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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bezuglich der pathophysiologischen Mechanismen der Demenzerkrankungen existieren in der
Literatur verschiedene Hypothesen. Darunter befanden sich in den vergangenen Jahren
wiederholt Aussagen zum Phospholipidmetabolismus neuronaler Membranen. Dessen
Alteration wurde bereits 1994 von der Arbeitsgruppe um Horrobin et al. im Rahmen der
»Membran-Phospholipid-Hypothese® als potentielle  Ursache von Stérungen der
Membranstruktur und -fluiditdt sowie von Storungen verschiedener Transmitter- und
Rezeptorsysteme angefuhrt (Horrobin et al. 1994, Horrobin 1998). Ein fiir den Erhalt
physiologischer Membranreparatur- und Membranumbauprozesse mafgebliches Schlussel-
enzym ist die kalziumunabhdngige Phospholipase A, (iPLA,). lhre Aktivitatsuntersuchung
bei Patienten mit verschiedenen demenziellen Erkrankungen, wie der Alzheimer Demenz
(AD), der Vaskuléren Demenz (VD) und der Demenz vom Mischtyp aus AD und VD (AVD),
ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Dabei erfolgte die iPLA,-Untersuchung erstmals
nicht nur im Blut, sondern auch im Liquor. Bis dato liegen lediglich Untersuchungen an
Thrombozyten und postmortalem Hirngewebe vor, die bis auf eine kleine Studie von
Stephenson et al. alle eine Aktivitdtsabnahme der PLA; bei AD zeigten (Gattaz et al. 1996,
Gattaz et al. 2004, Ross et al. 1998, Talbot et al. 2000, Stephenson et al. 1996).
Untersuchungen der PLA,-Aktivitat bei anderen Demenzformen als der AD wurden bisher

nach unserem Kenntnisstand nicht durchgefihrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die iPLA,-Aktivitdt von 58 Patienten, davon 16 mit AD, 12
mit VD, 15 mit AVD und explorativ von 15 Patienten mit weiteren Demenzformen
(Frontotemporale Demenz, Lewy-Koérper-Demenz, Demenz bei Normaldruckhydrozephalus,
Korsakow-Syndrom, Creutzfeld-Jacob-Demenz, Demenz bei Morbus Parkinson, Fatale
Familiare Insomnie) untersucht und jeweils mit 19 Kontrollpersonen verglichen. Zur Messung
der iPLA,-Aktivitat wurde eine fluorometrische Bestimmungsmethode unter der Verwendung
des iPLA,-sensitiven Substrats NBDCg-HPC® angewandt, bei der die Reaktionsprodukte
mittels Dunnschichtchromatographie getrennt und die jeweiligen Fluoreszenzen digital

gemessen und quantifiziert werden.

Die Ergebnisse zeigten in den Liquoruntersuchungen nicht nur eine signifikante
Verminderung der iPLA,-Aktivitdt bei Patienten mit AD und AVD, sondern auch eine
tendenzielle Aktivitdtsminderung des Enzyms bei Patienten mit VD. Unter den anderen
Demenzformen zeigte sich eine tendenzielle Minderung der Liquor-iPLA,-Aktivitat nur bei

der Frontotemporalen Demenz. In den Serumuntersuchungen fanden sich keine Unterschiede
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Zusammenfassung

zwischen den einzelnen Gruppen. Die vermutete Korrelation zwischen den Liquor- und
Serumwerten lieB sich nicht bestatigen, obwohl im Vorfeld der Nachweis der Uber-
einstimmung des in Liquor und Serum gemessenen Enzyms geflihrt werden konnte. Der
vermutete Zusammenhang zwischen der Schwere der Erkrankung und der iPLA,-
Beeintrachtigung konnte nur als Tendenz mit Aktivitditsminderung in schwereren
Erkrankungsstadien gezeigt werden. Ein Einfluss von Alter, Geschlecht und der Einnahme
von ASS 100 bzw. Acetylcholinesterasehemmern auf die iPLA,-Aktivitat war nicht eruierbar.

Da die iPLA; wesentlich in den Ab- und Umbau der Membranphospholipide involviert ist,
deuten die vorliegenden Ergebnisse auf einen verminderten Phospholipidturnover, aber auch
auf eine verminderte regenerative Aktivitat hin. Dies trifft vor allem auf die Alzheimer
Demenz und die Demenz vom Mischtyp zu, ist in geringerem Malie aber auch bei der
Vaskularen Demenz nachweisbar. Abgesehen von Membranrepair- und Membranremodeling-
prozessen ist die Verflechtung von Neurodegeneration und iPLA,-Funktion vielschichtig und
komplex. Neben der Regulation von Membranfluiditat und -integritat taucht die iPLA; im
Zusammenhang mit cholinerger Neurotransmission, Amyloidogenese, Entstehung von
Gedé&chtnisdefiziten (Langzeitpotenzierung) und Abwehr von oxidativem Stress auf. Vieles
spricht dartber hinaus fur einen Zusammenhang zwischen der hier gefundenen iPLA,-

Verminderung und dysapoptotischen VVorgéangen.

Aufféllig ist die fehlende Assoziation von Liquor- und Serumbefunden, deren abschlielende
Klarung noch aussteht. Ausschliellich zentral ablaufende Veranderungen, die sich nur im
Liquor, aber nicht in dem groRen Kompartiment des Blutserums abbilden lassen,
schrankenbedingte Kompartimentierungsphdnomene und periphere Einflussfaktoren auf die
IPLA,-Aktivitat im Serum bilden mdogliche Erklarungsansétze. Aufgrund dieser Unsicherheit
sollte in weiterfihrenden Untersuchungen vorzugsweise Liquor als Untersuchungsmedium

gewahlt werden.

Neben den Hauptergebnissen der Arbeit geben die angedeuteten Befunde bei Patienten mit
Vaskuldarer und Frontotemporaler Demenz Anlass zu erganzenden Untersuchungen an
groleren Stichproben. Gleiches gilt fir die Befunde bezuglich der Schwere der Erkrankung.
Zum Verstandnis der iPLA,-Veranderungen in klinischen Populationen sind auflerdem

weitere Studien zu grundlegenden Regulationsmechanismen der iPLA,-Aktivitat notwendig.

Da Storungen im Phospholipidmetabolismus der Substitution mit Omega-3-Fettsduren
zuganglich sind, wéren aus der Aufklarung der zugrunde liegenden Pathophysiologie
Fortschritte fir die Pravention, Diagnostik und Therapie von Demenzerkrankungen insbe-

sondere mit ,,Alzheimer-Patholgie* zu erhoffen (Peet und Horrobin 2002, Ross 2000).
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Einleitung

1 Einleitung

Nach der 10. koordinierten Bevolkerungsvorausberechnung des Bundes 2006 wird die Uber
65-jahrige Bevolkerung in Deutschland bis zum Jahr 2050 von derzeit 14,1 Millionen

voraussichtlich um 30 % auf circa 20,3 Millionen anwachsen (http://www.gbe-bund.de). Vor

diesem Hintergrund ist eine starke Zunahme chronischer, altersassoziierter Erkrankungen zu
erwarten. Die Demenzen spielen in dieser Erkrankungsgruppe eine wesentliche Rolle. Nach
Bickel et al. wird die Anzahl von Patienten mit demenziellen Erkrankungen in Deutschland
von im Jahr 2000 geschatzten 935000 auf etwas das 2,5fache und damit auf circa 2,3
Millionen Félle im Jahr 2050 zunehmen (Bickel 2000). Die Erforschung der grundlegenden
pathophysiologischen Veranderungen der demenziellen Erkrankungen ist daher von auf3er-
ordentlichem Interesse. Nur durch genaue Kenntnis dieser Mechanismen ist es mdglich,
langfristig effiziente préventive und therapeutische MaRnahmen zu entwickeln. Vielfach
wurden bei Patienten mit demenziellen Erkrankungen Veranderungen im Phospholipid-
metabolismus gefunden, welche im Kapitel 1.3.2 genauer dargestellt sind. Hierdurch riickte
die Untersuchung von Schliisselenzymen des Phospholipidstoffwechsels ins Zentrum des
Interesses. Wesentliches Schlusselenzym des Phospholipidabbaus ist die Phospholipase A,

die auch Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist.

1.1 Einteilung und Charakterisierung der Demenzen

1.1.1 Epidemiologie demenzieller Erkrankungen

Die Pravalenz demenzieller Erkrankungen steigt zwischen dem 65sten und 90sten Lebensjahr
anndhernd exponentiell mit einer Verdopplung nach jeweils finf Altersjahren an. Oberhalb
von 90 Jahren scheint sich der Anstieg abzuschwdachen. Die Gesamtpravalenz bei den Uber
65-Jahrigen liegt bei 7 %. Das entsprach im Jahr 2000 in Deutschland circa 935000
Erkrankten. Mehr als die Hélfte aller Krankheitsfalle sind in der Altersgruppe der 80- bis 89-
Jahrigen zu finden, rund 15 % bei den (ber 90-Jahrigen (Bickel 2005, Bickel 2000). Die
prasenilen Demenzen (Altersbereich zwischen 40 und 64 Jahren) zeigen eine Préavalenz von
weniger als 0,1 %, was in Deutschland einer Gesamtzahl von circa 20000 Betroffenen
entspricht und damit nur 3 % des Krankenbestandes (Bickel 1999).

70 % der Demenzerkrankungen entfallen auf Frauen, was sowohl auf eine Uberreprasentation
von Frauen in der Altenbevolkerung als auch auf eine erhohte Inzidenz und Pravalenz der

Alzheimer Demenz bei Frauen zurlickzuftihren ist (Webber et al. 2004).
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Die jahrliche Inzidenzrate von Demenzerkrankungen wird zwischen 1,4 und 3,2 %
angegeben, was circa 200000 neuen Krankheitsfallen pro Jahr in Deutschland entspricht
(Jorm und Jolley 1998, Bickel 2005, Fratiglioni et al. 2000).

Einen Uberblick Gber den Anteil der einzelnen Unterformen der Demenzen am Gesamt-

spektrum gibt Abbildung 1.

andere demenzielle
Erkrankungen (7 %)

CJD (<1 %)

DP (<2 %)
LKD (<10 %)

AD (45 %)
FTD (<10 %)

Kombination
verschiedener
Ursachen (10-20 %)

VD (10 %)

Abb. 1 Anteil demenzieller Erkrankungen am Gesamtspektrum nach Angaben von Staehelin 2004

AD = Alzheimer Demenz, VD = Vaskulare Demenz, FTD = Frontotemporale Demenz, LKD = Lewy-Korper
Demenz, DP = Demenz bei Morbus Parkinson, CID = Creutzfeld-Jacob-Demenz

Diese Zahlen verdeutlichen, dass demenzielle Erkrankungen zunehmend die Bedeutung von
Volkskrankheiten erreichen. Nicht nur die verminderte Lebensqualitdt der Betroffenen,
sondern auch gesundheitspolitische und gesundheitsékonomische Folgen geben dringend
Anlass zur Erforschung effektiver préventiver, diagnostischer und therapeutischer Optionen.

Diesem Anliegen folgt die vorliegende Untersuchung.
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1.1.2 Alzheimer Demenz (AD)

Medizingeschichtlicher Riickblick

Eine der haufigsten Demenzformen wurde erstmals 1906 von Alois Alzheimer bei einer
Patientin mit friih beginnenden Ged&chtnis- und Funktionsdefiziten beschrieben — heute
bekannt als Alzheimer Demenz. Diese ist histopathologisch von extrazelluldren Plaques und
intrazellularen neurofibrillaren Degenerationen begleitet, die nachfolgend genauer erléutert

werden.

Epidemiologie

Die Alzheimer Demenz ist in den westlichen Landern die hdufigste Ursache einer Demenz.
An ihr leiden in Deutschland etwa 650000 Personen. Die Halfte der Erkrankten sind &lter als
85, nur rund 10 % sind junger als 75 Jahre (Bickel 2000). Bei dieser Schatzung sind die Félle
praseniler AD inbegriffen, deren Zahl in Deutschland vermutlich unter 10000 Erkrankten
liegt (Newens et al. 1993).

Die Einjahresinzidenz liegt fur die gesamte Altenbevélkerung bei 1% (entspricht in
Deutschland circa 121000 Neuerkrankungen), charakterisiert durch einen exponentiellen
Anstieg von weniger als 0,2 % bei den 65- bis 69-Jahrigen (entspricht in Deutschland circa
6200 Neuerkrankungen) auf mehr als 6 % bei den Uber 90-J&hrigen (entspricht in Deutschland
circa 18.000 Neuerkrankungen) (Bickel 2000). Die Inzidenz fur die préasenile Alzheimer
Demenz liegt in Deutschland zwischen 1500 und 3000 Personen (Rocca et al. 1998).

Klinisches Erscheinungsbild und Verlauf

Die AD verlauft haufig in drei Phasen, mit einer relativ geringen Progression zu Beginn (bis
zu ca. zwei Jahren), schnellerem Fortschreiten in einer mittleren Phase und wieder geringerem
in einer Spatphase mit schweren Defiziten. Der Krankheitsverlauf erstreckt sich Gber einen
Zeitraum von einem Jahr bis zu zehn Jahren.
Der Beginn der AD ist in der Regel schleichend und umfasst vor allem Stérungen des
Neugedachtnisses, wobei altere Geddchtnisinhalte meist vollstandig erhalten sind und hdufig
vermehrt wiedergegeben werden. Nur selten finden sich bereits Auffélligkeiten anderer
neurokognitiver Teilbereiche, wie semantische Stérungen (insbesondere Wortfindungs-
stérungen) und visuokonstruktive Defizite. Hinzu kommen leichte Verhaltensanderungen, wie
nachlassende Aktivitét, sozialer Riickzug oder vermehrtes Hilfesuchverhalten. Die genannten
Symptome werden oft im Zusammenhang mit &uf3eren Verdnderungen, wie dem Tod
stitzender Angehdriger oder einer neuen Umgebung, erstmals klinisch aufféllig. Das
3
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Frihstadium einer Alzheimer Demenz ist oft von heftigen Stimmungsveranderungen begleitet
und dann unter Umstdnden nur schwer von einer kognitiven Storung im Rahmen einer
Depression unterscheidbar. Bei depressiver Grunderkrankung spricht man von einer
depressiven Pseudodemenz.

Im fortschreitenden Krankheitsverlauf zeigt sich dann eine langsame, kontinuierliche
Verschlechterung der Symptome. Zusétzlich zur anterograden Gedéchtnisstérung kommt es
zur retrograden Amnesie und es treten weitere kognitive Einschrankungen wie ausgeprégte
Wortfindungsstorungen, Apraxie, Alexie, Agraphie, Akalkulie, schwere Stérungen der
Visuokonstruktion und der rdaumlichen Orientierung und agnostische Stoérungen (z. B.
Prosopagnosie) auf. Schwankungen der Symptome z. B. mit einer Zunahme unter Stress sind
maoglich.

Neben den genannten Befunden zeigen sich Storungen des Erlebens und Verhaltens bei bis zu
70 % der Betroffenen, woraus sich auch fir die Angehorigen erhebliche Belastungen ergeben
kdnnen. Anfangs kommt es hauptsachlich zu depressiven Anpassungsstérungen auf selbst-
erkannte Defizite, spater dann zu vermehrter Unruhe (bei circa 70 % der Patienten in
fortgeschrittenen Stadien), apathischem Syndrom (20 %), Wahnsymptomen, Halluzinationen
(v. a. visuell, bei 10-17 %) und St6rungen des Schlaf-Wach-Rhythmusses.

Auch zeigen sich zahlreiche neurologische Symptome. Haufig kommt es zur Ausbildung von
Primitivreflexen, gesteigerten Muskeleigenreflexe und Bradykinese, spéter haufig begleitet
von einem gesteigerten Muskeltonus. Im spéten Stadium ist bei jedem dritten Betroffenen
auBerdem ein Parkinson-Syndrom zu finden und bei jedem flnften bis zehnten treten
Myoklonien auf. Auch das Risiko fir erstmalige Krampfanfélle ist bei Patienten mit AD
gegenuber Gesunden sechsfach erhoht. Weiterhin sind sechs Jahre nach Krankheitsbeginn ca.
50 % von Harn- und/ oder Stuhlinkontinenz betroffen. Seltener kommt es zu extra-
pyramidalen Symptomen im Frihstadium der Demenz, Kleinhirnzeichen, Symptomen des

ersten und zweiten Motoneurons und Hirnnervenausfallen.

