die Apoptose begunstigt. Ursache fiir diesen Effekt ist vermutlich das verminderte Vorkommen von der
Membran-gebundenen-Fraktion der RAS Homolog A (RhoA)-GTPase in Neuronen, was wiederum zu
einem verminderten Spiegel an funktioneller kleiner G-Proteine fiihrt [258]. Gegensatzliche Effekte
konnten in einer in vitro Studie anhand eines zellularen Tau-Modells sowie primérer neuronaler
Zellkulturen gezeigt werden. Hier erfolgte durch Pitavastatin eine Reduktion des totalen und
phosphorylierten Taus, welche durch das Hinzufiigen von Mevalonat und Geranylgeranylphosphat
wieder aufgehoben werden konnte. Erkléart wurde dieser Effekt durch die Unterbrechung der Reifung
kleiner G Proteine wie RhoA und der Aktivitat der Glycogen-Synthase-Kinase 3B, einer Tau Kinase,
durch Pitavastatin [156].

Dariiber hinaus wurde der Einfluss verschiedener Erndhrungsformen und Lebensmittelbestandteile auf
den Cholesterinspiegel im Rahmen von AD in zahlreichen Studien untersucht [233].
Quershi et al. isolierten 1986 eine Struktur aus Gerste, welche in vitro als auch in vivo einen Cholesterin-
senkenden Effekt aufwies. Im Rahmen einer massenspektrometrischen Analyse konnte diese als a-TP
identifiziert werden. Bezlglich des zugrundeliegenden Mechanismus der Cholesterin-Senkung wurde
vermutet, dass eine Inhibition der HMG-CoA-Reduktase erfolgt. Diese Vermutung basierte auf der
Bestimmung der HMG-CoA-Reduktase-Aktivitdt [330]. Die HMG-CoA-Reduktase ist das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterinbiosynthese, in welcher Acetat zu Cholesterin
umgewandelt wird [40].

Der Cholesterin-senkende Effekt von Vitamin E konnte im Verlauf anhand verschiedener
Studienmodelle dargestellt werden. In vivo zeigte sich anhand von Kaninchen, welche mit einer
cholesterinreichen Nahrung gefiittert wurden eine 50%ige Reduktion des Cholesterinspiegels nach einer
Supplementation mit 21001.E. Vitamin E fur acht Wochen [320]. Im Rahmen einer randomisierten
doppelt-verblindeten Studie mit 32 Probanden mit Hypercholesterindmie konnte gezeigt werden, dass
eine Supplementation von 300mg Tocotrineol taglich fur sechs Monate zu einer Reduktion des gesamten
aber auch LDL Serumcholesterins fiihrt [472]. Unterschiede in der Wirksamkeit der verschiedenen

Vitamin E-Derivate, welche wie in 5.1.1.1 dargestellt beziglich ihrer Eigenschaften und Wirkungen
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variieren, konnte anhand einer Bestimmung der Inhibitionsaktivitait der HMG-CoA-Reduktase
festgestellt werden. In Rattenhepatozyten und kultivierten HepG2 Zellen, einer Zelllinie aus vom
hepatozelluldren Karzinom betroffenen Lebergewebe, wies y-TT im Vergleich mit a-TT eine 30-fach
hohere Aktivitéat bezuglich der Inhibition der Cholesterin-Biosynthese auf [314,315]. Song und DeBose-
Boyd et al. untersuchten in einer Studie ob y- und 8-TT die Anforderungen der Sterol oder Nicht-Sterol
HMG-CoA Reduktase-Degradation erfiillen. Hierfiir wurden Zellen mit Sterol-Mangel entweder mit 25-
Hydroxycholesterin, y-TT und 8-TT oder mit diesen Substanzen in Kombination mit 10mM Mevalonat
behandelt. Ohne Mevalonat zeigten alle Substanzen einen Anstieg der Degradation der Reduktase.
Mevalonat allein ergab jedoch keinen Effekt. In Kombination von Mevalonat mit den entsprechenden
Substanzen stellte sich eine Beschleunigung der Degradation der Reduktase dar. Im Gegensatz hierzu
zeigte a-TT keinen Effekt auf die Reduktase-Degradation unabhéngig von dem Zusatz von Mevalonat
[401].

Auch Teoh et al. demonstrierten in ihrer Studie einen positiven Effekt von Vitamin E-Derivaten auf den
Lipidhaushalt. Hierflr wurden Kaninchen fur 12 Wochen mit Cholesterin und Kokusnussol
angereichertem Futter erndhrt und erhielten zusatzlich, abgesehen von der Kontrollgruppe, TP (50mg/d)
oder TT (50mg/d). Bereits nach 10 Tagen konnte innerhalb der Vitamin E-Gruppen verzeichnet werden,
dass ein protektiver Effekt auf die Bildung atheromattser Plaques in der Aorta der Kaninchen bestand.
Zudem zeigte sich ein reduzierter Anstieg des LDL und Cholesterins im Serum der Kaninchen. TT
zeichnete sich hierbei durch einen signifikant stirkeren Effekt in der Suppression eines
Cholesterinspiegel-Anstiegs im Vergleich mit TP aus. y-TT erzeugt eine 30-fach grofRere Aktivitét als
Inhibitor der Cholesterin-Biosynthese im Vergleich mit o-TT [417].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass sowohl a-TT als auch a-TP zu einer Reduktion
des Gesamt- als auch des freien Cholesterins in SH-SY5Y WT Zellen fuhren. Hierbei zeigte sich im Fall
von o-TT eine stirkere Reduktion des Gesamtcholesterins als des freien Cholesterins. Dies lasst
vermuten, dass der Cholesterin-senkende Effekt dieses Vitamin E-Derivats im Zusammenhang mit
verestertem Cholesterinen steht. Cholesterinester stellen die Speicherform von U(berschissigem
Cholesterin dar. Sie sind in den meisten Geweben nur in geringer Menge vorhanden und liegen in Form
von zytoplasmatischen Lipidtropfen vor. 24-Hydroxycholesterin kommt insbesondere im Hirngewebe
vor. Seine Synthese wird als Mdglichkeit der Entfernung von liberschiissigem Cholesterin aus Neuronen
vermutet [28]. Es konnte gezeigt werden, dass der 24-Hydroxycholesterin Spiegel bei Patienten mit
neurodegenerativen Erkrankungen reduziert ist [13]. Berussi et al. zeigten dartiber hinaus, dass auch 24-
Hydroxycholesterinester vermindert im Blut und Liquor von AD-Patienten vorkommen. Anhand von
Kaplan-Meier-Kurven konnte zudem gezeigt werden, dass die Zeit bis zum Auftreten der Erkrankung
bei AD-Patienten und MCI-Patienten, welche zu AD-Patienten konvertieren vom 24-
Hydroxycholesterinester-Spiegel abhéngig war. Hierdurch werden Cholesterinester zu mdglichen
Biomarkern im Rahmen von AD [24]. Eine Studie, in welcher der Anteil von Cholesterinestern in den

Hautfibroblasten von AD-Patienten und gesunden Kontrollen untersucht wurde, zeigte ein erhohtes

113



Vorkommen dieser in an AD erkrankten Probanden. Dies zeigt zum einen, dass die Verénderungen der
Cholesterinhomdostase im Rahmen von AD (ber das zentrale Nervensystem hinaus gehen [310]. Des
Weiteren lasst sich vermuten, dass bei einem reduzierten VVorkommen der Cholesterinester extrazellular
und einem erhdhten Vorkommen intrazellular eine Umverteilung dieser im Rahmen der Pathogenese
von AD eine Rolle spielt. Inwieweit die Reduktion insbesondere von Cholesterinestern durch a-TT
einen protektiven Effekt oder eine Wirkung auf die Erkrankung oder eine Beeinflussung des

Krankheitsverlaufs hervorruft, lasst sich anhand der aktuellen Studienlage nicht sagen.

Neben den direkten Effekten der Vitamin E-Derivate auf die Lipidhomoostase, welche zeitnah
nachzuweisen sind, spielen auch indirekte Effekte, wie die Beeinflussung der Transkription von Genen,
welche den Lipidhaushalt regulieren, eine entscheidende Rolle. In einer Studie, in der Hepatozyten mit
100uM a-TP behandelt wurden, konnte gezeigt werden, dass dieses einen Effekt auf die Expression
multipler Gene aufweist. Darunter solche, die Schliisselenzyme der de novo Cholesterin-Biosynthese
kodieren. Dieser Effekt wurde durch die Abschwéachung der post-translationalen Prozessierung des
Transkriptionsfaktors SREBP-2 erreicht, was wiederum zu einer verminderten transkriptionellen
Aktivitat der Sterol-responsiven Elemente der Promotor Regionen der Zielgene fuhrt. Um zu
determinieren, ob der Effekt von a-TP auf einer Inhibition der Transkription oder einer Degradation der
mMRNS beruht, wurden die Zellen zusatzlich mit dem Transkriptionsinhibitor Acitomycin D behandelt.
Es zeigte sich, in diesem Fall kein Effekt auf die Transkripte, woraus sich schlieBen lésst, dass a-TP die
MRNS Spiegel der Cholesterinhomdostase-Gene durch eine Inhibition der Transkription beeinflusst
[430].

Bezlglich des Cholesterin-senkenden Effekts der Vitamin E-Derivate auf den Menschen ist die aktuelle
Literatur nicht eindeutig. So zeigten Qureshi et al. anhand einer doppelt-verblindeten, gekreuzten Studie
einen signifikanten Effekt von TT auf die Serumlipide der Testpersonen. In dieser erhielten
Testpersonen Uber acht Wochen 200mg Palmvitee eine TT-reiche Fraktion von Palmdél oder 300mg
Korndl taglich. Bereits in den ersten vier Wochen konnte in der TT-Gruppe eine signifikante Reduktion
des totalen Cholesterins (-15%), LDL Cholesterins (-8%), Apo B (-10%), Thromboxan (-25%),
Plattchenfaktor 4 (-16%) und Glucose (-12%) im Serum nachgewiesen werden. Bei drei Probanden der
Studie konnte keine signifikante Reduktion des Cholesterins durch Palmvitee erzielt werden. Diese drei
Probanden, sowie vier weitere Probanden mit einem initialen Cholesterinspiegel >7,84mmol/L wurden
mit 200mg reinem y-TT taglich, welches aus Palmol gewonnen wurde, behandelt. Nach vier Wochen
zeigte sich eine signifikante Reduktion des LDL-Cholesterins. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass y-
TT den potentesten Inhibitor der Cholesterin-Biosynthese im Rahmen der Palmvitee Kapseln bildet
[331]. Eine uber den Verlauf von zwei Jahren erhobene Studie von Kooyenga et al., in welcher 50
Probanden 300mg Kapseln mit entweder 16mg a-TP, 40mg y- und o-TT und 240mg Palm Superolein