Genetische Befunde

Eine signifikante familidre Haufung findet sich bei 5-10 % aller Patienten mit AD. Dabei ist
nur bei einer kleinen Untergruppe innerhalb der Familien mit familiarer Alzheimer Demenz
(FAD) die Ursache in einer Mutation auf den Chromosomen 1, 14 oder 21 zu suchen.
Bemerkenswert ist, dass sich bei allen drei Chromosomen ein Bezug zum Stoffwechsel des
Amyloid-Prékursor-Proteins (APP) nachweisen l&sst. So liegt auf Chromosom 21 das Gen des
APP, auf den Chromosomen 14 und 1 die Préseniline eins bzw. zwei, welche flr

transmembranédre Proteine kodieren, deren Funktion mit der Spaltung des APP im
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Membranbereich durch die y-Sekretase zusammenhangt. Liegt eine solche genetische Ursache
vor, ist der Erkrankungsbeginn meist présenil.

Ein genetischer Risikofaktor fur die Entwicklung einer AD ist auch das Apolipoprotein E4
(Apo E4). ApoE ist unter anderem fir den Transport von Lipiden und Cholesterin
verantwortlich. Es wird in der Leber und im Gehirn gebildet und in letzterem vermutlich far
die Bereitstellung von Membranlipiden und fur Reparaturprozesse bendtigt. Das Gen fir das
ApoE-Protein liegt auf Chromosom 19 und kommt in drei Varianten vor, die sich in ein bis
zwei Aminosduren unterscheiden: Apo E2, das in der Allgemeinbevilkerung am haufigsten
vorkommende Apo E3 und Apo E4. 20-30 % der Allgemeinbevolkerung verfligen Uber
mindestens ein Apo E4-Allel, bei AD findet sich dieses in 60-70 % aller Félle. Ein fur
Apo E4 homozygoter junger Mensch hat mit 6,4 % ein deutlich hoheres Langzeitrisiko eine
AD zu entwickeln als ohne diese Auspragung (2 %). Aus diesen Zahlen wird jedoch auch
deutlich, dass das VVorhandensein von Apo E4 keine hinreichende Bedingung ist, um an einer
AD zu erkranken und bildet somit auch kein diagnostisches Kriterium.

Pathogenese

Das priméare pathophysiologische Korrelat der AD ist die Dysfunktion und Abnahme der
Synapsen, deren kortikale Dichte um 25-50 % vermindert sein kann. Fir den Neuerwerb von
Gedé&chtnisinhalten sind vor allem der entorhinale Kortex und der Hippokampus
verantwortlich. Die Speicherung von Gedéchtnisinhalten erfolgt vor allem im Bereich des
medialen Temporallappens. Die Amygdala hat ihre Bedeutung insbesondere in der
Speicherung affektiv getonter kognitiver Prozesse. Die Reduktion der Synapsendichte findet
sich vor allem im parietotemporalen, frontalen und entorhinalen Kortex, wodurch es nach
derzeitigem Verstandnis zur Diskonnektion des Neokortex vom medialen Temporallappen
und der hippokampalen Formation kommt, einhergehend mit dem Verlust koordinierter
neuronaler Aktivitat. Dieses Diskonnektionssyndrom spiegelt sich im EEG als so genannte
verminderte ,,Kohérenz“ wider. Begleitet wird dieser Prozess der Diskonnektion durch
erhebliche Storungen verschiedener Neurotransmittersysteme. Insbesondere eine verminderte
Aktivitat des cholinergen Systems wird als Ursache der kognitiven Defizite von AD-Patienten
angesehen. Weiterhin finden sich eine verdnderte synaptische Plastizitit, ein vermehrter
Gehalt der Neurone an Proteinen, die sonst nur wahrend Mitosezyklen gebildet werden, ein
verminderter Glucoseverbrauch und eine Aktivierung der Mikroglia in AD-verénderten
Gehirnen.



Einleitung

Histopatholgie

Die histopathologischen Befunde bei AD sind sehr umfassend und weisen vielféltige Bezlge
zum Phospholipidstoffwechsel auf. Die Hauptverédnderungen, diffuse und neuritische Plaques
sowie die neurofibrillaren Tangles, sind im Folgenden ausfiihrlich dargestellt. Hinzu kommen
degenerativ verdnderte Neuriten, die - wie auch die neurofibrillaren Tangles - durch hyper-
phosphoryliertes tau-Protein gekennzeichnet sind, Amyloidablagerungen in Gefalwanden,
Schrumpfung und Untergang vor allem der groRen Nervenzellen, Abnahme der cholinergen

Innervation des Kortex und Involvierung neuroinflammatorischer Mechanismen.

Diffuse und neuritische Plaques

Den Hauptbestandteil der extrazellularen Plagueablagerungen bei AD bilden die Ab-Peptide,
die durch proteolytische Spaltung mittels b- und g-Sekretasen aus dem transmembranéren
Amyloid-Prékursor-Protein entstehen, welches in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen des
Gehirns gebildet wird. Dabei kommt es zum einen zur Bildung toxischer extrazellularer
Amyloidfibrillen, die per se noch kein hinreichender pathogenetischer Faktor fiir die
Entstehung einer Demenz sind, und zum anderen zur intraneuronalen Aggregationen der Ab-
Peptide, welche mdoglicherweise das Zytoskelett stéren und zu neuritischer Degeneration
fuhren. Man unterscheidet diffuse und neuritische Plaques. Erstere findet man im Frih-
stadium der Plaqueentstehung. Sie kommen auch bei gesunden é&lteren Menschen vor und
enthalten im Gegensatz zu den neuritischen Plaques noch keine degenerativ verénderten
Neuriten. Die Dichte der neuritischen Plaques hingegen korreliert gut mit dem Auftreten und
dem Schweregrad der Demenz. Wie die Umwandlung von diffusen zu neuritischen Plaques
ablauft, ist noch ungeklart.

Neurofibrillare Degeneration (,,neurofibrillary tangles*)

Bei den neurofibrillaren Tangles handelt es sich um Verdnderungen des Zytoskeletts
hippokampaler und kortikaler Neurone mit dem Auftreten von paarigen, ineinander
verschraubten Filamenten im Zellkorper (,,tangles®), die vor allem aus Neurofilamenten und
verschiedenen Mikrotubuli-assoziierten Proteinen einschlielich einer hyperphosphorylierten
Form des so genannten tau-Proteins bestehen. Auch die Ausbreitung der neurofibrillaren
Degeneration folgt einem einheitlichen Muster mit Beginn im entorhinalen Kortex, gefolgt
von Hippokampus und schlieBlich des Neokortexes, was haufig mit der Entstehung von
kognitiven Defiziten verbunden ist. Die Ausbreitung der neurofibrillaren Verdnderungen

schreitet mit zunehmender Schwere der AD fort.
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Therapie

Die Therapie der AD unterteilt sich in die medikamenttsen und die nicht-medikamenttsen
Verfahren. Zu ersteren gehoren unspezifisch auf Stoffwechsel und Durchblutung wirkende
Medikamente, wie zum Beispiel Ginkgo-Praparate, Piracetam und Vitamin E und
Medikamente mit Einfluss auf die Neurotransmission, unter anderem Cholinesterasehemmer,
cholinerge Agonisten und Glutamatmodulatoren, Hormone und antiinflammatorische
Medikamente. Hinzu kommt die symptomatische Therapie der Verhaltensauffalligkeiten mit
Neuroleptika, Antidepressiva und seltener mit Benzodiazepinen. Die nicht-medikamenttse
Therapie basiert hauptséchlich auf einer Kombination aus physiotherapeutischen, kognitiv
ubenden und verhaltenstherapeutischen Elementen mit der Zielstellung der Funktions-

erhaltung durch Aktivierung plastischer neuronaler Mechanismen (Berger 2004).
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1.1.3 Vaskulare Demenz (VD)

Epidemiologie

Zerebrale Durchblutungsstérungen gelten als zweithdufigste Ursache demenzieller Syndrome.
Auch die Prévalenz der Vaskuldren Demenzen steigt mit zunehmenden Alter und wird bei den
uber 80-Jahrigen mit Zahlen zwischen 3 und 16 % angegeben. Die Inzidenz liegt bei 1-7 pro
1000 Personen. Dabei sind Manner in allen Altersklassen h&ufiger betroffen (Haberl und
Schreiber 2005).

Pathogenese

Der vaskuldren Demenz liegt definitionsgemaRl eine ischamisch-hypoxisch bedingte Ldsion
und Funktionsstérung des Hirngewebes zugrunde. Dieser kausale Zusammenhang ist
mafgeblich fir die Diagnose. Er kann angenommen werden, wenn eine zeitliche Assoziation
zwischen Ischdmie, erkennbar an vorubergehenden oder bleibenden neurologischen
Ausfallen, und demenzieller Entwicklung vorliegt und wenn der Verlauf der kognitiven

Storung Fluktuationen, d. h. stufenférmige Verschlechterungen aufweist.

Einteilung und klinisches Erscheinungsbild

Der Begriff Vaskuldre Demenz stellt einen Uberbegriff fiir unterschiedliche Demenzformen
dar, deren gemeinsame Basis vaskuldre Gehirnlasionen sind. Sie lassen sich in zwei groRe
Untergruppen unterteilen: die Kkortikale (Synonym: Multi-Infarkt-Demenz) und die
subkortikale (Synonym: Morbus Binswanger) vaskuldre Demenz. Haufig liegen Mischformen
vor.

Der kortikalen Form liegen vor allem Perfusionsdefizite aufgrund thrombotischer Verschlisse
bzw. arterio-arterieller oder kardiogener Embolien der hirnversorgenden GeféalRe zugrunde. Es
kommt zur Entstehung von Infarkten, die die Hirnrinde mit einbeziehen und aus deren
Lokalisation sich das klinische Bild ergibt. Neben den fokalen neurologischen Defiziten treten
Gedachtnisstérungen, Aphasie, Agnosie, Dyspraxie, Dysgraphie, Dyslexie sowie Stérungen
der Aufmerksamkeit und des Urteilsvermogens auf (Wolf und Gertz 2004).

In Abgrenzung hierzu ist die subkortikale vaskulare Demenz auf eine vorwiegend hypertensiv
bedingte Arteriolosklerose zurtickzufiihren. Es kommt zur Entstehung von Lakunen, kleinen
Infarkten (Durchmesser 2-15 mm) im Bereich von Stammganglien, Thalamus und tiefem
Marklager. Direkt durch diese L&sionen bzw. durch die Unterbrechung funktioneller
Regelkreise zwischen Frontalhirn, Basalganglien und Thalamus kommt es charakteristischer

Weise zu einer Stoérung der Exekutivfunktionen und — unter Umstdnden nur leichten —
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mnestischen Defiziten, begleitet von Personlichkeitsverdnderungen, Affektlabilitdt und
psychomotorischer Verlangsamung. Akute zerebrovaskuldre Ereignisse sind in der Regel
nicht zu beobachten (Pohjasvaara et al. 2003). Zu den subkortikalen Demenzen kdnnen im
weiteren Sinn auch die Demenzen bei Morbus Parkinson, Chorea Huntington und Morbus

Wilson gezahlt werden (Reichmann und Sommer 2001).

Therapie

Die bedeutendste therapeutische Intervention liegt zur Zeit in der Prdvention ischdmischer
Ereignisse durch die Verminderung vaskuldrer Risikofaktoren. Am effektivsten scheint sich
dabei die Behandlung der arteriellen Hypertonie auszuwirken. Durch die Senkung des
Blutdrucks konnten Forette et al. eine 50-prozentige Risikominderung beziglich der
Entwicklung einer Demenz feststellen (Forette et al. 2002). Positive Effekte wurden aul’erdem
fur den Cholinesterasehemmer Galantamin und den Glutamatmodulator Memantine publiziert
(Erkinjuntti et al. 2002, Orgogozo et al. 2002).
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1.14 Demenz vom Mischtyp Alzheimer- und Vaskulare Demenz (AVD)

Zu dieser Gruppe zéhlen demenzielle Syndrome, die unter klinisch-pathologischen Gesichts-
punkten neben Symptomen einer Alzheimer Demenz auch Symptome einer Vaskuléren
Demenz aufweisen. Besonders im hohen Alter, in welchem die Prdvalenzen fir beide
Erkrankungen zunehmen, ist von einer hohen Komorbiditdt auszugehen. Neben dem
steigenden Alter ist fir beide Formen der Genotyp 4 des ApoEs als Risikofaktor anerkannt.
H&aufig kommt es vermutlich erst durch die Summation vaskularer und Alzheimer bedingter
Neuropathologien zur klinischen Manifestation einer Demenz. Aufierdem scheinen Personen
mit AD ein erhohtes Schlaganfallrisiko zu haben und umgekehrt konnte festgestellt werden,
dass sich das Risiko an AD zu erkranken nach unbemerkten Hirninfarkten verdoppelt
(Pasquier und Leys 1997, Pasquier et al. 1998, Vermeer et al. 2003). Letzteres kénnte darin
begrundet liegen, dass Ischdmien zu einer Erhéhung der APP-Konzentration beitragen,
wodurch perivaskulére Ablagerungen von Amyloid die Hirnperfusion und damit die zerebrale
Mikrozirkulation vermindern (Hull und Schmidtke 2004). Bei einer Mehrheit der Patienten
mit AD sind Veranderungen einer Amyloidangiopathie nachzuweisen, wobei das Amyloid der

Gefallwande dem der Alzheimer Plaques entspricht (Ellis et al. 1996).
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1.15 Weitere untersuchte Demenzformen

Die nachfolgenden Demenzformen spielen in der vorliegenden Studie nur eine untergeordnete
Rolle. Da sie aber ebenfalls pathophysiologische Beziige zum Phospholipidstoffwechsel

aufweisen, sollen sie im Folgenden kurz erldutert werden.

Frontotemporale Demenz (FTD)

Die frontotemporalen Demenzen zeichnen sich durch einen schleichenden Beginn und
kontinuierliche Progredienz mit im Vordergrund stehenden Wesensveranderungen und
Beeintrachtigungen des Sprachvermdgens aus. Charakteristisch sind eine anfanglich gut
erhaltene Gedé&chtnisleistung und Orientierungsfahigkeit. Neuropathologisch fallen Atrophien
des Frontal- und Temporallappens, sowie seltener der Basalganglien und motorischen
Vorderhornzellen auf. Histologisch stehen Neuronenverlust und Gliose im Vordergrund
(Ibach 2005).

Lewy-Ko6rper-Demenz (LKD)

Die Abgrenzung der LKD von der AD und der Demenz bei M. Parkinson (DP) gestaltet sich
sehr schwierig. Differentialdiagnostisch sind insbesondere die hdufig fluktuierenden
kognitiven Defizite, frihzeitig einsetzende extrapyramidalmotorische Symptome vom
hypokinetisch-rigiden Typ mit einer Neigung zu h&ufigen Stirzen und Synkopen, visuelle
oder akustische Halluzinationen sowie eine hdufige Neuroleptikaliberempfindlichkeit von
Bedeutung. Neuropathologisch findet man eine H&ufung von Lewy-Kdrperchen in den
pigmentierten Kerngebieten des Hirnstammes sowie in Pyramidenzellen von Cingulum,

Amygdala, Hippokampus sowie entorhinalem und Neokortex (Wallesch und Forstl 2005).

Demenz bei Normaldruckhydrozephalus (NPH)

Der Normaldruckhydrozephalus ist durch die typischen Trias aus Demenz, Gangstdrung und
spater auftretender Inkontinenz, verbunden mit einer Besserung der Symptomatik durch den
Liquorablassversuch charakterisiert. Neben einer Stérung des Gedachtnisses besteht haufig
eine auffallende Verlangsamung mit Beeintrachtigung von Antrieb, Aufmerksamkeit, Urteils-
und Abstraktionsvermogen. Der Verlauf ist mit starken Fluktuationen innerhalb kurzer
Zeitrdume Uber l&ngere Zeit langsam progredient. Morphologisch fallen eine Aufweitung des
dritten und der Seitenventrikel im CT auf (Forstl und Hull 2004).
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Korsakow-Syndrom (Ko-S)

Das Ko-S ist eine in der Regel chronisch verlaufende alkoholbedingte mnestisches Stérung
mit einer Letalitit von 15-20 %. Es beginnt h&ufig in zeitlicher Assoziation mit einer
Wernicke-Enzephalopathie, seltener mit Verwirrtheitszustanden anderer Genese. Stérungen
des Alt- und Neugedachtnisses (mit Konfabulationen) sowie der Konzentrations- und
Orientierungsféhigkeit bilden die Leitsymptome. Begleitend ist hdufig eine Polyneuropathie

zu verzeichnen (Mann et al. 2004).

Demenz bei Morbus Parkinson (DP)

Patienten mit einem idiopathischen Morbus Parkinson entwickeln zu ca. 30 % eine Demenz.
Ein weiteres Drittel leidet unter leichteren kognitiven Storungen, die sich unter Levodopa
bessern konnen. Eine verminderte Sprachproduktion kann das erste Zeichen einer
demenziellen Entwicklung sein. Spater kommt es zur charakteristischen Bradyphrenie. Wahn
und Halluzinationen sowie eine depressive Symptomatik konnen hinzutreten (Forstl und Hull
2004).