oder nur 300mg Palm Superolein als Placebo erhielten, zeigte sich wiederum keine signifikante
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Reduktion des Serum Cholesterins, LDL Cholesterins und der Triglyceride [203]. Fur eine fundierte
Aussage beziiglich des therapeutischen Effekts von Vitamin E-Derivaten auf den humanen
Lipidhaushalt sind weitere Studien mit umfassenderen Probenden-Zahlen notwendig. Generell weisen
Erndhrungs-Studien eine grofRe Breite moglicher Storfaktoren auf, weshalb eine strenge einheitliche
Diéat sowie die Verabreichung der Vitamin E-Derivate mdglichst ohne Tragerstoffe gewehrleistet sein
sollte. Zu diesem Zeitpunkt lasst sich aufgrund der inkohérenten Studienlage keine eindeutige Aussage

zur Wirkung von Vitamin E-Derivaten auf den humanen Lipidhaushalt machen.

5.1.2.2 Der Einfluss von Vitamin E auf die APP-Prozessierung

Wéhrend zu der antiinflammatorischen und antioxidativen Wirkung von Vitamin E im Rahmen der
Pathogenese von AD bereits zahlreiche Studien existieren, ist der Einfluss von Vitamin E auf die
amyloidogene und nicht-amyloidogene Prozessierung von APP noch gering untersucht. Auch aus
diesem Grund steht die Untersuchung des Effekts von a-TP und o-TT auf den AB-Anabolismus im
Fokus dieser Arbeit.
Aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften liegt Vitamin E zu kleinem Anteil in Zellmembranen vor, wo
es vorwiegend durch seine antioxidativen Eigenschaften die mehrfach ungesattigten Membranlipide vor
freien Radikalen schiitzt. Zudem stabilisiert es die Membran indem es Komplexe mit Produkten der
Membranlipidhydrolyse wie Lysophospholipiden und freien Fettsauren bildet [438]. Wie bereits in 2.2.1
erlautert, stellt eine Besonderheit der amyloidogenen Prozessierung von APP der Ablauf des Prozesses
an der Zellmembran und insbesondere der innerhalb der Membran erfolgende Schnitt der y-Sekretase
dar. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass die Lipid-Zusammensetzung der umgebenden Membran
eine entscheidende Rolle in der Prozessierung von APP spielt [137,139,140,479]. Die Hypothese des
Einflusses von Vitamin E auf die Prozessierung von APP ist daher naheliegend. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass Vitamin E Expressionsmuster unterschiedlicher Proteine im Hirngewebe
beeinflusst [358,360]. Somit stellt sich auch die Frage einer moglichen Beeinflussung der Expression
von Genen, welche im Rahmen der APP-Prozessierung eine Rolle spielen.
Grimm et al. untersuchten in einer in vitro Studie den Effekt von a-, y- und 8-TP auf die Synthese und
die Degradation von AP in SH-SY5Y Zellen. Bei der Bestimmung des Gesamt-Af von SH-SY5Y APP
Zellen nach einer Inkubation mit 10uM der entsprechenden Vitamin E-Derivate ergab sich eine
signifikante Erhohung des Gesamt-Af durch alle Derivate. Diese Ergebnisse suggerierten einen
madglichen, nachteiligen Effekt der Vitamin E-Supplementation im Rahmen von AD [143]. Arrozi et al.
hingegen zeigten eine Reduktion der AB42 Konzentration in SH-SY5Y APP Swe Zellen durch a- und
v-TP [307]. Wahrend durch den von Grimm et al. verwendeten WO02-Antikorper die Aminosduren vier
bis zehn von AP und somit nicht nur AB42 erkannt wird, kann eine unterschiedliche Wirkung von
Vitamin E-Derivaten auf die Freisetzung von A Peptiden mit variablem C-Terminus verschiedener Ap-
Formen diskutiert werden. Zur genaueren Analyse der gesteigerten Gesamt-A-Synthese erfolgte durch
Grimm et al. zudem die Untersuchung des Effekts von a-, y- und o-TP auf das Gesamt-Ap aus SH-
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SY5Y C99 Zellen und auf die y-Sekretase-Aktivitét in lebenden SH-SY5Y WT Zellen. Hier ergaben
sich ein jeweils signifikanter Effekt durch y- und 3-TP sowohl auf die Steigerung des Gesamt-Ap als
auch auf die Sekretase-Aktivitat, wohingegen der Effekt von a-TP deutlich geringer ausfiel. Zur Analyse
eines direkten Effekts der Vitamin E-Derivate auf die y-Sekretase erfolgte zudem die Untersuchung der
Sekretaseaktivitat in post-nukledren Fraktionen. Hier ergab sich kein Effekt der TP, was vermuten lasst,
dass der Einfluss auf die Sekretaseaktivitat von zelluldren Prozessen abhangt, welche das Vorliegen
intakter, lebender Zellen voraussetzen. Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich in der Analyse der beta-
Sekretaseaktivitit. Hier zeigten y- und 3-TP im Gegensatz zu a-TP einen signifikanten Effekt auf eine
gesteigerte sSAPPpB-Freisetzung in SH-SYS5Y APP Zellen sowie auf die -Sekretaseaktivitét in lebenden
SH-SY5Y WT Zellen. Auch hier war kein direkter Effekt der Vitamin E-Derivate auf die [-
Sekretaseaktivitdt in post-nukledren Fraktionen feststellbar. Zur Untersuchung des Einflusses auf die
Genexpression der y-Sekretase erfolgte die Bestimmung von Presenilin 1, welches einen Teil des aktiven
Zentrums der y-Sekretase bildet [167]. Hier kam es zu einer signifikanten Steigerung des Proteinspiegels
nach der Inkubation mit o-TP, nicht jedoch im Fall von y- und 8-TP. Auch die Genexpression von
BACE]I, dem Protein welches der B-Sekretase im Hirngewebe entspricht [47], wurde unter dem Einfluss
der TP-gesteigert, wenn auch kein signifikanter Effekt erreicht wurde [143]. Gaedicke et al. wiesen in
einer in vivo Studie hingegen keinen Einfluss von Vitamin E auf die Genexpression von BACE 1,
ADAM-10 und anderen Proteinen der AB-Synthese nach [124]. Da es sich hier jedoch nicht um ein AD
Mausmodell handelte, lasst sich vermuten, dass ein Einfluss der E Vitamine auf Genexpressionsebene
erst bei einer gesteigerten AB-Synthese deutlich wird.