Creutzfeld-Jacob-Demenz (CJD)

Bei der CJD handelt es sich um eine rasch fortschreitende Demenz (Monate bis ein oder zweli
Jahre), die von ausgepragten neurologischen Stérungen des pyramidalen und extra-
pyramidalen Systems, hdufig mit Myoklonus, begleitet ist. Im EEG zeigt sich regelmélig ein
charakteristisches Bild mit triphasischen Wellen, welches neben dem Nachweis
krankheitsspezifischer Proteine im Liquor hilfreich zur Diagnosestellung beitragt (Forstl und
Hall 2004).

Fatale-Familidre-Insomnie (FFI)

Die FFI gehort zu den autosomal dominant vererbten Prionkrankheiten. Neben der
demenziellen Symptomatik zeigen sich in der Regel Insomnie, Ataxie und Myoklonien. Die

FFI1 ist sehr selten und verlauft mit rascher Progredienz tédlich (Forstl und Hill 2004).
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1.2 Neuronale Membranen, Phospholipide und PLA, im Stoffwechsel-

geschehen des Zentralen Nervensystems

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der PLA,-Aktivitat bei
demenziellen Erkrankungen. Eine wichtige Grundlage zur moéglichen Bedeutung der PLA,-
Aktivitadt bei psychiatrischen Erkrankungen bildet die von Horrobin et al. zunéchst auf
Schizophrenien angewandte ,,Membran-Phospholipid-Hypothese®, die davon ausgeht, dass
eine regelrechte Funktion aller Transmitter- und Rezeptorsysteme einen intakten Auf- und
Abbau von Membranphospholipiden voraussetzt. Phospholipide im Zentralen Nervensystem
sind reich an mehrfach ungesattigten Fettsauren, deren Metabolismus einer strengen Kontrolle
durch die Phospholipase A, und die Acyltransferase unterliegt. Sind diese Enzyme in ihrer
Aktivitat veréndert, ist eine gestorte Regulation des Metabolismus der Phospholipide
anzunehmen, was sich insbesondere in einer verdnderten Struktur und Fluiditat neuronaler
Membranen sowie in der Beeintrachtigung intrazelluldrer Signalwege und Funktionen von
Neurotransmittern und lonenkandlen zeigen wirde (Horrobin et al. 1994, Horrobin 1998).
Nach den allgemeinen Klinischen und pathophysiologischen Erlduterungen werden
nachfolgend Aufbau, Funktion und Regulation der Phospholipide und der PLA, dargestellt.
Dabei wird ein Schwerpunkt auf die mogliche Bedeutung der Phospholipide und der PLA,, fir
demenzielle Erkrankungen gesetzt, um die der Studie zugrunde liegende Hypothese

argumentativ zu unterlegen.
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1.21 Aufbau neuronaler Membranen

Zellulare Membranen bestehen aus einer Doppelschicht asymmetrisch angeordneter,

amphiphiler Lipide mit integrierten Membranproteinen, siehe Abbildung 2.

Abb. 2 Membranmodell von Singer und Nicolson (L6ffler und Petrides 2003)

Die Membranproteine sind hauptsachlich fiir Stofftransport, Signaltransduktion, Zell-Zell-
Kontakte und Identifikation der Zelle als ,,Selbst* zustandig (L6ffler und Petrides 2003).

Der Lipiddoppelschicht liegen drei grof3e Kategorien von Lipiden zu Grunde: Phospholipide,
Sphingolipide und Cholesterin. Von diesen drei bilden die Phospholipide das so genannte
»Ruckgrad* der neuronalen Membran (Farooqui et al. 2004). Ihr Grundgerust besteht aus dem
dreiwertigen Alkohol Glycerol, welcher an den ersten beiden Kohlenstoffatomen (sn-1 und
sn-2) mit verschiedenen langkettigen Fettsduren verestert ist. An das dritte C-Atom (sn-3)
sind Uber eine Phosphodiesterbindung kurzkettige polare Verbindungen (u. a. Cholin,
Ethanolamin, Inositol oder Serin) gekoppelt. Diese so genannte Kopfgruppe bildet den
geladenen hydrophilen Teil der Verbindung. Der ungeladene hydrophobe Teil besteht aus der
Schwanzgruppe mit den beiden langkettigen Acylresten. Durch diese Ladungsunterschiede
innerhalb des Molekiils kommt es zur Ausbildung der typischen Lipiddoppelschicht im

wassrigen Milieu, wie sie in Abbildung 2 zur Darstellung kommt.
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Die genaue Struktur eines einzelnen Phospholipids ist Abbildung 3 zu entnehmen.
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PLA, | Inositol
(@) .
Serin

Abb. 3 Phospholipid und Angriffspunkt der PLA, modifiziert nach Farooqui et al. 2000
Ry/2 = Rest 1/2

Der Acylrest am sn-1 wird in neuronalen Membranen in der Regel von geséttigten Fettsduren
gebildet, deren Funktion hauptsachlich in der Vermittlung der Neuroplastizitat liegt
(Wakabayashi et al. 1994). Am sn-2 ist meist eine mehrfach ungesattigte Fettsdure (PUFA)
gebunden, welche drei bis sechs Doppelbindungen enthalt. Diese wird auch als essentielle
Fettséure bezeichnet, da sie von S&augetieren nicht de novo synthetisiert werden kann, sondern
mit der Nahrung zugefuhrt oder von der Leber aus den Ausgangssubstanzen Linolsaure oder
Alpha-Linolenséure synthetisiert werden muss. Fir das Zentrale Nervensystem am
bedeutsamsten sind Arachidon-, Docosahexaen-, Dihomogammalinolen- und Eicosapentaen-
sdure. Sie machen 15-30 % des Trockengewichtes des neuronalen und retinalen Gewebes aus,
80-90 % davon sind allein der Arachidon- und der Docosahexaensdure zuzuschreiben.
Kommt es zu einem Mangel an PUFAs, werden sie durch minderwertigere Fettsduren ersetzt,
wodurch zahlreiche Funktionen der Phospholipide bzw. der essentiellen Fettsauren selbst
nicht mehr optimal gewahrleistet werden kénnen (Horrobin 1998, Farooqui et al. 2000a). Die

Hydrolyse der sn-2 Esterbindung wird durch die PLA, gewahrleistet (Six und Dennis 2000).
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1.2.2 Gruppierung der PLA,

Die Gruppe der Phospholipase A,-Enzyme bildet eine stdndig wachsende Familie, welche
auch als so genannte ,superfamily* bezeichnet wird. In der Literatur existieren zwei
Klassifikationsschemata. Die dyadische Unterteilung der PLA,-Enzyme basiert maRgeblich
auf dem Erfordernis von Kalzium flr ihre enzymatische Aktivitat. Es wird zwischen den
kalziumabhéngigen und den kalziumunabhangigen Varianten des Enzyms unterschieden. Zur
ersteren gehort die sekretorische PLA, (SPLA,), welche Ca’*-Konzentrationen im milli-
molaren Bereich benétigt und die cytosolische PLA, (cPLA,), der eine Ca**-Konzentration im
mikromolaren Bereich geniigt. lhnen gegeniiber steht die Ca**-unabhangige PLA, (iPLA,),
welche den Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit bildet. Die sPLA; ist in
cytosolischer Granula gespeichert. Auf bestimmte Reize wird sie nach extrazellular
abgegeben. Die cPLA; und die IPLA; sind intrazelluldre Enzyme, wobei ersteres grund-
satzlich im Cytosol lokalisiert ist und in die Membran transloziert wird. Die iPLA; hingegen
ist sowohl im Cytosol als auch in Membranteilen zu finden.

Die molekulargenetische Klassifikation erweitert die dyadische. Bis dato sind im Sdugetier-
System 19 verschiedene Isoformen molekulargenetisch identifiziert worden. Die iPLA,, deren
Aktivitét in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, wird der Gruppe VI zugeordnet (Sun et
al. 2004). S&aulenchromatographisch wurden zwei Fraktionen der iPLA, gefunden, eine
39 kDa und eine 110 kDa Fraktion (Farooqui et al. 1997b). Die iPLA; enthalt eine Lipase-
Sequenz (GXSTG) und ein mutmaBliches ATP-Bindungs-Motiv. Das menschliche iPLA,-
VI A-Gen kodiert fur finf Splicevarianten mit 7-8 Ankyrinrepeats am N-Ende, der iPLA;-
VI B fehlen diese Ankyrinrepeats. Sie enth&lt ein Signalmotiv fur die Peroxisomen-
lokalisation am C-Ende (Akiba und Sato 2004). Die Bedeutung der iPLA, fir zentrale
Prozesse scheint sehr umfassend zu sein. Eine Studie von Yang et al. zeigt, dass tiber 70 %
der PLA,-Aktivitat in Gehirnen von Ratten auf die iPLA; zurlickzufiihren sind (Yang et al.
1999).

Aufgrund der hoheren Praktikabilitdat wird in der vorliegenden Arbeit ausschlieRlich die

dyadische Klassifikation verwandt und von einer ,,iPLA,"“ gesprochen.
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1.2.3 Die funktionelle Bedeutung der Phospholipide und der PLA, im ZNS

Die Funktionen der Phospholipide und der PLA; sind von umfassendem Charakter und haufig
eng miteinander verwoben. Einen Uberblick (iber wichtige und fir die vorliegende

Untersuchung bedeutende Aufgaben gibt Abbildung 4.

| Antioxidanz |

0

APP-Sekretion @ Membranfluiditat und
-integritat

INeurotransmission|

Abb. 4 Funktionen der Phospholipase A,
APP = Amyloid-Prakursor-Protein

Membranfluiditit und Membraninteqgritat

Eine der bedeutendsten Aufgaben der hier untersuchten Phospholipase A, ist unter
physiologischen Bedingungen der Erhalt der Membranfluiditat. Diese ergibt sich durch den
Umsatz von Phospholipiden und Umbauprozesse an den Membranen. Der Acylierungs-/
Deacylierungszyklus (vgl. Abbildung 7), in welchen die PLA; wesentlich involviert ist, bildet
aullerdem durch die Kontrolle der Balance zwischen freien und veresterten mehrfach
ungesattigten Fettsduren einen der wichtigsten Mechanismen fur den Erhalt der Integritat
neuronaler Membranen (Farooqui et al. 2004). Die daraus entstehende typische Komposition
der Glycerophospholipide mit ihrer variablen Fettsaurezusammensetzung gibt jeder Membran
eigene charakteristische Eigenschaften (Crews 1982, Yeagle 1989). Die iPLA, Ubernimmt
innerhalb dieser struktur- und funktionsgebenden Prozesse als so genanntes housekeeping-
Enzym entscheidende Funktionen (Akiba und Sato 2004).

In einer Studie von Schaeffer et al. fand sich eine Reduzierung der Membranfluiditat an
hippokampalem Gewebe von Ratten, in welches der c- und iPLA,-Inhibitor PACOCF; in vivo

injiziert worden war. Die Arbeitsgruppe diskutierte dieses Ergebnis im Zusammenhang mit
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Gedachtnisdefiziten bei eingeschrankter Membranfluiditat (Schaeffer et al. 2005).
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass eine reduzierte Membranfluiditdt an hippo-
kampalen Membranen von Ratten Gedachtnisprozesse behindert, wohingegen eine erhohte
Fluiditat diese verbessert (Hong 1995, Clarke et al. 1999, Miiller et al. 1997, Scheuer et al.
1999). Letzteres wird vermutlich tber eine erhéhte Dichte von NMDA- und Muscarin-
Rezeptoren vermittelt, welche beide an Gedachtnisprozessen beteiligt sind (Scheuer et al.
1999, Muccioli et al. 1996, Izquierdo und Medina 1997). Weiterhin konnte ein Zuwachs der
Membranfluiditat im Bereich der Zellkernmembran im Zusammenhang mit einem erhohten
nucleozytoplasmatischen RNA-Transport gezeigt werden (Tomassoni et al. 1999). Auch die
MRNA vermittelte Genexpression ist von grundlegender Bedeutung fur die Geddachtnis-
bildung (lgaz et al. 2002). Einen direkten Anhaltspunkt flr reduzierte Membranfluiditat bei
Patienten mit AD zeigten Eckert et al. an hippokampalen und Mecocci et al. an
mitochondrialen Membranen in post mortem Studien (Eckert et al. 2000, Mecocci et al.
1997).

Im Gegensatz dazu fanden sich bei Untersuchungen der Membranfluiditaten peripherer Zellen
(Thrombozyten und Leukozyten) bei Patienten mit AD in mehreren Studien erhohte
Membranfluiditaten (Zubenko et al. 1987, Hajimohammadreza et al. 1990, Kukull et al. 1992,
Kalman et al. 1994, Scott et al. 1994). Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Zubenko et
al. zeigten dies auch in Hippokampusregionen von AD-Patienten (Zubenko 1986). Keine
Veranderungen der Membranfluiditat bei der Untersuchung vier verschiedener Hirnareale von
AD-Patienten und  Kontrollpersonen fanden Hajimohammadreza und Brammer
(Hajimohammadreza und Brammer 1990).

Trotz der unlbersehbaren Heterogenitdt in den Befunden zur Membranpathologie bei AD
scheint sich als Haupttendenz der ZNS nahen Untersuchungen (z.B. post mortem) eine mit
Gedachtnisstérungen  verbundene Verminderung der Membranfluiditdt anzudeuten.
Biochemisches Korrelat hierfiir kénnte eine gestorte iPLA,-Funktion sein, am ehesten eine

verminderte Aktivitat.

Neurotransmission

Die meisten Neurotransmitter werden im zentralen Nervensystem aus synaptischen Vesikeln
durch Exozytose freigesetzt (Damer und Creutz 1994). Zwar sind die genauen Mechanismen
noch immer unbekannt, aber es wird vermutet, dass sowohl der PLA; als auch der AA
bedeutende Rollen in der Neuroexozytose zukommen. Ray et al. konnten an nerve growth
factor-differenzierten PC 12 Zellen zeigen, dass die PLA; und die AA in zytoskelettale

Organisationsprozesse involviert sind, die zu Vesikelfusion und Exozytose fiihren (Ray et al.
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1999). Und auch Bloch-Shilderman et al. fanden, dass eine Aktivierung von cPLA;, und auch
IPLA, Uber die Generierung von AA und Eicosanoiden in PC 12 Zellen zu einer Stimulierung
der Vesikelfusion und Neurotransmitterfreisetzung fuhrt (Bloch-Shilderman et al. 2002).
Ergédnzend wirkt sich aus, dass die durch die PLA, freigesetzte AA die Insertion der
Proteinkinase C an der Membran fordert (Lester und Bramham 1993). Diese Translokation
und Aktivierung der Proteinkinase C hangt ebenfalls mit einer verbesserten Neurotransmitter-
freisetzung zusammen. Auch die aus der AA synthetisierten Prostaglandine sollen an der

Modulation der Neurosekretion im zerebralen Kortex beteiligt sein (Hedqvist 1978).

Hinzu kommt die Bedeutung der PLA, fir die Bereitstellung von Cholin in cholinergen
Neuronen. Durch die Spaltung von Phosphatidylcholin durch die PLA, kommt es zur
Freisetzung von Cholin, welches den wichtigsten Ausgangsstoff fur die Synthese von
Acetylcholin bildet (Blusztajn et al. 1987, Farooqui et al. 1992). Mit Hilfe der Cholinacetyl-
transferase werden Cholin und Acetyl-CoA zu Acetylcholin synthetisiert. Eine post mortem
Untersuchung von Kanfer und McCartney zeigte, dass die Hydrolyse von Phosphatidylcholin
in temporalen Hirnregionen von AD-Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen deutlich
vermindert ist. Die Veranderungen lieRen sich im occipitalen Kortex interessanterweise nicht

nachweisen (Kanfer und McCartney 1986).

Zusammengenommen kommen also sowohl Defizite in der Acetylcholinbereitstellung als

auch in dessen Freigabe als potentielle Folgen gestorter iPLA,-Funktion in Frage.

APP-Sekretion

Neuritische Plagques bestehen hauptsachlich aus aggregiertem Amyloid b (Ab), welches durch
die proteolytische Abspaltung einer Gruppe von Aminosduren aus der Sequenz des APPs
(APP 597-639) entsteht. Physiologischerweise wird das membrangebundene APP bevorzugt
in der Mitte der Ab-Region durch a-Sekretasen gespalten und sezerniert, was der Entstehung
von Ab entgegenwirkt. Ein anderer Teil des APPs wird jedoch in intrazellulare
Kompartimente eingeschlossen, in deren saurem Milieu Ab 40 und 42 mittels b— und y—
Sekretase erzeugt und anschliefend von den Zellen sezerniert werden konnen (Haass und
Selkoe 1993, Schlegel 2005). Die aggregierte Form des Ab Peptids, besonders Ab 42, wird
fur zytotoxische Effekte und einen madglicherweise resultierenden Zelltod in der Pathologie
der AD verantwortlich gemacht (Butterfield 2002, Butterfield et al. 2002a). AuRerdem konnte
festgestellt werden, dass Ab die Freisetzung von Cytokinen und Stickstoffoxid aus Astrozyten
stimuliert, was die erhohten oxidativen und inflammatorischen Prozesse in der AD-

Pathogenese erklaren konnte, welche wiederum Uber einen erhdhten Kalziumeinstrom zur
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Aktivierung der Apoptose fiihren (Akama und Van Eldik 2000, Mattson 2002, Perry et al.
2002).