Die Ergebnisse von Grimm et al. haben maBgeblich diese Arbeit inspiriert, da das Vorliegen eines
nachteiligen Effekts durch Vitamin E-Derivate auf die Pathogenese von AD von groRer Relevanz gerade
im Hinblick auf therapeutische Ansétze durch Supplementation ist. Insbesondere das haufig in Rahmen
dessen eingesetzte a-TP [81] ist aufgrund dessen und der in 5.1.1 erlduterten Grinde von grofiem
Interesse. Auch in dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass sowohl a-TP, als auch a-TT neben ihren
positiven antiinflammatorischen und antioxidativen Effekten auch nachteilige Mechanismen im
Rahmen der amyloidogenen und nicht-amyloidogenen Prozessierung von APP bewirken. So konnte
auch hier eine Steigerung des Gesamt-Ap nach Inkubation von SH-SY5Y APP Zellen durch die Vitamin
E-Derivate gezeigt werden (a-TP 114,7% + 3,2%, p<0,01, n=16; o-TT 116,7% =+ 3,1%, p <0,001, n=16).
Wie bereits erldutert, lasst sich dieser Effekt durch die generell gesteigerte Synthese von APPggs in SH-
SY5Y APP Zellen begriinden, welche méglicherweise durch eine ebenfalls gesteigerte AB-Degradation
kompensiert wird. Diese Vermutung wird durch den deutlich ausgepragteren Effekt auf das Gesamt-Af
in SH-SY5Y WR Zellen bestarkt. Auch wenn eine Steigerung auf 114,7% bzw. 116,7% nicht gravierend
erscheinen mag, sollte berlicksichtigt werden, dass aufgrund der langen préklinischen Phase von AD
bereits eine geringe Steigerung der Ap-Freisetzung zu einem friheren Beginn der
Erkrankungssymptomatik filhren kann [88]. Um den Einfluss von a-TP und a-TT in einem Zellsystem