Die Freisetzung des APPs wird neben verschiedenen Signaltransduktionsprozessen auch
durch die PLA; getriggert. Emmerling et al. konnten zeigen, dass eine Hemmung der PLA;
die carbachol-induzierte Sekretion von membrangebundenem APP reduziert, wohingegen
eine Aktivierung des Enzyms die APP-Freisetzung erhdhte (Emmerling et al. 1993). APP
selbst Gbernimmt in seiner membrangebundenen Form die Vermittlung von Zell-Zell- oder
Zell-Substrat-Interaktionen. Sezerniertes APP nimmt Einfluss auf das Auswachsen von
Neuriten (Shivers et al. 1988, Milward et al. 1992). Weiterhin werden dem APP
neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben. Mattson et al. wiesen nach, dass humane
Neuronenkulturen durch APP vor der toxischen Wirkung einer Glutamatbehandlung geschiitzt
wurden, wohingegen Ab zu einer Verstarkung der toxischen Wirkung fiihrte (Mattson et al.
1993).

Langzeitpotenzierung (LTP) und Gedéachtnis

LTP ist definiert als eine dauerhafte Erhéhung der synaptischen Wirksamkeit, welche kurzen
hochfrequenten Stimulationen im Hippokampus folgt. Diese Form synaptischer Plastizitét
charakterisiert eine der fundamentalsten molekularen Mechanismen fir Lern- und
Gedé&chtnisvorgéange (Bliss und Collingridge 1993). Ein Weg der Induktion der LTP liegt in
der Freisetzung von Arachidonsdure. Sie selbst bzw. ihre Metabolite konnten in einigen
Studien als potentielle postsynaptische Messenger identifiziert werden, die Uber den
Zwischenschritt der Aktivierung der Proteinkinase C die Transmitterfreisetzung wéhrend der
LTP modifizieren (Bramham et al. 1994, Drapeau et al. 1990). So konnten Williams et al.
eine Erleichterung der durch hochfrequente Stimulation ausgelésten LTP durch von aulien
zugefuhrte AA erreichen (Williams et al. 1989). Nishizaki et al. sehen die AA ebenfalls als
einen signifikanten Faktor fur die Expression der LTP (Nishizaki et al. 1999). Zusétzlich
postulierten Fujita et al. eine entscheidende Rolle der Docosahexaensaure-Freisetzung (Fujita
et al. 2001). Ubereinstimmung scheint (iber das die Freisetzung der PUFAs katalysierende
Enzym zu herrschen, verschiedene Studien deuten auf eine entscheidende Rolle der iPLA; hin
(Fujita et al. 2001, Wolf et al. 1995).

Neben diesen Studien, die sich speziell mit der LTP beschaftigen, gibt es auch direkte
Untersuchungen zu mnestischen Funktionen im Zusammenhang mit der PLA,-Aktivitit. So
zeigen Untersuchungen an jungen Kiken von Holscher und Rose, dass bilaterale
intrazerebrale Injektionen verschiedener PLA,-Inhibitoren zu anhaltenden Stérungen
mnestischer Funktionen fiihren (Holscher und Rose 1994). Die direkte Behandlung von
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Mausen mit dem potenten und iPLA,-selektiven Inhibitor Bromoenol Lacton (BEL) machte
sich in einer eindeutigen Einschrdnkung des rdumlichen Ged&chtnisses bemerkbar (Fujita et
al. 2000).

Zusammengenommen sprechen sowohl die Befunde der gestérten Membranfluiditét als auch
die Storungen in der LTP, beides an iPLA,-Funktion und Arachidonsdure gekoppelte

Ablaufe, fir die Behinderung von Lern- und Gedachtnisfunktionen.

Oxidativer Stress

Neuronale Membranen sind aufgrund ihres hohen durch Glucose gesteuerten metabolischen
Umsatzes, ihres geringen Pegels an Antioxidantien und ihres groRen Gehaltes an mehrfach
ungesattigten Fettsduren, aus welchen sehr leicht reaktive Radikale entstehen konnen,
besonders empfindlich gegenlber oxidativem Stress (Farooqui et al. 2004). Hinzu kommt die
Reichhaltigkeit des Gehirns an Eisen, verbunden mit keiner bzw. einer nur sehr geringen
Eisenbindungskapazitat des umgebenden Liquors. In Anwesenheit von Eisen kénnen instabile
peroxidierte Lipide weiter zu Radikalen zerfallen, was eine Kettenreaktion ausldsen kann.
Freie Radikale entstehen auRerdem in geringen Mengen wéhrend der normalen zelluldren
Stoffwechselprozesse. Ein weiterer Grund fur die groBe Empfindlichkeit der Neurone
gegenuber oxidativem Stress ist ihr hoher Konsum an Sauerstoff (Halliwell 1994, Farooqui et
al. 2000a).

Der durch Lipidperoxidation verursachte Schaden an neuronalen Membranen hat
weitreichende Folgen. Es kommt zur Beeinflussung physikochemischer Merkmale der
Membran, die die Orientierung der verschiedenen Domdanen fir die Interaktionen der
Membranproteine (Rezeptoren, Enzyme und lonenkandle) verandern. Verénderungen in der
Zahl der Rezeptoren und ihrer Affinitat fur Neurotransmitter und Medikamente treten hinzu.
Des Weiteren sind peroxidierte Lipide in der Lage, Aldehyde zu generieren, welche wiederum
Vernetzungen von Enzymen und Proteinen hervorrufen kénnen und sie dadurch inaktivieren.
Auch eine Hemmung der lonenpumpen und damit verbundene Verdnderungen des
lonengleichgewichts kdnnen durch eine gesteigerte Lipidperoxidation hervorgerufen werden.
Weiterhin ist es moglich, dass die verstarkte Anwesenheit peroxidierter Glycerophospholipide
zu einer defekten Membrandichtung fiihrt, was zu einem erhéhtem Ca?*-Influx mit den
Folgen von Apoptose und Nekrose fiihren kann (Farooqui et al. 2000b).

Die PLA; Ubernimmt durch die Hydrolyse der peroxidierten Glycerophospholipide eine
Schutzfunktion fir die Membranen. Dieser Vorgang wird dadurch unterstiitzt, dass die sn-2
Bindung der Phospholipide der PLA; bei defekter Membrandichtung leichter zugéanglich ist.

Die PLA; entfernt damit die peroxidierten membrandestabilisierenden Fettsduren und schafft
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so die Mdoglichkeit, die von den geschadigten Fettsduren befreiten Lysophospholipide zu
reacylieren und in die Membran zu reintegrieren (McLean et al. 1993, Farooqui et al. 20004,
Salgo et al. 1993). Unterstitzt wird diese Hypothese durch verschiedene Studien, die eine
signifikant gesteigerte AA-Freisetzung und eine erhohte iPLA,-Aktivitat im Zusammenhang
mit H,O, nachwiesen (Birbes et al. 2000, Martinez und Moreno 2001, Xu et al. 2003). Die
Phospholipase tragt hier dazu bei, die physiologischerweise vorhandenen physikochemischen

Merkmale der neuronalen Membran wieder herzustellen.

Apoptose

Im Verlauf der Apoptose kommt es zu einem umfassenden Verlust der asymmetrischen
Verteilung von Glycerophospholipiden in Plasmamembranen (Williamson und Schlegel
2002). Die Phospholipide des &ulleren Blattes der Zellmembran enthalten physiologischer-
weise mehr gesattigte Fettséduren, mit einer festeren Dichtung der Membran einhergehend.
Dahingegen sind die Phospholipide des inneren Blattes reicher an ungeséattigten Fettsduren,
resultierend in einer lockereren Dichtung. Die Unterbrechung dieser biologisch notwendigen
Phospholipidasymmetrie wahrend der Apoptose fiihrt zu einem Verlust der festen Abdichtung
im &uleren Blatt. Diese Verdnderung geht mit der Mdglichkeit eines in der Regel nur leicht
verstarkten, kurz dauernden Kalziumeinstroms einher, welcher durch die Aktivierung von
Caspasen und kalziumabhangiger Phospholipase A, zu neuronalen Degenerationsprozesen
fuhren kann. Dabei kommt es in Abhédngigkeit von der Stdarke und Dauer des Kalzium-
einstroms zunéchst zu apoptotischen Vorgangen und ab einem bestimmten Grad der
Uberladung der Zelle mit Kalzium zur Nekrose (Farooqui et al. 2004). Die Vermittlung der
Apoptose erfolgt unter anderem tber die Membranrezeptoren der Zelle. Wéhrend die cPLA,
in die TNFa-induzierten Apoptosevorgénge involviert ist, spielt die iPLA; bei der durch Fas
ausgelosten Apoptose die entscheidende Rolle. Dabei kommt es durch die Aktivierung des
Fas-Rezeptors (Fas-R) neuronaler Membranen direkt Uber die Caspasen-Kaskade zur
Aktivierung der iPLA,, siehe Abbildung 5 (Atsumi et al. 1998, Atsumi et al. 2000).
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Caspasen-Kaskade

) l aktivierte
IPLA,| ———> iPLA, —> | Apoptose

Abb. 5 Fas-induzierte Apoptose modifiziert nach Farooqui et al. 2004

Fas-R = Fas-Rezeptor

Ausloser fur die Apoptose kann ein berschieRendes Angebot freier mehrfach ungesattigter
Fettséuren sein. Normalerweise werden Arachidonsdure und Lysophospholipide in der Zelle
durch energieabhéngige Reaktionen recycelt, so dass der normale Phospholipidgehalt der
neuronalen Membran erhalten bleibt und intrazelluldre Konzentrationen an freien Arachidon-
séuren und Lysophospholipiden auf niedrigem Niveau gehalten werden. Bei unkontrollierter
Freisetzung von AA bzw. durch eingeschrdnkte Membranreparaturprozesse (z.B. durch eine
verminderte iPLA,-Aktivitat) kann es jedoch zu einem starken Anstieg dieser Metabolite
kommen (Piomelli 1993). Erhohte Konzentrationen an AA fihren z.B. neben ihrer
proapoptotischen Wirkung zur gesteigerten Synthese und Akkumulation von Eicosanoiden
und zur Entstehung von 4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE), einem peroxidierten Produkt der AA
(Camandola et al. 2000). Die Wirkung der Peroxide und die durch sie ausgeldsten

apoptotischen VVorgénge sind bereits in dem vorangegangenen Kapitel naher erlautert worden.
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1.24 Regulation der PLA,

Phospholipase A,-Enzyme unterliegen einer komplexen Regulation. Es spielen vor allem
rezeptorvermittelte Prozesse durch Cytokine (TNFa, Il 1a), Wachstumsfaktoren, Neuro-
transmitter und Hormone eine Rolle. Die Phospholipase A; ist unter anderem tiber G-Proteine
an Muscarin-, Dopamin-, NMDA- und AMPA-Rezeptoren gekoppelt. Uber diese kommt es
durch Veranderungen der Kalziumkonzentration zur Aktivierung des Enzyms. Dieses wird
durch den Einfluss der Kalziumkonzentration auf die Translokation der Phospholipasen in die
Membranen der Zelle und die Kinasen vermittelten Phosphorylierungen erreicht (Farooqui et
al. 2004).

Die Regulierung der iPLA,-Aktivitat erfolgt hauptsachlich tiber den Gehalt von Ca®* in den
intrazelluldren Kalziumspeichern bzw. durch das kalziumabhéngige Protein Calmodulin.
Dabei geht eine Verarmung intrazellulérer Kalziumspeicher mit einer Dissoziation der iPLA;
von seinem Komplex mit Calmodulin einher, was zu einer Aktivierung des Enzyms fuhrt
(Wolf et al. 1997, Jenkins et al. 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die iPLA;
vermittelte  Arachidonsdurefreisetzung positiv. von Phosphorylierungsreaktionen  der
Proteinkinasen Ca und Ce abhéngig ist (Steer et al. 2002, Akiba und Sato 2004). Beide
Prozesse sind in Abbildung 6 dargestellt.

4@

R
l Calmodulin| iPLA,
Ca2+\b
PKCowve
\ Calmodulin
) aktivierte
IPLA, ” | _iPLA,

Abb. 6 Regulationsmechanismen der iPLA, modifiziert nach Akiba und Sato 2004
L = Ligand, R = Rezeptor, PKCa/e = Proteinkinase Ca/e

Wie im vorangegangenen Kapitel erldutert, scheint bei der Fas-induzierten Apoptose
auBerdem die Aktivierung der iPLA; Uber die Caspasenkaskade eine Rolle zu spielen (Atsumi
et al. 2000).
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1.25 Indirekte Stoffwechseleffekte

Phospholipide bilden einen umfassenden Speicher fir zahlreiche Second Messenger bzw.
deren Vorldaufer. An der Generierung dieser Botenstoffe sind die Phospholipasen wesentlich
beteiligt (vgl. Tabelle 1).

Tab. 1 aus Phospholipiden gewonnene Second Messenger

Phospholipid Phospholipase Second Messenger Referenz
Phosphatidylcholin Arachidonséure .
Phosphatidylethanolamin A, Eicosanoide Fg?jgnlﬁ gtt :II ' iggib)
Phosphatidylinositol PAF g '
e Diacylglycerin (Dennis et al. 1991,
Phosphatidylinositol ¢ Inositoltriphosphat Exton 1994)
Phosphatidylcholin D Phosphatidsaure (Exton 1997)

Lysophoshatidsaure

PAF = plattchenaktivierender Faktor

Die PLA; realisiert ihre Funktionen durch die Hydrolyse der sn-2 Esterbindung der
Phospholipide. Die Produkte dieser Reaktion sind freie Fettsduren und Lysophospholipide
(Six und Dennis 2000). Die Fettsdauren kénnen zum einen als wichtige Energiespeicher
angesehen werden, bedeutender ist aber die Rolle der Arachidonsdure und der aus ihr
synthetisierten Eicosanoide als Second Messenger. Die Eicosanoide sind wichtige
Entzliindungsmediatoren und haben umfassende Wirkungen auf das Blut- und Kreislaufsystem
(Berk und Stump 1999, Austin und Funk 1999).

Die AA ist neben ihrer Funktion als Second Messenger in die Regulierung von lonenkanalen
und Enzymaktivitdten involviert (Farooqui et al. 1997a). Weiterhin spielt sie in der
Regulierung der Genexpression eine Rolle, so wird z. B. die Transkription des Fettsdure-
Synthese-Gens durch PUFAs unterdrickt (Jump et al. 1994). Und letztlich ist die AA auch an
der Beeinflussung der Membranfluiditat, der Neuritogenese und Prozessen der Langzeit-
potenzierung (LTP) beteiligt, auf welche in dem Kapitel 1.2.3 bereits eingegangen wurde
(Smalheiser et al. 1996, Rosenberger et al. 2003).

Die Lysophospholipide sind ebenfalls in Signaltransduktionsprozesse der Zelle involviert. Sie
nehmen Einfluss auf Umbauprozesse der Phospholipide und Permeabilitdt der Membranen
und sind Ausgangsstoff flir die Synthese von plattchenaktivierendem Faktor (PAF) (Balsinde
et al. 1997, Akiba und Sato 2004).
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Einen Uberblick Uber die Wirkung der PLA, ihre Produkte und deren Aufgaben gibt
Abbildung 7.

Membran-

phospholipid CoA-SH
Phospholipase AZ| Acyltransferase

Langzeitpotenzierung .

Sekretion von APP <— FFS Lysophospholipid AcylCoA

AcetylCoA

PAF + CoA

Modulation von lonenkanalen
Modulation von Proteinkinasen Physiologische
Eicosanoide —— Modulation der Gentranskription Signaltransduktion

Neuritogenese

Physiologische zellulare Funktionen

Abb. 7 Wirkung der PLA; und ihrer Produkte modifiziert nach Farooqui et al. 1997 b

FFS = Freie Fettsduren, APP = Amyloid-Prékursor-Protein, CoA = Coenzym A,
PAF = plattchenaktivierender Faktor
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1.3 Klinische Studien zu PLA, und Membranstoffwechsel bei Demenz

1.3.1 Verénderungen der PLA,-Aktivitat

Alzheimer Demenz

Zum Verstandnis des hier gewéhlten Untersuchungsansatzes wird nachfolgend die bisher
vorliegende Datenlage zu PLA,-Veranderungen bei Demenzen dargestellt. Ein Uberblick der

Studien zur Alzheimer Demenz bietet Tabelle 2.

Tab. 2 Studien zur PLA, im Kontext der AD

PLA- Korrelationen
Studie Stichprobe Methode/ untersuchte Aktiviztét ZW. PLA,-
PG/ KG Material PLA, PG vs. KG Aktivitat und
' Pathologie
Gattaz 23/20 radiometrisch/ Ca®*abh. | r;§HII§2:rNZ;sr
et al. 1995b (np) Hirngewebe PLA,
und NFTs
neg. Korr. zum
Gattaz 16/13 radiometrisch/ Ca®*abh. ! AusmaR der
et al. 1996 (np) Thrombozyten PLA; kognitiven
Storung
neg. Korr. zum
Gattaz 21/17 radiometrisch/ Ca®*unabh. ! AusmaR der
et al. 2004 (p) Thrombozyten PLA, kognitiven
Storung
. . Ca**abh./
Ross 10/10 rad.lometrlsch/ CaZ*unabh. L/l nicht untersucht
et al. 1998 (p) Hirngewebe
PLA,
. . Ca®*abh./
Talbot 12/12 rad_lometrlsch/ Ca?*unabh. ns. /| nicht untersucht
et al. 2000 (p) Hirngewebe
PLA,
Stephenson 5/6 immunhistochemisch/  Ca?*abh. .
et al. 1996 (np) Hirngewebe PLA, ! nicht untersucht

PG = Patientengruppe, KG = Kontrollgruppe, np = nicht parallelisiert, p = parallelisiert,
Ca”*abh. = kalziumabhangig, Ca®*unabh. = kalziumunabhangig, neg. = negativ,

Korr. = Korrelation, NPs = neuritische Plaques, NFTs = neurofibrillare Tangles,

n.s. = kein signifikanter Unterschied

Wesentliche Pionierarbeit ist der Arbeitsgruppe um W.F. Gattaz (Zentralinstitut fur seelische
Gesundheit Mannheim und Institute of Psychiatry, Faculty of Medicine, Sao Paulo) zu
verdanken. Sie untersuchten als erste die Aktivitat einer intrazellularen PLA, an parietalen
und frontalen Autopsieproben der Gehirne von 23 Patienten mit histomorphologisch
gesicherter AD (Anzahl der weiblichen : Anzahl der méannlichen Probanden (ny, : ny) =16 : 7,

Mittelwert (&) Alter=81+8 Jahre) und 20 neuropathologisch unaufféalligen Kontroll-
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personen (ny : nm=10:10, @ Alter =76 + 10 Jahre). Die Bestimmung der PLA,-Aktivitat
erfolgte mittels eines radioenzymatischen Assays (Gattaz et al. 1995a). Dabei zeigte sich eine
signifikant geringere Aktivitat der PLA; in der Patientengruppe (parietal: p < 0,001/ frontal:
p <0,05). Die Werte der parietalen PLA,-Aktivitat korrelierten in der Patientengruppe positiv
mit dem Sterbealter und die der parietalen und frontalen PLA,-Aktivitdt mit dem Alter bei
Beginn der Erkrankung. Weiterhin zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der
Aktivitat der frontalen PLA; und der Anzahl amyloider Plaques und neurofibrillarer Tangles.

Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte die PLA,-Aktivitdt an Thrombozyten. Es nahmen 16
Patienten mit klinisch gesicherter AD (ny: nm=8:4, @ Alter =70 + 11 Jahre), 13 gesunde
(Nw:nm=4:9, @Alter=63+ 10 Jahre) und 14 psychiatrische Kontrollen (n,:nn=8:6,
@ Alter = 62 £ 12 Jahre) an der Untersuchung teil. Auch hier ergab sich eine signifikante
Erniedrigung der PLA,-Aktivitat bei Patienten mit AD im Vergleich zu gesunden (p < 0,03)
und psychiatrischen (p <0,002) Kontrollen. Die Erniedrigung zeigte einen tendenziellen
Zusammenhang mit einem friheren Erkrankungsbeginn (p < 0,1) und korrellierte signifikant
mit dem AusmaR der kognitiven Stérung gemessen anhand des Cambridge Cognitive
Examination (CAMCOG)-Scores (p < 0,05). Aullerdem zeigten Patienten mit einem Mini
Mental Status Test (MMST) kleiner als 10 eine signifikant niedrigere Enzymaktivitat im
Vergleich zu denjenigen mit einem MMST groRer als 10 (Gattaz et al. 1996).

In einer weiteren Studie von Gattaz et al. 2004 Uber die Aktivitat der PLA; in Thrombozyten
an 21 Patienten mit klinisch gesicherter AD (ny:nm=15:6, @ Alter =75+ 7 Jahre), 11
Patienten mit Mild cognitive impairment (MCI) (ny : nn =10 : 1, @ Alter =73 £ 5 Jahre) und
17 altersangepassten Kontrollpersonen (ny : nm =13 : 4, @ Alter =73 £ 5 Jahre) wurde unter
Einsatz des IPLA; spezifischen Antagonisten Bromoenol Lacton (BEL) eine genauere
Zuordnung der PLA,-Aktivitat erreicht. Unter Zusatz von BEL verringerte sich die Aktivitat
der gemessenen PLA,; um 73 %, so dass davon ausgegangenen wurde, dass der Hauptteil der
radiometrisch erfassten Enzymaktivitat der iPLA, zuzuschreiben ist. Auch in dieser Studie
von Gattaz et al. konnte eine signifikant geringere Aktivitat der PLA; in der Gruppe der
Patienten mit AD gegentber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (p < 0,001). Die Werte
der Patienten mit MCI lagen zwischen denen der Kontrollgruppe und denen der Patienten mit
AD, erreichten jedoch keine signifikante Abgrenzung. Eine geringere PLA,-Aktivitat
korrelierte mit geringeren Werten im MMST (p =0,002) und CAMCOG (p =0,002). Die
Arbeitsgruppe untersuchte weiterhin den Einfluss der Einnahme von Acetylcholinesterase-
hemmern und Neuroleptika auf die PLA,-Aktivitat. Hier fanden sich keine Unterschiede

zwischen Patienten mit und ohne Behandlung durch Acetylcholinesterasehemmer. Allerdings
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zeigten AD-Patienten unter Neuroleptikatherapie eine geringere Aktivitdt der PLA, als
diejenigen ohne Neuroleptikabehandlung (p = 0,01). Ein anschlieBender Ausschluss der AD-
Patienten, die Neuroleptika einnahmen, ergab jedoch ebenfalls noch signifikant verminderte
Werte der PLA,-Aktivitdt in Thrombozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,01). Eine
Korrelation zwischen PLA,-Aktivitat und Beginn der Erkrankung konnte in dieser Studie
nicht aufgedeckt werden (Gattaz et al. 2004).

Neben der Arbeitsgruppe um W. F. Gattaz haben sich bisher nur wenige Forscher PLA,-
Veranderungen bei Demenzen zugewandt.

Ross et al. untersuchten mittels eines radiometrischen Verfahrens die Aktivitat verschiedener,
sich sowohl katabolisch als auch anabolisch auf den Phospholipidstoffwechsel auswirkender,
Schlusselenzyme in morphologisch verédndertem und unverdndertem Hirngewebe von 10
autopsierten Patienten mit klinisch und histopathologisch gesicherter Alzheimer Demenz
(Nw:Nm=5:5, @ Alter =75+ 3 Jahre) und 10 gesunden Kontrollpersonen (ny:nNn=5:5,
@ Alter=73 £ 2 Jahre). Um herauszufinden, ob die Ergebnisse ihrer Untersuchungen
vielleicht nur unspezifische Folgen der Neurodegeneration sind, wurde zusatzlich der
zerebelldre Kortex von 9 Patienten mit genetisch bestatigter Spinozerebellarer Ataxie Typ |
sowie von 11 parallelisierten Kontrollpersonen untersucht. Im Ergebnis erhielt die Forscher-
gruppe eine signifikant verminderte Aktivitat der Ca**-abhangigen PLA, sowohl im parietalen
Kortex (-41 %), temporalen Kortex (-38 %) und hippokampal (-18 %) als auch der Aktivitat
der iPLA; im parietalen (-35 %) und temporalen (-44 %) Kortex. Weiterhin erhielten Ross et
al. in den untersuchten Grof3hirnregionen signifikant erhéhte Aktivitaten der Lyso-
phospholipid-Acyltransferase, welche Lysophospholipide zu intakten Phospholipiden recycelt
und der Glycerophosphocholin-Phosphodiesterase, welche Phospholipidmetabolite der
Phospholipidresynthese zufuhrt. Die Aktivitat dieser Enzyme und die der PLA; zeigten im
zerebelldren Kortex der Patienten mit Spinozerebellérer Ataxie keine Veranderungen, woraus
geschlossen wurde, dass die Veranderungen keine unspezifischen Konsequenzen
degenerativer Veranderungen sind (Ross et al. 1998).

Eine verminderte Aktivitat der iPLA;, in der frontalen Variante der AD ergaben auch die
Untersuchungen von Talbot et al. Hier wurde die iPLA,- und cPLA,-Aktivitdt im dorso-
lateralen prafrontalen und lateralen temporalen Kortex von 12 Patienten mit frontaler AD
(nw:nNm=3:9, @Alter=76+2 Jahre) und 12 parallelisierten Kontrollpersonen
(nw:nm=28:4, 3 Alter = 80 £ 4 Jahre) untersucht. Die Messungen erfolgten auch hier mittels
eines radiometrischen Assays (Jolly et al. 1993). Im dorsolateralen préafrontalen Kortex der
Patienten fand sich eine signifikante Verminderung der iPLA,—Aktivitét (p < 0,01).
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Die iPLA,—AKktivitat lateral temporal ergab keine signifikanten Unterschiede. Ebenso wurden
in keiner Region Veranderungen der Aktivitat der cPLA; gefunden (Talbot et al. 2000).
Stephenson et al. schlieBlich untersuchten in einer immunhistochemischen Studie die Immun-
reaktivitat der cPLA; in Astrozyten im occipitalen Kortex und im Zerebellum an 5 Patienten
mit AD (nw:nm=4:1, @ Alter=83+5 Jahre) und 6 Kontrollpersonen (ny:nm=1:5,
@ Alter =68 £ 16 Jahre). Hier zeigte sich eine erhohte Immunreaktivitdt der cPLA; im
Bereich des Kortexes (Stephenson et al. 1996).

Erganzend soll an dieser Stelle die Studie von van Oijen et al. dargestellt werden. Diese
Arbeitsgruppe untersuchte den Gehalt einer Lipoproteinassoziierten PLA, (Lp-PLA;) als
Risikofaktor fur das Entstehen einer Demenz. Es handelt sich hierbei um eine Fall-Kohorten-
Studie mit 1742 Personen, welche zuféllig aus einer Gruppe von 6713 Probanden ausgewahlt
wurden, die im Zuge der so genannten Rotterdam-Studie untersucht worden waren. Bei der
Rotterdam-Studie handelt es sich um eine prospektive Kohortenstudie, in welcher ein hoher
Gehalt an Lp-PLA; als pradiktiver Faktor flir das Entstehen von Koronarer Herzkrankheit und
Schlaganféllen ausgemacht werden konnte. Die Untersuchung des Enzyms erfolgte im
Blutplasma mittels radiometrischem Assay (Hofman et al. 1991). Bei der Lp-PLA; handelt es
sich um eine PAF-Acetylhydrolase, die den hydrolytischen Abbau der Acetylgruppe der sn-2
Position des PAF katalysiert, wodurch Lyso-PAF und Essigsaure entstehen (Blank et al. 1981,
Stafforini et al. 1987). Mittels einer Cox Proportional Hazard Analyse fanden van Qijen et al.
heraus, dass erhohte Level an Lp-PLA; mit einem erhdhten Risiko einhergehen, spater an
einer Demenz zu erkranken (van Oijen et al. 2006).

Zusammenfassend erhalt man eine hohe Ubereinstimmung beziglich einer verminderten
IPLA,-Aktivitdt bei AD. Insgesamt drei Arbeitsgruppen fanden dieses Enzym in seiner
Aktivitat vermindert. Weiterhin handelt es sich um den einzigen replizierten Befund in post
mortem Untersuchungen von Hirngewebe. Die Studien zur cPLA, ergaben dreimal eine
verminderte Aktivitat, einmal keine Veranderungen und einmal eine Erhdéhung der Enzym-
aktivitat gegenuber der Kontrollgruppe. Eine erhéhte Lp-PLA, wurde als ein Risikofaktor
beschrieben, spater eine Demenz zu entwickeln. Bisher gibt es nach unserem Kenntnisstand
keine in vivo Untersuchungen der PLA,-Aktivitdt in einem ZNS nahen Kompartiment.
Diesem Anliegen folgt die vorliegende Studie. Erstmalig ist es gelungen, die Aktivitat der
iPLA; in dem in vivo erreichbaren zentralen Kompartiment Liquor zu messen. Dadurch
konnte das Gewicht der Untersuchung auf Veranderungen der Enzymaktivitat im zentralen

Nervensystem gelegt werden.
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Zentrale Ischamie

Die Ausfiihrungen beziehen sich bis zu diesem Punkt vor allem auf Untersuchungen zur
Alzheimer Demenz. Zur Bedeutung der PLA; fur Prozesse der Vaskuldren Demenz (VD) gibt
es bis dato keine direkten Untersuchungen. Es finden sich jedoch Studien zur PLA,-Aktivitét
bei zerebraler Ischdmie. Das Problem ist hier, dass in der Regel akute Ereignisse untersucht
wurden und damit Ruckschlisse auf Verdnderungen bei VD nicht ohne weiteres zuldssig sind.
Einigkeit herrscht dartiber, dass der wegfallende Blutfluss im Falle des ischamischen Insults
zu zahlreichen physiologischen und biochemischen Verénderungen, wie Energieverlust,
Freisetzung exzitatorischer Transmitter, Depolarisation neuronaler Membranen und
Kalziumeinstrom in die Zellen fuhrt. Viele dieser Veranderungen gehen wiederum mit einer
Erhéhung des oxidativen Stresses und neuronalem Zelltod einher (Chan 1996, Sun et al.
2004). In mehreren Studien konnte ein erhohter Gehalt freier Fettsduren in Folge eines an
Ratten induzierten zerebralen, ischdmischen Ereignisses festgestellt werden (Zhang und Sun
1995, Bazan 1970). Pilitsis et al. fanden durch den Einsatz verschiedener Phospholipase-
inhibitoren heraus, dass dieser Anstieg vermutlich auf eine erhdhte Aktivitat der cPLA;
zuriickzufuhren ist (Pilitsis et al. 2002). Dieses Ergebnis wird durch eine immunhisto-
chemische Studie von Stephenson et al. unterstiitzt, welche eine erhohte cPLA,-Aktivitét in

reaktivem Gliagewebe nach globaler zerebraler Ischdmie postuliert (Stephenson et al. 1999).

In der vorliegenden Untersuchung wurden nach derzeitiger Studienlage das erste Mal die
Verdnderungen der iPLA,-Aktivitdt bei Vaskularer Demenz untersucht. Damit soll ein

Ausgangspunkt fur weitere Forschung auf diesem Gebiet geschaffen werden.
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1.3.2 Veranderungen des Membranstoffwechsels

Zu den Verdnderungen in der Konzentration der Membranphospholipide und deren
Metaboliten bei Patienten mit AD gibt es zahlreiche Studien. Da die PLA; wie oben erldutert
wesentlich in den Abbau der Membranphospholipide involviert ist, sollen bedeutende

Ergebnisse im Folgenden kurz dargestellt werden.

Das Verhaltnis von Lysophosphatidylcholin (Lyso-PC), welches aus Phosphatidylcholin (PC)
nach Abspaltung der Fettséure in der sn-2 Position durch die PLA; entsteht, zu PC im Liquor
von Patienten mit Alzheimer Demenz untersuchten Mulder et al. bei Patienten mit Alzheimer
Demenz und bei Patienten mit subjektiven Gedé&chtnisbeschwerden, bei welchen eine
demenzielle Entwicklung, unter anderem aufgrund eines Beobachtungszeitraumes von einem
halben bis zu einem Jahr, ausgeschlossen werden konnte. Die Quantifizierung von Lyso-PC
und PC erfolgte mittels Tandemmassenspektrometrie (Scheffer et al. 2001). Dabei ergaben
sich zwar keine signifikanten Unterschiede des totalen Gehaltes an Lyso-PC bzw. PC, aber
eine signifikante Verminderung des Lyso-PC/ PC-Verhéltnisses in der Gruppe der Patienten
mit AD (Mulder et al. 2003).

In einer post mortem Untersuchung an neurodegenerativen Regionen in Gehirnen von AD-
Patienten fanden Edlund et al. erhdhte Konzentrationen des Membranphospholipids
Phosphatidylinositol und eine Verminderung des Gehaltes ungeséttigter Fettséduren in
Phosphatidylethanolamin (Edlund et al. 1992).