mit physiologischem AB-Metabolismus zu untersuchen, erfolgte die Inkubation auf SH-SY5Y WT
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Zellen. Aufgrund des pragnanten Effekts im SH-SY5Y APP-Zell-Modell erfolgte dies mit o-TT. Es
zeigte sich ein noch deutlicherer Effekt auf die Synthese von AP (146,7% =+ 2,3%, p <0,001, n=4). Eine
maogliche Erklarung hierflr ist, dass aufgrund des erhdhten Ap-Vorkommens in SH-SY5Y APP Zellen
auch die AB-Degradation geseigert verlauft und somit eine Steigerung der AP-Synthese schneller
ausgleichen kann. Moglicherweise kommt es bei langfristig erhohtem AP-Vorkommen zu einer
Steigerung des AB-Katabolismus, was die Diskrepanz zu den von Arrozi et al. gezeigten Ergebnissen
erklaren wirde. Hier wurden die Méuse Uber sechs Monate mit einer Vitamin E-reichen Ernahrung
gefiittert [307], was einen deutlich langeren Supplementationszeitraum darstellt. Paul et al. konnten
zeigen, das katalytische Antikorper, welche die Degradation von AP katalysieren, vermehrt bei
Patienten, die an AD leiden, vorhanden sind [313]. Auch Neprilysin und das IDE, welche eine
entscheidende Rolle im Ap-Katabolismus spielen, sind im Hirngewebe von AD-Patienten, in
Abhangigkeit von der Schwere der Erkrankung erhoht [268].
Zur weiteren Aufschliisselung des Einflusses von a-TP und a-TT auf den AB-Anabolismus erfolgte in
dieser Arbeit die fluorometrische Bestimmung der B- und y-Sekretaseaktivitdt in lebenden SH-SY5Y
WT Zellen. Durch den Schnitt der B-Sekretase wird die proteolytische Freisetzung von AP aus APP
initiiert. Sowohl unter dem Einfluss von o-TP, als auch o-TT zeigte sich eine Steigerung der f-
Sekretaseaktivitat (a-TT: 117,5% + 3,9%, p <0,001, n = 21, a-TP: 121,8% + 2,4%, p <0,001, n = 21).
Gleiches gilt fiir die Aktivitdt der y-Sekretase. Auch hier ergibt sich eine Steigerung unter dem Einfluss
der Vitamin E-Derivate (a-TT: 130,8% + 4.6%, p <0,001, n = 20, a-TP: 133,0% * 2,2%, p <0,001, n =
20). Da im Rahmen der Sekretaseaktivitatsbestimmung in lebenden Zellen sowohl direkte Effekte, als
auch Auswirkungen auf die Genexpression oder zellulare Mechanismen urséachlich fiir Veranderungen
sein konnen erfolgte, zudem die Bestimmung der Sekretaseaktivitat in post-nuklearen Fraktionen. Auch
hier erfolgt eine Steigerung der B-Sekretaseaktivitat durch o-TP und o-TT (a-TT: 116,3% + 3,3%, p =
0,007, n =6; a-TP: 116,3% + 3,3%, p = 0,008, n = 6), sowie der y-Sekretaseaktivitat (a-TT: 118,3% +
4,5%, p = 0.02, n = 6; a-TP: 122,6% * 5,1%, p = 0,008, n = 6). Diese Ergebnisse suggerieren einen
madglichen direkten Effekt der Vitamin E-Derivate auf die Sekretasen. Neben den oben beschriebenen
Ergebnissen von Grimm et al. finden sich in der aktuellen Literatur nahezu keine Studien zum direkten
Einfluss von Vitamin E-Derivaten auf die Aktivitat der Sekretasen des ApB-Anabolismus, was den
Ergebnissen dieser Arbeit zusammen mit derjenigen von Grimm et al. noch mehr Bedeutung beimisst.
Zur Verifizierung der Ergebnisse der fluorometrischen Sekretaseaktivitatsbestimmung erfolgte zudem
die Bestimmung des Gesamt-Af aus SH-SY5Y-B-CTF Zellen, deren Medium-Ap ausschlieBlich auf
den Schnitt der y-Sekretase zuriickzufuhren ist, da die Zelllinie nur die letzten 99 C-terminalen
Aminosduren von humanem APPggs (B-CTF) exprimiert. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des
Gesamt-Ap von SH-SY5Y-B-CTF Zellen durch die Vitamin E-Derivate (o-TT: 133,6%=+ 2,8%, p <
0,001, n = 12; o-TP: 114,7% =+ 3,1%, p < 0,05, n = 15). Auch fiir die B-Sekretase konnten die
fluorometischen Ergebnisse anhand einer Western Blot Analyse von sAPPp bestitigt werden. Es konnte
eine Erh6hung des sAPPB-Spiegels durch die Vitamin E-Derivate (a-TP 108,8% + 3,4%, p = 0,06, n =
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10; o-TT: 136,8% = 3,3%, p = 0,004, n = 3) verzeichnet werden.

Im Gegensatz zum direkten Effekt von Vitamin E auf die Sekretasen der amyloidogenen und nicht-
amyloidogenen APP-Prozessierung gibt es in Bezug auf den Einfluss von Vitamin E auf
transkriptioneller Ebene bereits mehrere Studien. Dennoch ist die Aussage der bestehenden Daten
heterogen. Wahrend Gaedicke et al. keinen Einfluss von Vitamin E auf die Expression von Enzymen
der APP-Prozessierung nachwiesen [124], ergab eine transkriptionelle Studie durch Gugliandolo et al.
Evidenz flr eine Hochregulation von Genen der nicht-amyloidogenen Prozessierung von APP und
Runterregulierung von Genen der amyloidogenen Prozessierung [147].

Um die Auswirkung von Vitamin E auf die Genexpressionsebene weiter zu untersuchen, erfolgte in
dieser Arbeit die Analyse der Genexpression in SH-SY5Y WT Zellen, welche zuvor mit o-TP und a-
TT inkubiert worden waren. Hier stellten sich im Rahmen der Inkubation mit a-TT keine signifikanten
Unterschiede der Expression von BACE1 im Vergleich zum Haushaltsgen Akting dar. Auch die Gene
des y-Sekretasekomplexes blieben mit Ausnahme von APH1b (85,2% =+ 3,4%, p < 0,001, n =9) dessen
Expression signifikant reduziert wurde, weitgehend unbeeinflusst. Fir a-TP zeigten sich ahnliche
Ergebnisse fiir Gene des y-Sekretasekomplexes. APH1b blieb hier jedoch unbeeinflusst. Fir BACE 1
war eine signifikante Reduktion der Expression (83,4% + 5,4%, p = 0,007, n = 8) erkennbar.

5.1.2.3 Der Einfluss von Vitamin E auf die Af-Degradation

Die Pathogenese von AD hinsichtlich des vermehrten Vorkommens von AB wird zum einen durch eine
verstarkte Synthese des Proteins erklart, aber auch ein verminderter Abbau tragt zur Akkumulation der
ApB-Proteine bei. Anhand eines AD-Mausmodels untersuchten Nishida et al. die Mechanismen der ApB-
Akkumulation. Die a-TP Transfer Protein APP sw doppel-knockout Mduse wiesen eine gesteigerte AB-
Deposition im Hirngewebe auf, welche durch a-TP Supplementation reduziert wurde. Hinsichtlich des
Einflusses der Vitamin E-Defizienz auf die AP-Degradation blieb Neprilysin unbeeinflusst. IDE
hingegen, welches einen Grofteil der AB-Degradation ibernimmt, zeigte sich reduziert. Zurlickgefiihrt
wurde dieser Effekt auf die erhohte Lipidperoxidation aufgrund des a-TP-Mangels, welche wiederum
die AB-Beseitigung beeinflusst [290].