Verminderte Level an Phosphatidylcholin und —ethanolamin und der Vorstufen Cholin und
Ethanolamin sowie erhohte Spiegel des Deacetylierungsprodukts Glycerophosphocholin
(GPC) in Gehirnproben von Patienten mit AD im Vergleich zu einer Kontrollgruppe fand die
Arbeitsgruppe um Nitsch et al. (Nitsch et al. 1992).

Und auch in einer Studie von Walter et al. ergaben sich erhdhte Konzentrationen an
Glycerophosphocholin, Phosphocholin und freiem Cholin, den Abbauprodukten des
Phosphatidylcholins, im Liquor von AD-Patienten verglichen mit der Kontrollgruppe (Walter
et al. 2004).

Prasad et al. fanden einen verminderten Gehalt an Phosphatidylethanolamin und —inositol in
der Hippokampusregion und dem unteren Parietallappen von AD-Patienten (Prasad et al.
1998).

Angeregt durch die Liquor- und post mortem Befunde kamen in einigen Studien auch MR-
basierte in vivo Verfahren zur Anwendung. Bei der *'Phosphor-Magnet-Resonanz-

Spektroskopie (*'P-MRS) handelt es sich um ein noninvasives Verfahren, mit welchem
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relative Molekulkonzentrationen bestimmter phosphathaltiger Verbindungen anhand ihrer

Resonanzfrequenzen ermittelt werden kénnen.

In einer Studie von Brown et al. wurden die Resonanzen von Phosphomonoestern (PME) und
Phosphodiestern (PDE) bestimmt. Die Resonanzen der PME spiegeln den Gehalt der
Membranphospholipidvorstufen wider, wéhrend die der PDE eher die Membranphospho-
lipidabbauprodukte reflektieren. Es fanden sich erhohte Werte fir die PME und erhohte
PME/ PDE-Quotienten in den temporoparietalen Regionen von Patienten mit AD, was auf

einen reduzierten Abbau von Membranphospholipiden hindeutet (Brown et al. 1989).

Dieser Befund konnte von Forlenza et al. bestatigt werden. Auch diese Arbeitsgruppe fand
erhdhte Werte flr die PME und ein erhdhtes Verhaltnis von PME zu PDE bei Patienten mit
AD. Auch sie interpretierten dieses Ergebnis im Sinne eines verminderten Membranphospho-
lipidabbaus (Forlenza et al. 2005).

Untersuchungen von Cuenod et al. zeigten eine Erhéhung der PME-Resonanzen bereits in der
frihen Erkrankungsphase der AD (Cuenod et al. 1995).

Ein Anstieg des PME/ PDE-Quotienten fand sich auch bei Patienten mit AD in der *'P-MRS-
Studie von Gonzales et al., hier jedoch vor allem durch einen verminderten Gehalt an PDE
bedingt (Gonzalez et al. 1996).

Kwee et al. konnten mittels **P-MRS eine Erhdhung der PUFAs an neuronalen Membranen

bei Patienten mit AD im Vergleich zu gesunden Kontrollen aufzeigen (Kwee et al. 1991).

Die *'P-MRS kann auch fiir die Beurteilung der Phospholipidmetaboliten post mortem
genutzt werden. In einer solchen Untersuchung fand sich ein Anstieg von GPC in
Lipidextrakten aus Gehirnen von AD-Patienten im Vergleich zu den Lipidextrakten der

Gehirne der Kontrollpersonen (Barany et al. 1985).

Pettegrew et al. erhielten in ihrer post mortem Studie mittels **P-MRS an neuronalen
Membranen von Patienten mit AD verglichen mit gesunden Kontrollpersonen verminderte

Phosphatidylinosotol- und Phosphatidylethanolamin-Spiegel (Pettegrew et al. 2001).

Insgesamt ergibt sich in den Untersuchungen der Membranstoffwechselprozesse bei AD ein
heterogenes Bild. Interessanterweise findet sich jedoch in den in vivo Studien mittels *'P-
MRS einheitlich ein verminderter Membranabbau. Zukiinftige in vivo Untersuchungen mittels
3'p_.MRS in Kombination mit Aktivititsmessungen der PLA; im Liquor kénnten die

vermuteten Zusammenhange zwischen Enzymaktivitat und Membranumsatz verifizieren.
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2  Ziele der Arbeit

Die Intention der vorliegenden Arbeit basiert auf der Annahme eines veranderten
Phospholipidstoffwechsels bei demenziellen Erkrankungen, der mit Verdnderungen der
IPLA,-Aktivitat einhergeht. Mittels eines fluorometrischen, iPLA,-sensitiven Verfahrens soll
erstmalig die iPLA,-Aktivitdt im Liquor untersucht werden (Lasch et al. 2003). Bei dem
Untersuchungsmaterial Liquor handelt es sich um das den neuropathologischen
Verénderungen nachste in vivo analysierbare Medium. Initiales Anliegen war es, die Identitét
von PLA,-Aktivitat im Liquor zweifelsfrei als iPLA,-Aktivitat zu klaren und damit die
Vergleichbarkeit zu VVorarbeiten im Serum zu gewabhrleisten.
Neben der im Vordergrund stehenden Untersuchung von Patienten mit Alzheimer Demenz
sollen auch andere demenzielle Erkrankungen, unter anderem die Vaskuldre Demenz und die
Demenz vom Mischtyp aus Vaskuldrer und Alzheimer Demenz in die Studie einbezogen
werden. Ziel der Arbeit ist es weiterhin, den Einfluss des Erkrankungsstadiums,
epidemiologischer Parameter (Alter, Geschlecht) sowie der Medikation (ASS 100 mg/d,
Acetylcholinesterasehemmer) auf die Aktivitat der iPLA, zu charakterisieren. Langfristig
konnte es durch das verbesserte Verstandnis lipidmetabolischer Pathomechanismen
demenzieller Erkrankungen zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten kommen.
Die zu tberprifenden Arbeitshypothesen lauten folgendermafen:
1. Die iIPLA,-Aktivitat ist gleichermalien im Liquor und im Serum nachweisbar.
2. Die iPLA,-Aktivitat ist in den Patientengruppen mit AD, VD und AVD im Gegensatz
zu gesunden Kontrollpersonen vermindert.
3. Das Ausmal} der verminderten iPLA,-Aktivitat korreliert mit dem Schweregrad der
Erkrankung.
4. Das Alter der Probanden, ihr Geschlecht und die Einnahme von ASS 100 bzw. von
Acetylcholinesterasehemmern haben keinen Einfluss auf die Aktivitat der iPLA..
Sofern die GruppengroRen es zulassen, sollen explorativ auch Patienten mit Frontotemporaler
Demenz, Lewy-Korper-Demenz, Demenz bei Normaldruckhydrozephalus, Korsakow-
Syndrom, Creutzfeld-Jacob-Demenz, Demenz bei Morbus Parkinson und Fataler Familiérer

Insomnie untersucht werden.
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3  Methodik

3.1 Patienten

Charakterisierung der Studiengruppe

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit klinisch gesicherter Demenz sowie
psychisch gesunde Kontrollpersonen aus der neurologischen Klinik auf die Aktivitét der Ca®*-

unabhangigen PLA; in Serum und Liquor untersucht.

Die Teilnahme war freiwillig und alle Patienten erklarten nach umfassender schriftlicher und
mandlicher Aufklarung schriftlich ihr Einverstdndnis, einen Teil des zur Routinediagnostik
gewonnenen Serums und Liquors fir die Messung der iPLA,-Aktivitat zur Verfliigung zu
stellen. War die Einwilligungsfahigkeit durch die demenzielle Erkrankung erkennbar
beeintrachtigt, wurden Vorsorgebevollmachtigte und Betreuer fiir Gesundheitssorge
hinzugezogen. In keinem Fall erfolgte der Gebrauch des Probenmaterials gegen den Willen
des Probanden. Ebenso wurde in keinem Fall Probenmaterial ausschlieBlich zu Studien-

zwecken entnommen.

Insgesamt nahmen 101 Probanden an der Untersuchung teil, die in der Zeit von Januar 2001
bis September 2004 sukzessive in die psychiatrische Klinik zur Demenzabklarung bzw. zur
Liguorpunktion aus anderer Indikation in die neurologische Klinik (Kontrollpersonen)
stationdr eingewiesen wurden. Die Messergebnisse von 5 Personen mit schizophrener
Symptomatik, von 7 Personen mit entziindlichen Erkrankungen des zentralen Nervensystems
(u. a. Meningitiden, Neuroborreliosen) sowie von 12 Personen, bei denen die demenzielle
Entwicklung nicht zweifelsfrei charakterisiert werden konnte, wurden von der weiteren

Analyse ausgeschlossen.

Die fir die Untersuchungen verwandte Gruppe umfasste somit 77 Personen, darunter 34
weiblich und 43 mannlich, siehe auch Tabelle 3. Die Kontrollgruppe (n=19) mit 9
weiblichen und 10 ménnlichen Probanden war deutlich kleiner als die gesamte Patienten-
gruppe (n =58) mit 25 weiblichen und 33 mannlichen Probanden. In letzterer erfolgte jedoch
eine weitere Subgruppierung. Die Gruppe der Patienten mit Alzheimer Demenz (n = 16)
umfasste 7 weibliche und 9 ménnliche, die der Patienten mit vaskuldrer Demenz (n =12) 6
weibliche und 6 ménnliche Patienten. Die Gruppe der Patienten mit einer Mischform aus
beiden Demenzformen (n = 15) umfasste 7 weibliche und 8 méannliche Patienten. Weiterhin

wurde die Gruppe der Patienten mit Frontotemporaler Demenz (n = 5) mit einem weiblichen
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und 4 mannlichen Patienten in die Untersuchungen mit einbezogen, um auch hier eventuell

vorhandene Verdnderungen der iPLA,-Aktivitat in ihrer Tendenz zu entdecken.

Bei den darlber hinaus diagnostizierten demenziellen Erkrankungen reichte die Starke der

Subgruppen fur eine statistische Betrachtung nicht aus (vgl. Tabelle 3). Sie wurden

beschreibend ausgewertet.

Das durchschnittliche Alter (Mittelwert) der Kontrollgruppe betrug 63 + 15 Jahre (Median

62,0), das der Patientengruppe 72 + 11 Jahre (Median 77,0). Eine genaue Betrachtung der

einzelnen Patientengruppen ist Tabelle 3 zu entnehmen.

Tab. 3 Epidemiologische Daten zur untersuchten Gruppe

gesamt weiblich mannlich
n _Q Alter N _Q Alter N _@ Alter non
9 (inJahren) " (inJahren) "™ (inJahren) W™
Gesamtstichprobe 77 70+x12 34 73x12 43 69x12 0,8
Kontrollgruppe 19 63x15 9 57+12 10 6716 0,9
Patientengruppeges. 58 73+11 125 78+7 33 69+11 0,8
Patientengruppeap, vo, avo | 43 75+8 20 79+6 23 72+8 0,9
AD 16 73x8 7 80+2 9 69 +7 0,8
VD 12 75%5 6 76 £ 6 6 74+5 1
AVD 15 77+10 7 809 8 7510 0,9
FTD 5 53x10 1 67 4 50+8 0,3
LKD 3 77+9 2 81+9 1 70 2
NPH 2 840 0 2 84+0
Ko-S 2 69+4 1 72 1 66 1
CJD 1 49 0 1 49
DP 1 70 1 70 0
FFI 1 65 0 1 65

ng = Anzahl der ménnlichen und weiblichen Probanden,
n, = Anzahl der weiblichen Probandinnen,
Nm = Anzahl der ménnlichen Probanden, @ = Mittelwert, 4 - gesamt
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Die Gruppen der Patienten mit Alzheimer Demenz, Vaskuldrer Demenz und Demenz vom
Mischtyp aus Alzheimer und Vaskuldrer Demenz wurden noch einmal in drei Schweregrade
unterteilt, siehe Tabelle 4.

Tab. 4 GruppengrofRen der in drei Schweregrade unterteilten AD, VD und AVD

gesamt leicht mittelschwer schwer
n n n n
AD 16 8 3 5
VD 12 4 5 3
AVD 15 3 8 4
AD und AVD 31 11 11 9

Aufgrund des hohen Alters und der Multimorbiditét vieler der untersuchten Patienten nahmen
die meisten von ihnen eine Vielzahl von Medikamenten ein. Ein Zusammenhang zwischen
PLA,-Aktivitdt und der Einnahme von ASS 100 (eingesetzt zur Sekundarprophylaxe) sowie
von Acetylcholinesterasehemmern wurde genauer untersucht (vgl. Kapitel 4.2.6).

Da von 25 Probanden (8 Personen der Kontrollgruppe, 7 Patienten mit VVaskularer Demenz, 6
Patienten mit Alzheimer Demenz, 2 Patienten mit Demenz vom Mischtyp und ein Patient mit
Demenz bei Morbus Parkinson) keine Serumproben zur Verfligung standen, gehen bei den

von den Serumwerten abhdngigen Analysen entsprechend weniger Probanden ein.

Erfassung der Probandendaten

Bei allen Probanden wurde eine standardisierte Basisdokumentation erhoben. Die hier
relevanten Daten bezogen sich auf die Erfassung somatischer, neurologischer, psychopatho-
logischer und neuropsychologischer Befunde, Serum- und Liquordiagnostik, radiologischer
und elektrophysiologischer Diagnostik, Medikamenteneinnahme und Familienanamnese.
Aulerdem war es mdglich, einen Grofiteil der Patienten Uber einen langeren Zeitraum zu
beobachten. Diese Daten wurden in einer SPSS-Tabelle zusammengetragen, deren Aufbau im
Anhang eingesehen werden kann. Nachdem behandelbare somatische Ursachen fur die
demenzielle Symptomatik ausgeschlossen waren, erfolgte die weitere Diagnosestellung
anhand der aktuellen ICD-10-Kriterien, die ebenfalls im Anhang aufgefiihrt sind. Die AD
wurde auflerdem mit Hilfe der Kriterien des National Institute of Neurological and

Communicative Disorders - Alzheimer’s Disease and Related Disorders Asscociation

37



Methodik

(NINCDS-ADRDA-KTriterien) klassifiziert, welche auch in der Schweregradeinteilung
Anwendung fanden (McKhann et al. 1984). Zur Diagnosestellung einer VD kamen unter
anderem zusatzlich die Kriterien des National Institute of Neurological Disorders and Stroke -
Association Internationale pour la Recherche et I"Enseignement en Neuroscience (NINDS-
AIREN-KTriterien) und die Kriterien des Alzheimer Disease Diagnostic and Treatment Center
(ADDTC-KTriterien) zur Anwendung (Roman et al. 1993, Chui et al. 1992). Letztere konnten
ebenfalls fur die Differenzierung des Schweregrades genutzt werden.

Der Schwerpunkt der differenzierenden Diagnosestellung lag auf der neuropsychologischen
Testung, welche fur alle Patienten von den hierfiir spezialisierten Diplom-Psychologen der
psychiatrischen Klinik durchgefuhrt wurde. Dabei wurde zunéchst versucht, das pramorbide
Leistungsniveau zu bestimmen (Wolfram und Wieczorek 1990). AnschlieBend kamen
verschiedene Kriterien, Tests und Subtests zur Uberpriifung des Kurz- und Langzeit-
gedachtnisses, der Aufmerksamkeit und Konzentration, der konstruktiven Praxis, des
planenden, logischen und kritischen Denkens sowie der Exekutivfunktionen zur Anwendung.
Die hier auftretenden Abweichungen vom Altersdurchschnitt wurden zusammengefasst und
mit dem pramorbiden Leistungsniveau verglichen. Bei allen Demenzformen erfolgte die
orientierende Uberpriifung mit dem MMST (Folstein et al. 1975). Bei der Differential-
diagnostik von AD, VD und FTD waren die von Kessler und Kalbe aufgestellten
neuropsychologischen Charakteristika verschiedener demenzieller Erkrankungen hilfreich
(Kessler und Kalbe 2000). Differenzierend wurden bei Verdacht auf eine Alzheimer Demenz
auflerdem Teile der Testserie des Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
(CERAD-Testserie) und Untersuchungen zur Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit
mittels Trail Making Test oder Zahlenverbindungstest aus dem Nurnberger Altersinventar
durchgefthrt, um frihe Stadien der AD nicht zu tbersehen. Untersuchungen zur Prufung des
planerischen und visuell-raumlichen Denkens, wie z. B. der Uhrentest, kamen ebenfalls zur
Anwendung (Satzger et al. 2001, Oswald und Fleischmann 1999, Seigerschmidt et al. 2002).
Bei unklaren Befunden wurden die Untersuchungen durch das Geschichten-Nacherzéhlen aus
dem Wechsler-Gedachtnistest und das verzogerte passive Wiedererkennen von zehn Bildern
in einer Auswahl von 20 erganzt (Harting et al. 2000). Bei Verdacht auf eine vaskulére
Genese der Demenz erfolgte die Abgrenzung mittels des Hachinski-Ischamie-Scores (Loeb
und Gandolfo 1983). In der Diagnostik der FTD waren neben den Kriterien von Neary et al.
vor allem fremdanamnestische Angaben relevant, die unter anderem mit Hilfe des Frontal
Behavioral Inventory — Fremdanamnesebogens erhoben wurden (Kertesz et al. 2000). Fr die

Differenzierung der Lewy-Korper-Demenz (LKD) kamen die Konsensuskriterien nach
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McKeith et al. zur Anwendung (McKeith et al. 1996). Die Demenz bei Morbus Parkinson
wurde durch die neurologische Symptomatik und die bei dieser Demenzform im Vordergrund
stehenden Planungsstorungen und Schwierigkeiten in der Konzeptbildung diagnostiziert
(Bartels 2005). Beim NPH, dem Ko-S, der CJD und der FFI spielte die differenzierende
neuropsychologische Testung eine geringere Rolle. Hier standen Klinik und apparative

Zusatzuntersuchungen im Vordergrund der Diagnostik.
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3.2 Untersuchungsmaterialien

Als Substrat zur Untersuchung der PLA,-Aktivitat wurde NBDCg-HPC (2-(6-(7-nitro-benz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)amino-hexanoyl-1-hexa-decanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)) der
Firma Molecular Probes Europe BV (Leiden, Niederlande) eingesetzt. Dieselbe Firma stellte
auch das Substrat PEDg® (N-(6-(2,4-dinitro-phenyl)aminohexyl)-2-(4,4-difluoro-5,7-
dimethyl-4-Bora-3a,4a-diaza-s-inda-cene-3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-
phosphatidyl-ethanol-amine, triethylammonium Salz) her, welches im Vorfeld der
Identifizierung der PLA, im Liquor diente. Die Trennung des Reaktionsgemisches erfolgte
auf HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatographie)-Platten (Kieselgel 60,
5% 5 cm, Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Visualisierung des Reaktionsproduktes fand
mit Hilfe des UV-Transilluminators PHERO-LUM (Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen,
Deutschland), die Registrierung mit dem Programm Movie Machine Il (Fast Multimedia AG,
Minchen, Deutschland) statt. Die Anzahl der Bildpunkte wurde mit dem Analyseprogramm
BASYS 1D (Biotec-Fischer) analysiert.
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3.3 Methode

Probengewinnung

Die Abnahme des Liquors erfolgte durch atraumatische Punktionstechnik. Er wurde wie auch
das Serum, welches aus zeitgleich entnommenem venésen Blut gewonnen wurde, bei —40 °C
portioniert in Glasrohrchen tiefgefroren und erst zu Messzwecken wieder aufgetaut. Die
Lagerung bzw. Analyse der iPLA,-Aktivitat erfolgte im Institut fir Physikalische Chemie der
Martin-Luther-Universitat in Halle. Dass die Lagerung tber mehrere Monate bei —40 °C die
Enzymaktivitat nicht beeinflusst, konnte in einer separaten Testreihe festgestellt werden.
Bedingung hierfur war lediglich die Gewdhrleistung der Homogenitdt der Probe, welche
durch grindliches Durchmischen des Liquors bzw. zusatzliche erneute Zentrifugation der

Serumproben gewahrleistet werden konnte (Lasch et al. 2003).

NBD-Methode

Die Bestimmung der iPLA,-Aktivitat erfolgte mit einer auf der fluorometrischen Thin Layer
Chromatographie (TLC) basierenden Methode (Lasch et al. 2003). Das hierflir verwandte,
fluoreszierende Substrat NBDCg-HPC, welches im Folgenden kurz als NBD-PC bezeichnet
wird, gab dieser Methode ihren Namen. NBD-PC ist ein Phospholipidanalogon, an welches in
der sn-2 Position eine fluorochrome Gruppe in Form einer modifizierten Fettsaure gebunden
ist, welche als NBD-X bezeichnet wird. Die Strukturformel von NBD-PC zeigt Abbildung 8.

O
|

CH,(CH,), — C — OCH,

NH(CH,), — C —— OCH O

o) CH,0 — P —— OCH,CH,N'(CH,),
N |
= \ o
O
NN
N/

NO,

Abb. 8 Strukturformel des NBD-PC mit fluorogener Gruppe NBD-X (grau unterlegt)
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Der Reaktionsansatz fir die Messungen im Liquor wurde aus 80 ul unverdiinntem Liquor,
10 pul Hepes-Puffer (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane-sulfonic acid) pH 7,4 0,4 M und
10 pl des Substrats NBD-PC (200 uM) hergestellt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Der
Serumansatz wurde aus 10 pl mit Hepes-Puffer pH 7,4 0,05 M 1: 30 verdinntem Serum,
80 pl Hepes-Puffer pH 7,4 0,05 M und 10 pl NBD-PC (200 uM) hergestellt und 15 min bei
37 °C inkubiert. Daraufhin erfolgte die Auftragung von zweimal je 1 pl Reaktionsansatz auf
HPTLC-Dinnschichtplatten zusammen mit den Eichproben NBD-X 4 uM und 8 uM. Der
erste Eichwert, NBD-X 4 uM, entspricht einer Lésung aus 480 pl Hepes-Puffer pH 7,4
0,05 M, 500 pl RSA-Stammldsung (14 mg/ml Hepes) und 20 pul NBD-X 200 pM. Der zweite
Eichwert, NBD-X 8 uM, entspricht einer Losung aus 460 pul Hepes-Puffer pH 7,4 0,05 M,
500 uI RSA-Stammldsung (14 mg/ml Hepes) und 40 ul NBD-X 200 uM. Durch die
Verwendung der Eichproben konnte zum einen eine eindeutige ldentifizierung der NBD-X-
Bande gewahrleistet werden. Zum anderen wurde sichergestellt, dass nur die durch die iPLA,-
Aktivitat entstandenen Produkte gemessen werden. Zwischen jeder Auftragung wurde die
Spritze mit Cyclohexan und Ethanol gespiilt. Es folgte die Trocknung der Platten 5 min bei
Raumtemperatur und 5 min bei 37 °C. Im Anschluss erfolgte die chromatographische
Trennung, welche sicherstellte, dass die Fluoreszenz des Produktes (NBD-X) getrennt von der
Fluoreszenz des Restsubstrats (NBD-PC) gemessen wurde. Die Trennung erfolgte im
DESAGA-System 1201 35 unter Verwendung des Laufmittels nach Fisher (6,5 ml
Chloroform + 3,5 ml Methanol + 0,5 ml Ammoniak + 0,25 ml H,O dest.) Uber einen Zeitraum
von 7 bis 8 min. Die gesamte Messdurchfiihrung fand unter abgedunkelten Bedingungen statt.
Die Aufspaltung des NBD-PCs ist in der Abbildung 9 schematisch dargestellt.

NBD — 5 NBD-X + Lyso-NBD

Abb. 9 Spaltung des NBD-PCs durch die iPLA,

Die entstandenen Produktbanden konnten anschlielend mit Hilfe eines UV-Transilluminators
(360 nm Strahlungswellenlénge) sichtbar gemacht und Uber ein digitales Videosystem als
TIF-Bild gespeichert werden. Dieses Bildformat zeichnet sich gegenuber anderen Formaten
durch den groBten Helligkeitstonumfang aus, was fiir die Genauigkeit der weiteren
Quantifizierung wichtig ist. In Abbildung 10 ist eine UV-Photographie einer HPTLC-Platte
abgebildet.
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NBD-X

NBD-PC

Serum  Liquor Eichproben

Abb. 10 Diinnschichtchromatographie auf HPTLC-Platte

Die Berechnung der Enzymaktivitaten erfolgte unter Verwendung des BAY-Sys 1D
Analyseprogramms, welches die photographierten fluoreszierenden Areale (spots) pixelweise
in eine Grauwertscala umwandelte. Die erhaltenen Grauwerte wurden anschlieRend tber eine
vorher definierte Referenzlichtflache (Spotarea) integriert, wodurch sich Werte ergaben, die
die Lichtintensitat des gesamten Spots, d. h. das ,,Lichtintegral“ der jeweiligen Produktbande,
mit der MaReinheit Integrierte Lichtintensitat (ILI) beinhalteten. Aus den jeweils doppelten
Werten fur Liquor und Serum und den beiden Eichproben wurden die Mittelwerte errechnet.
Nachfolgend erfolgte die Konvertierung der Lichtintensitdten in Produktkonzentrationen
anhand der Eichwerte und der im Vorfeld der Untersuchung angefertigten Eichkurve, bei
welcher die ILIs gegen die verwendeten Konzentrationen des NBD-X (in pmol) aufgetragen

worden waren (vgl. Abbildung 11).
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Abb. 11 Eichkurve: integrierte Lichtintensitét (IL1) zur Konzentration von NBD-X

Fur die Eichkurve errechnete sich die Regressionsgerade y =53,37 x + 38,98 mit dem
Variationskoeffizienten r2 = 9,978. Die ermittelten Produktkonzentrationen wurden durch die
jeweiligen Inkubationszeiten dividiert und anschlie’end auf den Proteingehalt und im Fall des
Serums auf die Verdunnung im jeweiligen Ansatz normalisiert. Der Proteingehalt wurde nach
der LOWRY-Methode bestimmt. Aus der Messung ergab sich letztlich eine Enzymaktivitat in
pmol/min x mg Protein.

Die gesamte Methode ist fur die Messung der Serumaktivitaten etabliert und wurde
erfolgreich zur Untersuchung von iPLA,-Verdnderungen bei Schizophrenie eingesetzt
(Smesny et al. 2005). Die Messung der iPLA,-Aktivitat im Liquor wurde erstmalig
durchgefihrt. Hierbei ergab sich die methodische Herausforderung, die fur die Messung
erforderliche Enzymaktivitat durch erhohte Konzentration des Liquors im Reaktionsansatz zu

gewahrleisten.
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3.4 Differenzierung der iPLA,

NBD-PC wird von der Herstellerfirma als ein fur die PLA; spezifisches Substrat angegeben.
Dies wurde mittels der Erstellung von Inhibitorprofilen der gemessenen PLA,-Aktivitat und
der als Kontrolle dienenden Bienengift-PLA, unter Verwendung bekannter PLA, spezifischer
Inhibitoren (4-bromo-phenacylbromide (BAB), aristolochic acid (ARISTO) und 4-(4-
octadecylphenyl)-4-oxobutenoic acid (OBAA)) im Vorfeld der eigentlichen Messungen
bestatigt. Es zeigte sich bei allen drei Inhibitoren eine effektive Hemmung der Enzym-
aktivitat. Erganzend wurden parallele Testmessungen mit Seren und einer vorher isolierten
und angereicherten Probe der zu messenden iPLA; durchgefiihrt (Lasch et al. 2003).

Die weitere Charakterisierung der gemessenen PLA,-Aktivitdten erfolgte anhand ihrer
Abhangigkeit von Ca®*-lonen. Dazu wurden die Reaktionsansétze von Serum und Liquor mit
steigenden Mengen Kalzium versehen, wodurch es zu einer deutlichen Enzymhemmung kam,
welche durch die Neutralisation des Kalziums mittels des Chelatbildners EGTA
(Ethylenebis(oxyethylene-nitrilo)-tetraacetic Acid) reversibel war. Dieses Verhalten zeigte
sich nicht bei der zum Vergleich mitgefihrten Bienengift-PLA,. Die genaue Versuchs-

anordnung und die Ergebnisse sind den Tabellen 5 und 6 zu entnehmen.

Tab. 5 Einfluss von Ca®" und EGTA auf die PLA,-Aktivitat modifiziert nach Lasch et al. 2003

Zusatz PLA,-Aktivitat (Serum) PLA,-Aktivitat (Bienengift)
RFU/min | Aktivitatin% = RFU/min | Aktivitatin %
ohne Zusatz 163 100 1115 100
1 mM Ca* 38,5 23,6 - -
2 mM Ca** 17,7 10,8 163,5 146,6
5mM Ca** 12,3 75 - -
5mM EGTA 143,9 88,3 0,5 0,4

RFU/min = relative fluorescence unite per minute, mM = Millimolar, Ca®" = Kalzium,
EGTA = Ethylene-bis(oxyethylene-nitrilo)-tetraacetic Acid
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Tab. 6 Einfluss von Ca®* und EGTA auf die PLA,-Aktivitét (Liquor)

Zusatz PLA,-Aktivitat (Liquor)
RFU/min Aktivitat in %

ohne Zusatz 55,4 100

1 mM Ca?* 19,7 35,6

2 mM Ca** 17,0 30,7

5 mM Ca?* 6,5 11,8

5mM Ca’" + 10 mM EGTA 7,4 13,3

5mM Ca* (5 min) + 10 mM EGTA 386 69,6
(5 min)*

RFU/min = relative fluorescence unite per minute, mM = Millimolar, Ca®* = Kalzium,
EGTA = Ethylene-bis(oxyethylene-nitrilo)-tetraacetic Acid
*5min mit Ca?* vorinkubiert, Zusatz EGTA und 5 min erneute Inkubation, dann Substratzugabe

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich im Gegensatz zur klassischen kalzium-
abhangigen PLA, Typ I, wie sie beispielsweise im Bienengift vorkommt, bei den in dieser
Studie gemessenen PLA,-Aktivitaten um kalziumunabhangige (iPLA;) handelt. Unterstiitzt
wird diese Erkenntnis dadurch, dass es durch den iPLA; spezifischen Inhibitor Bromoenol
Lacton (BEL) zu einer fast vollstandigen Hemmung der mit der NBD-Methode gemessenen
PLA,-Aktivitat kam.

Das gleiche Verhalten von Serum- und Liquor-PLA; legt nahe, dass es sich bei den
fluorometrisch messbaren PLA,-Aktivitdten um zumindest in ihren katalytischen Eigen-
schaften identische Enzyme handelt, wobei die Aktivitdt im Liquor regelhaft geringer
ausgepragt ist als diejenige im Serum. Zur genauen ldentifikation der gemessenen
Phospholipaseaktivitdten wurden weitere Untersuchungen durchgefihrt, die im folgenden
Kapitel dargestellt sind.

Zusétzlich zu der NBD-X-Bande zeigten sich, wie bereits in Abbildung 10 ersichtlich, bei der
chromatographischen Auftrennung der Produkte des NBD-PCs im Liquor weitere
fluoreszierende Produkte, was auf die Existenz wenigstens eines weiteren NBD-PC-
hydrolysierenden Enzyms hindeutet. Die Untersuchungen zur Identifizierung dieser
zusatzlichen Phospholipase-Aktivitat im Liquor zeigten, dass die Hydrolyse von NBD-PC bei
allen Referenzenzymen nur in Gegenwart von Ca’*-lonen méglich war. Ohne Kalzium (in
Gegenwart adaquater Konzentrationen an EGTA) erfolgte keine Hydrolyse. Durch einen
Vergleich der Spaltprodukte (vgl. Abbildung 12) ergab sich kein Hinweis fur eine PLC- oder
PLD-Aktivitat im Liquor.
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Liquor PLD+  PLD+ PLC+ PLA...,
CH EERACh - Ca™

Abb. 12 Phospholipaseaktivitat im Liquor bei Verwendung des Substrates NBD-PC
PLC/ D = Phospholipase C/ D, EGTA = Ethylenebis(oxyethylene-nitrilo)tetraessigsaure

Obwohl die genaue Identitat der zusatzlichen Phospholipase-Aktivitat bis heute noch nicht
geklart werden konnte, ist durch die chromatographische Auftrennung der Produkte und die
gezielte Messung der Lichtintensitdten der einzelnen Banden davon auszugehen, dass die
beschriebene NBD-Methode eine ausreichende Empfindlichkeit zur Untersuchung der iPLA,-

Aktivitat in Serum und Liquor aufweist.
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3.5 |Identifikation der iPLA, in Serum und Liquor

Der Nachweis der iPLA; in Serum und Liquor als das gleiche Enzym wurde durch Dr.
Willhardt vom Institut fur Physiologische Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle im
Rahmen bestehender Kooperationsprojekte mit unserer Arbeitsgruppe erbracht. Die
dargestellten Ergebnisse zur Methodik werden gemeinsam mit den klinischen Ergebnissen
dieser Studie publiziert.