Um die Reduktion von IDE in a-TP Transfer Protein APP sw doppel-knockout Mausen zu untersuchen,
fiihrten Yui et al. eine DNS Mikreoarray Analyse durch. Hier stellten sich deutliche Unterschiede der
Expression von Phospholipase A2 dar. Daruiber hinaus fand sich die Expression von Phospholipase A2
in humanen Astrozyten von AD-Patienten erhoht, im Vergleich mit Kontrollzellen. Diese Ergebnisse
suggerieren eine entscheidende Rolle der Phospholipase A2 im Rahmen der IDE-Reduktion und somit

der Initiation und Progression von AD [473].

Dennoch steht die bisherige Literatur zum Einfluss von Vitamin E auf die AB-Degradation im Gegensatz

zu den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen. Hier zeigte sich eine verminderte AB-Degradation als
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Resultat einer Inkubation von N2a Zellen mit a-TP und o-TT (a-TP: 77,6% + 2,5%, p = 0,001, n = 6;
a-TT:82,1% + 3,7%, p = 0,003, n = 6). Unter gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit dem IDE-Inhibitor
Insulin und a-TT war die Degradation nicht beeinflusst. Dies lasst vermuten, dass IDE im Rahmen des

Effekts der Vitamin E-Derivate auf die AB-Degradation eine entscheidende Rolle zukommt.

5.1.2.4 Vitamin E in der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen

Hinsichtlich der entscheidenden Rolle von oxidativem Stress, chronischen Entziindungen und
Hypercholesterindmie in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen stellt Vitamin E aufgrund
seiner biologischen Eigenschaften ein naheliegendes, vielversprechendes Therapeutikum dar.
Epidemiologische Studien mit Patienten im Alter von 65 Jahren und &lter zeigten eine Reduktion der
Inzidenz von AD bei hoher Aufnahme von Vitamin E Uber die Erndhrung. Dieser Effekt ist besonders
deutlich beim Konsum verschiedener Vitamin E-Derivate in Kombination [274]. Bei Patienten mit MCI
oder AD hingegen folgt bei einer Supplementation vom a-TP keine Verbesserung der kognitiven
Funktion oder Milderung der Krankheitsprogression [103]. Im Vergleich mit Donepezil, welches in der
aktuellen klinischen Therapie von AD verwendet wird, kam es durch die Einnahme von 20.0001U
Vitamin E téglich zu keinem Effekt bei Patienten mit MCI, wéahrend Donepezil mit einer Reduktion der
Progression der AD in den ersten 12 Behandlungsmonaten assoziiert war [318]. Grund fur die
Inkohérenz der Ergebnisse von epidemiologischen und interventionellen Studien kénnten genetische
Varianten mit Auswirkung auf den Vitamin E-Metabolismus sein. Zur Evaluation dieser Hypothese sind
weitere Interventionsstudien mit vorheriger Festlegung des genetischen Profils der Probanden

notwendig.

Bei Morbus Parkinson (engl. Parkionson’s disease, PD) ergab sich ebenfalls eine inverse Korrelation
zwischen Vitamin E-Aufnahme uber die Erndhrung und der Inzidenz von Morbus Parkinson. Dieser
Zusammenhang ergibt sich unabhéngig von Alter und Geschlecht [373]. In einer doppelt-verblindeten
Placebo-kontrollierten Studie mit 60 Patienten mit Morbus Parkinson fuhrte die tdgliche Gabe von
1000mg Omega-3-Fettsauren und 4001U Vitamin E zu einer Verbesserung der Symptomatik im Rahmen
der einheitlichen Morbus Parkinson Bewertungs-Scala (engl. Unified Parkinson's Disease Rating Scale-
, UPDRYS), der totalen antioxidativen Kapazitdt und Glutathion-Konzentration im Vergleich mit der
Kontrollgruppe. Daruiber hinaus zeigte sich eine Reduktion des hoch-sensitiven C-reaktiven Proteins
(CRP) sowie Biomarkern des Insulinmetabolismus [414]. In einer weiteren Placebo-kontrollierte Studie
wurden Patienten mit frihem PD mit 10mg/d Depernyl und/oder 20001U/d TP behandelt. Priméarer
Endpunkt war die Dauer bis zur Notwendigkeit einer Behandlung der Patienten mit Levodopa. Im
Gegensatz zu Depernyl ergab TP dahingehend keinen Effekt [482]. Im Rahmen einer weiteren
Interventionsstudie, in welcher a-TP in Kombination mit Ascorbat verabreicht wurde, verlédngerte sich
die Zeit bis zu Notwendigkeit einer Levodopa-Therapie um 2,5 Jahre [100]. Unabhé&ngig von diesen

Studienergebnissen ist Vitamin E bisher kein Bestandteil der PD Therapie.
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Bezlglich Vitamin E im Kontext weiterer neurodegenerativer Erkrankungen besteht eine begrenzte
Literaturlage. Im Rahmen der Pathogenese des Morbus Huntington (engl. Huntington’s disease, HD)
wird vermutet, dass eine starke Aktivierung von Glutamat-gesteuerten lonen-Kanélen zum Zelltod
durch oxidativen Stress flhrt. Die Untersuchung von Vitamin E als mdgliches Therapeutikum aufgrund
seiner antioxidativen Eigenschaften scheint daher naheliegend [319]. Eine Behandlung von 73 HD
Patienten mit hohen Dosen von a-TP zeigte selektive positive Effekte beziglich der neurologischen
Symptomatik der Patienten [319].

Auch hinsichtlich der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) erfolgten bereits Studien mit Vitamin E
Supplementation. Im ALS-Mausmodell konnte eine Besserung des Beginns sowie Progresses der
Erkrankung unter Vitamin E Supplementation nachgewiesen werden [150]. In einer doppelt-
verblindeten, Placebo-kontrollierten Studie mit 289 ALS Patienten, welche weniger als finf Jahre an
der Erkrankung litten, ergab sich aus der Supplementation von a-TP kein Effekt auf den Abbau der
Funktionen, welche durch die Norris-Glieder-Skala Gberprift wurden. Es zeigte sich jedoch eine
verminderte Progression vom Stadium A der Erkrankung zu dem schwereren Stadium B der ALS
Gesundheitsstand-Skala [77]. In einer weiteren Studie wurde o-TP als Zusatztherapie zu Riluzol
untersucht, jedoch konnten hier keine Effekte hinsichtlich Uberlebensrate, Zeit bis zum Tod,
Tracheostomie oder Beatmungspflicht erzielt werden [136].

5.1.2.4.1 o-TP, o-TT in der Therapie und Diagnostik der Alzheimer Erkrankung

In zahlreichen Studien konnte dargestellt werden, dass ein erhéhter Plasmaspiegel von TP- und TT-
Derivaten mit einem reduzierten Risiko kognitiver Einschrankungen assoziiert sind. Dieser Effekt wird
auf die Cholesterin-senkenden Eigenschaften der Vitamin E-Derivate zuriickgefiihrt [244], aber auch auf
ihre antioxidativen [95] und anti-inflammatorischen Effekte [42]. Auch in der Diagnostik der AD ist
dieser Zusammenhang entscheidend. So konnte gezeigt werden, dass bei der Evaluation von Atrophie-
Mustern in MRT-Bildern und zusétzlicher Untersuchung des Serum-Spiegels verschiedener Vitamin E
Derivate zur Differenzierung zwischen Patienten mit MCI oder AD zur gesunden Kontrolle eine
signifikante Genauigkeit bei der Diagnose AD erzielt werden konnte [245]. In einer prospektiven Studie
konnte zudem gezeigt werden, dass Probanden mit einem TP-, TT- oder Vitamin E-Spiegel oberhalb
des hochsten Terzils ein reduziertes Risiko hatten an AD zu erkranken, im Vergleich mit Probanden
deren Plasmaspiegel sich im niedrigsten Terzil befand. Bei Betrachtung der einzelnen Vitamin E-
Derivate in diesem Zusammenhang hatte besonders B-TP einen protektiven Effekt, wohingegen a-TP,
a-TT und B-TT einen nur geringfligigen Effekt zeigten [242]. In Einklang mit diesen Ergebnissen konnte
in einer weiteren Studie gezeigt werden, dass Probanden mit AD oder MCI niedrigere TP-, TT- und
Vitamin E-Plasmaspiegel aufwiesen im Vergleich mit gesunden Probanden [243].
Inwieweit a- TP allein protektive Auswirkungen auf die Inzidenz von AD hat, zeigte sich in einer Studie
von Morris et al. Es wurde untersucht wie sich die Aufnahme von Vitamin E, also allen acht Vitamin
E-Formen oder einzelnen TP, auf das Risiko an AD zu erkranken, auswirkt. Es war in allen Féllen eine
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inverse Assoziation zwischen einer erhdhten Vitamin E-Aufnahme und der Inzidenz von AD erkennbar.
Dennoch besteht ein groRerer Vorteil von der Aufnahme verschiedener Vitamin E-Derivate, als
ausschlieSlich a-TP [274]. Als Ursache fur diesen Effekt lassen sich die unterschiedlichen biologischen
Effekte der verschiedenen Vitamin E-Formen diskutieren. Im Einklang mit diesen Ergebnissen steht
eine weitere prospektive Kohortenstudie, welche ebenfalls einen inversen Zusammenhang zwischen
einer erhdhten Vitamin E Aufnahme Uber die Ernahrung und der Inzidenz von AD festgestellt hatte.
Hier hatte sich jedoch zudem gezeigt, dass dieser Zusammenhang bei der Verwendung von Vitamin E
in Form von Nahrungserganzungsmitteln fehlte. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse sollte jedoch
nicht auBer Acht gelassen werden, dass die Erhebung des Essverhaltens anhand eines Fragebogens
stattfand. So gaben zu Beginn der Studie 8,7% der Teilnehmer an Vitamin E Nahrungserganzungsmittel
zu sich zu nehmen. Drei Jahre spéter waren es 17,4%. Somit ist nicht auszuschlieBen, dass der
ausbleibende Effekt im Zusammenhang mit einer zu kurzen oder inkonsequenten Einnahme der
Nahrungserganzungsmittel steht [273]. Zudem konnte sich aber auch vermuten lassen, dass der
ausbleibende Effekt der VVitamin E Nahrungsergédnzungsmittel auf die Inzidenz von AD darin begriindet
ist, dass der singulére Effekt von a-TP auf die Protektion von AD weniger ausgeprégt ist als der mehrerer
TPs in Kombination. Vitamin E Nahrungserganzungsmittel bestehen jedoch meist hauptsachlich aus a-
TP [274]. Eine Supplementation mit a-TP zeigte keine Pravention der Demenzprogression und auch
keine Verbesserung der kognitiven Funktion bei Patienten mit MCI oder Demenz im Rahmen von AD
[103]. Die fehlende Wirkung von a-TP auf den Verlauf von AD wurde in weiteren Studien zudem durch
die Wirkung von diesem auf die Bioverfligbarkeit anderer protektiv wirkender TPs erklart. So ergab
eine randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie eine Reduktion des Serum-y-TP-Spiegels bei den
Teilnehmern, welche iber zwei Monate eine Supplementation mit RRR-a-Tocopheryl Acetat (4001U/d)
erhalten hatten [172]. Neben den kontroversen Ergebnissen zum protektiven Effekt von Vitamin E-
Derivaten auf AD wurden zudem negative Auswirkungen einer hohen Vitamin E-Supplementation
nachgewiesen. So zeigte eine Metaanalyse, die den dosisabhangigen Zusammenhang zwischen Vitamin
E und der totalen Mortalitat untersuchte, dass eine Vitamin E-Supplementation von gréRer, gleich 4001U
pro Tag eine Erh6hung der Gesamtsterblichkeit begiinstigt und aus diesem Grund vermieden werden
sollte [266].
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5.2 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnten die in der Literatur diskutierten, cholesterinsenkenden und antioxidativen
Eigenschaften von o-TP und o-TT bestatigt werden. Da in verschiedenen Studien gezeigt werden
konnte, dass eine Cholesterin-Depletion mit einem positiven Effekt auf die AB-Produktion, einer
verminderten Bildung von AP, einhergeht, waren ahnliche Ergebnisse bei der durch o-TP und o-TT
induzierten Cholesterinsenkung zu erwarten [104,137,394]. Entgegen dieser Erwartung war eine
Erhéhung des AB-Spiegels in APPsgs transfizierten SH-SY5Y Zellen, die mit a-TP oder o-TT inkubiert
wurden, zu sehen. Diese Ergebnisse lassen sich dadurch erklaren, dass die Vitamin E-Derivate neben
ihrem Effekt auf den Cholesterin-Spiegel einen direkten Effekt auf die Aktivitdt der Sekretasen, welche
durch die proteolytische Prozessierung von APP das AP-Protein freisetzen, aufweisen. Eine
Untersuchung der Gentranskription und Proteinspiegel von BACE1 sowie Komponenten des v-
Sekretase Komplexes zeigte jedoch keine Veranderungen. In der vorliegenden Arbeit erwies sich der
direkte Effekt auf die Sekretasen mutmaRglich starker ausgepragt als die protektive Cholesterin-senkende
Wirkung. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass unter anderen experimentellen
Bedingungen der Effekt auf Cholesterin starker im Vordergrund steht (Abbildung 34).

Neben dem direkten Effekt auf die Aktivitat der Sekretasen wiesen a-TP und a-TT zudem eine Wirkung
auf die Degradation von A auf. Diese wurde reduziert, was wiederum in einem erhéhten AB-Spiegel
resultierte. Der ungiinstige Effekt von Vitamin E-Derivaten auf die Sekretasen der amyloidogenen
Prozessierung sowie der Degradation von AP wurde bereits in vorherigen Studien gezeigt. Hier stellte

sich 6-TP als das TP mit der starksten Wirkung auf die AB-Produktion heraus [143].

Aufgrund der unterschiedlichen Wirkungseffekte von Vitamin E-Derivaten ist der Nutzen einer
Supplementation kritisch abzuwégen, denn nicht jeder Patient profitiert von einer Vitamin E
Supplementation. GemaR dem Prinzip der personalisierten Medizin miissen der metabolische Status, das
genetische Profil sowie Komorbiditdten der Patienten in diese Therapieentscheidung einfliel3en.
Aufgrund des aktuellen Standes der klinischen Praxis ist die Umsetzung einer derartig detaillierten
Analyse auch unter Beriicksichtigung des hohen Kostenpunktes noch nicht méglich. Dennoch kann eine
Translation der hier dargestellten Ergebnisse in die klinische Praxis erfolgen. Eine Bestimmung des
Cholesterinspiegels vor Beginn einer Supplementation mit Vitamin E konnte als wegweisender Faktor
genutzt werden. Anhand der hier dargestellten Ergebnisse lasst sich vermuten, dass Patienten mit
Hypercholesterindmie von dem Cholesterin-senkenden Effekt des Vitamin E profitieren konnten,
wohingegen bei Patienten mit normalem oder erniedrigtem Cholesterinspiegel die amyloidogenen

Folgen der Supplementation Uberwiegen.
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Positive Effekte

Antioxidative Effekte
- Reduktion von ROS
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Negative Effekte

Induzierte AB-Synthese

- Erhohte Aktivitat der B- und y-Sekretase

Reduzierte AB-Degradation
- Reduktion der IDE Aktivitat

Abbildung 34 Positive und negative Effekte von a-Tocopherol und a-Tocotrienol auf die Alzheimer

Krankheit
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