Die Ubereinstimmung der iPLA, in Serum und Liquor konnte mit Hilfe eines polyklonalen
Antikorpers bestatigt werden. Mittels gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine
humanen Serums wurde eine Proteinbande mit einer Molmasse von circa 45 kDa identifiziert,
die in diesem Spektrum die hochste PLA,-Aktivitadt gegenlber dem fluorogenen Substrat
NBD-PC aufwies. Dieses PLA,-aktive Protein wurde zur Gewinnung eines Standards sowie
als Antigen flr die Generierung des polyklonalen Antikdrpers in Kaninchen zur Erarbeitung
eines ELISAs hochgereinigt. Dies gelang durch zwei aufeinanderfolgende Sdulentechniken
(Hydrophobic Interaction Chromatographie und lonenaustauschchromatographie) und eine

anschliel’ende praparative Polyacrylamid-Gelelektrophorese.
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Zur ldentifikation der PLA, wurden zundchst 6 ml Liquor, welcher durch Druckdialyse auf
ein Zehntel seines Volumens konzentriert wurde, an einer Sdule mit t-Butylmatrix
(Hydrophobic Interaction Chromatography) mit Hilfe eines fallenden linearen Ammonium-
sulfat-Gradientens getrennt. Dabei entstanden im Wesentlichen drei Proteinpeaks (Fraktion 4,
7 und 47) von denen zwei (Fraktion 7 und 47) PLA,-Aktivitat gegenlber dem fluorogenen
Substrat (PEDs®) aufwiesen. Das Protein des aktiven Peaks 7 hat eine Molmasse von ca.
100 kDa, das des aktiven Peaks 47 von 45 kDa. Dieser Arbeitsschritt ist in der Abbildung 13
dargestellt.

Trennung von Liquor an Siule mit t-Butyl-Trigermaterial

— | | t-Butylsdule 1..0,05M Tris pH 7,4 + 0,6M Ammonsulfat || —

2.Gradient 2x 60 ml Puffer/ PuffertAS

sk —— || = aigamsne—

=
¥
B2
=

= | == tI=— 6 ml Liquorgemisch, konz.(v.20.10. 04) ==
- . aufgetragen —H I: -

Abb. 13 Auftrennung des konzentrierten Liquores

AS = Ammonsulfat, konz. = konzentriert, v. = vom
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AnschlieBend wurde eine analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli 1970) der
Fraktion 7 (Peak 1, Bahn 3) und der Fraktion 47 (Peak 2, Bahn 2) der S&ulentrennung sowie
des konzentrierten Ausgangsliquors (Bahn 1) durchgefihrt (vgl. Abbildung 14). Dabei wurde
unter A eine Farbung mit Coomassiebrilliant-blue durchgefihrt und unter B ein Blot von A
auf Nitrozellulosefolie, auf der die PLA,-Proteine mit Hilfe des entwickelten polyklonalen
Antikdrpers sichtbar gemacht wurden. Dabei ist zu erkennen, dass der mit Hilfe von Serum
gewonnene Antikorper auch im Liquor ein PLA; aktives Protein mit der Molmasse 45 kDa
deutlich markiert, wéhrend das Protein mit der Molmasse von 100 kDa nur eine schwache

Anfarbung zeigt.

A PAG-Elektrophorese

B  Blot, mit Antikérper - .- «— ~100KD
(Kaninchen) gegen '
Serum-PLA2 gefarbt

e SD +——— ~45KD

1. Liquor (Konzentrat)

Aus der Trennung an der t-Butylsiiule:
2. Peak 2 (PLA2 ; 45KDa)
3. Peak 1 (PLA2(?);~100 Kda)

1 2 3 1 2 3

Abb. 14 Gelelektrophorese Fraktion 7 (Peak 1, Bahn 3), Fraktion 47 (Peak 2, Bahn 2) und des
konzentrierten Liquors (Bahn 1)

PAG = Polyacrylamid
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Die Abbildung 15 beschreibt die PLA,-Aktivitat der Fraktionen der S&ulentrennung. Dabei
wurde die Hydrolyse von NBD-PC auf HPTLC-Platten gemessen. Die Abbildungen zeigen
die unterschiedliche Intensitat der Produktbildung (NBD-X) als Schwérzungen, da es sich um
eine inverse Fluoreszenz-Aufnahme handelt. Auf der Platte 556 zeigt Bahn 1 geringe aber
sichtbare Aktivitat einer Liquorprobe (Bildung von NBD-X). Bahn 2 zeigt die Enzymprobe
aus Peak 2 mit der Molmasse 45 kDa, welche eine angereicherte PLA,-Aktivitat besitzt.
Entsprechend ist eine intensive Bildung von NBD-X und eine deutliche Abnahme des
Substrats erkennbar. Die Referenzbahn zeigt das Produkt in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen. Auf der Platte 557 ist zum Vergleich noch einmal Bahn 1 dargestellt. Der
Spaltansatz von Bahn 3 enthalt eine Enzymprobe des 100 kDa-Enzyms in etwa gleicher
Proteinmenge wie in Peak 1. Hier ist keine Spaltung des Substrates NBD-PC feststellbar, so
dass eine Identitat mit der PLA, von 45 kDa auch auf diesem Weg ausgeschlossen werden

kann.

PLA2-Aktivitiit in Liquor mit NBD-PC als Substrat (HPTLC-Platte)

1 2  Ref 13 Ref.
- -
|
NBD-X - - e
NBD-PC e e - - - o ww
556 ’ 557
1 LiqUOI‘ PLAZ nicht angereichert, spaltet NBD-PC nur schwach

Peak 2 (PLA2 ~ 45 Kda) PLA2 angercichert, spaltet NBD-PC (sehr aktiv)

Peak 1 (PLA2 ~ 100 Kda) Spaltet NBD-PC nicht !

Abb. 15 PLA,-Aktivitat der Fraktionen der Saulentrennung

Ref. = Referenzbahn

51



Methodik

In Abbildung 16 wird unter A die elektrophoretische Ubereinstimmung der PLA, aus dem
Serum (Bahn 1) mit der im Liquor enthaltenen PLA, (Bahn 2, konzentrierter Liquor)
dargestellt. Auch in der nicht konzentrierten Original-Liquorprobe (Bahn 3) ist die 45 kDa-
Proteinbande noch sichtbar. Unter B wird A wiederum als Blot auf Nitrozellulosefolie
gezeigt, angefarbt unter Verwendung des generierten Antikorpers gegen die PLA; (45 kDa).
Bahn 1 zeigt Humanserum, Bahn 2 konzentrierten und Bahn 3 nicht konzentrierten Liquor.
Dabei wird auch in Bahn 2 und 3 die 45 kDa-Bande angeférbt. In geringem Malie zeigt auch
die 100 kDa-Bande eine Anfarbung, was fir das VVorhandensein vergleichbarer determinanter
Gruppen an diesem Protein spricht. Da ebenfalls eine Spaltung des Substrates (PEDs")
beobachtet wurde, wie in Abbildung 13 ersichtlich ist, kénnte hier eine weitere PLA,-

Aktivitat anderer Spezifitat vorliegen.

A: PAG-Elektrophorese 1 23 123

(Férbung: Coomassie-blue) 1 TRy

R
B: Blot von A, gefirbt mit pc-Anti- - - <— 100 kDa
korper (Kaninchen) gegen |

- *+— 45kDa
1 : PLA2 aus Humanserum
hochgereinigt
2 : Liquor,Gemisch, konzentriert
3 : Liquorprobe L-72 orginal
A B

Abb. 16 Elektrophoretische Ubereinstimmung Serum-PLA, (Bahn 1) mit Liquor-PLA, (Bahn 2)
PAG = Polyacrylamid
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3.6 Bearbeitung der Messdaten

Die statistische Analyse der Daten erfolgte unter Verwendung des Statistiksoftware-
programms SPSS 11.5.

In einer Voruntersuchung wurde zundchst der Verteilungstyp der gemessenen Liquor- und
Serumwerte mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest auf Normalverteilung Gberprift
(Signifikanzniveau o = 0,05).

Um einen Uberblick iiber generelle Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchungs-
gruppen zu gewinnen, kam eine Univariate Varianzanalyse (ANOVA) zur Anwendung. Mit
dieser konnen Effekte zwischen einer abhéngigen Variable und einem oder mehreren
Faktoren untersucht werden. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt. Dieser
Test fand weiterhin bei der Untersuchung von Geschlechteffekten auf die PLA,-Aktivitat
Anwendung. AuBerdem wurde der Einfluss von ASS 100 mg/d als haufigste Medikation und
von Acetylcholinesterasehemmern auf diese Weise gepruft. Im weiteren Vorgehen kam der
Levene-Test auf Homogenitat der Varianzen zur Anwendung (Signifikanzniveau o = 0,1), um
bei gleichen Varianzen mit dem Zweistichproben-t-Test und bei ungleichen Varianzen mit
dem Welch-Test, einer robustifizierten Version des t-Tests, die ermittelten PLA,-Werte der
verschiedenen Gruppen auf signifikante Unterschiede zu tberprifen. In beiden Tests werden
die Mittelwerte von zwei Fallgruppen verglichen. Als Signifikanzniveau wurde o = 0,05
verwendet.

Wenn die Anzahl der in die Berechnungen eingehenden Werte sehr klein war, wurden die
oben genannten Tests nicht angewandt, sondern eine beschreibende Analyse mittels Boxplots
durchgefuhrt, um aussagekréftigere Ergebnisse zu erhalten. Als Streuungsmalie dienen hier
die Spannweite, welche den gesamten Bereich zwischen Maximal- und Minimalwert angibt
(100 % aller Werte) und der Stichprobenguartilabstand, in welchem alle Werte zwischen dem
0,25-Quantil und dem 0,75-Quantil liegen (50 % aller Werte).

Um zum einen den eventuellen Einfluss des Alters auf die Aktivitat der PLA, darzustellen
und zum anderen auf einen Zusammenhang zwischen den PLA,-Werten in Liquor und Serum
zu untersuchen, wurden Korrelationen gerechnet. Da die eventuell zu erwartenden
Zusammenhange linear waren, wurde die Lineare Korrelationsanalyse nach Pearson durch-
gefiihrt. Der beobachtete lineare Zusammenhang ist dabei schwach, wenn der Betrag des
Stichproben-MaRkorrelationskoeffizients (r) zwischen 0 und 0,3 liegt, mittel, wenn er

zwischen 0,3 und 0,7 liegt und stark, wenn er zwischen 0,7 und 1 liegt.

53



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Betrachtung der Stichprobe

In der untersuchten Patientengruppe machen die AD-Patienten mit 27,6 % den grofiten Anteil
aus. Die Patienten mit AVD bilden 25,9 % und diejenigen mit VD 20,7 % der Patienten. Eine

genaue Betrachtung des gesamten Patientenspektrums ist Abbildung 17 zu entnehmen.

andere demenzielle
Erkrankungen

Ko-S (3,4 %)
NPH (3,4 %)

0,
LKD (5,2 %) AD (27,6 %)

FTD (8,6 %)

VD (20,7 %)
AVD (25,9 %)

Abb. 17 prozentualer Anteil der einzelnen demenziellen Erkrankungen am Gesamtspektrum

AD = Alzheimer Demenz, VD = Vaskuldre Demenz. AVD = Mischtyp aus AD und VD,
FTD = Frontotemporale Demenz, LKD = Lewy-Kd&rper-Demenz,
NPH = Normaldruckhydrozephalus, Ko-S = Korsakow-Syndrom

Der Anteil der Frauen an der Gruppe der Patienten ist mit 44 % insgesamt geringer als
derjenige der Ménner. An der Gruppe der Patienten mit AD haben sie einen Anteil von 44 %,
an der der Patienten mit VD 50 % und an der der Patienten mit AVD 47 %.
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4.2 Untersuchungen zu den drei Hauptdemenzformen (AD, VD, AVD)

4.2.1 Gruppenvergleiche der iPLA,-Aktivitat

Die initiale univariate ANOVA konnte generelle Gruppeneffekte zwischen der iPLA—
Aktivitat im Liquor bei Kontrollgruppe, Patientengruppe mit Alzheimer Demenz, Vaskulérer
Demenz und Demenz vom Mischtyp aufdecken (Fs.61=3,399; p=0,024), d.h. dass die
IPLA,-Aktivitat im Liquor in Abhangigkeit von der Gruppe Unterschiede aufweist.

Fir die Aktivitdt der iPLA, im Serum ergaben sich zwar keine Gruppeneffekte
(F3.38=0,329; p = 0,805), um aber etwaige tendenzielle Unterschiede nicht zu Ubersehen,

wurde auch flr die Serumwerte eine weiterfuhrende Analyse durchgefihrt.
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Alzheimer Demenz

Post-hoc Untersuchungen der iPLA,-Aktivitat im Liquor ergaben im Welch-Test signifikant
niedrigere Werte bei Patienten mit Alzheimer Demenz im Vergleich mit der Kontrollgruppe
(t27: 0975 = 2,332; p = 0,027). Dies ist in Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 18 iPLA,-Aktivitat (Liquor) Alzheimer Demenz vs. Kontrollgruppe

pmol = picomol, EW = Eiweil}, * = mal, n = Anzahl

Bei dem Vergleich der iPLA,-Aktivitat im Serum zwischen Patienten mit Alzheimer-Demenz
und der Kontrollgruppe ergab sich im Welch-Test kein signifikanter Unterschied
(tll; 0,975 = 0,022, p= 0,983)
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Vaskulare Demenz

Im Vergleich der Patientengruppe mit Vaskuldrer Demenz und der Kontrollgruppe mittels
Welch-Test konnte kein signifikanter Unterschied der iPLA,-Aktivitdt im Liquor nach-
gewiesen werden (tzs. 0975=2,012; p = 0,054). Ein tendenzieller Unterschied beziglich einer
verminderten Aktivitat der iPLA, wird in Abbildung 19 sichtbar. Bezieht man den Patienten
mit dem ausreiRenden Wert nicht in die Berechnung des Welch-Tests mit ein, ergibt sich ein

signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (t27: 0975 = 2,67; p = 0,013).
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Abb. 19 iPLA,-Aktivitat (Liquor) Vaskuldre Demenz vs. Kontrollgruppe

Bei dem Vergleich der iPLA,-Aktivitat im Serum zwischen beiden Gruppen mittels t-Test

ergab sich kein signifikanter Unterschied (t14; 0 975 =-0,846; p = 0,412).
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Demenz vom Mischtyp Alzheimer Demenz und Vaskulidre Demenz

Bei dem Vergleich der Demenz vom Mischtyp aus Alzheimer Demenz und Vaskularer
Demenz mit der Kontrollgruppe mittels Welch-Test ergab sich ein signifikanter Unterschied.
Die Aktivitat der iPLA, im Liquor ist in der Patientengruppe signifikant niedriger
(t27:0975 = 2,575; p = 0,016). Dies wird in Abbildung 20 verdeutlicht.
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Abb. 20 iPLA,-Aktivitat (Liquor) Demenz vom Mischtyp vs. Kontrollgruppe

Im Vergleich der iPLA,-Aktivitdt im Serum zwischen beiden Gruppen mittels t-Test ergab
sich kein signifikanter Unterschied (t22. 0975 = -0,971; p = 0,342).
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Alzheimer Demenz und Demenz vom Mischtyp in einer Gruppe

Auch in dem Vergleich der in einer Gruppe zusammengefassten Alzheimer Demenz und der
Demenz vom Mischtyp mit der Kontrollgruppe hinsichtlich der iPLA,-Aktivitat im Liquor
ergab sich ein signifikanter Unterschied im Welch-Test hinsichtlich einer verminderten
Aktivitat der iPLA; in der Patientengruppe (t23. 0975 = 2,620; p = 0,015). Zur Verdeutlichung
siehe Abbildung 21.
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Abb. 21 iPLA,-Aktivitat (Liquor) Alzheimer Demenz und Demenz vom Mischtyp vs. Kontrollgruppe

Der Vergleich der Gruppen hinsichtlich der iPLA,-Aktivitat im Serum mittels Welch-Test

ergab erwartungsgeman keinen signifikanten Unterschied (ts1. 0,975 = -0,584; p = 0,563).
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Teilzusammenfassung

In der nachfolgenden Darstellung (vgl. Abbildung 22) sind die bis hierher untersuchten

Demenzformen erganzend im Zusammenhang dargestellt.
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Abb. 22 Teilzusammenfassung: iPLA,-Aktivitat (Liquor) der Hauptdemenzformen vs. Kontrollgruppe
KG = Kontrollgruppe, AD = Alzheimer Demenz, VD = Vaskulare Demenz, AVD = Mischtyp aus AD/ VD
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4.2.2 Einfluss des Schweregrades der Erkrankung auf die iPLA,-Aktivitat

Um eine aussagekraftige GruppengrofRe zu bekommen, wurden fir diese Analyse die Gruppe
der Alzheimer Demenz und die Gruppe der Demenz vom Mischtyp aus Alzheimer und
Vaskulérer Demenz zusammengelegt. Der t-Test ergab im Vergleich der iPLA,-Aktivitat im
Liquor zwischen leichter und mittelschwerer (to.0975 = 0,182; p =0,857), sowie zwischen
mittelschwerer und schwerer (tig. 0975 =0,918; p =0,371) als auch zwischen leichter und
schwerer (tis.0975=1,076; p = 0,296) Auspragung der Erkrankungen keine signifikanten
Unterschiede. Eine Tendenz zu geringeren Werten in der Gruppe der Patienten mit schwerer
Krankheitsauspragung im Vergleich zu den Ubrigen Patienten wird aus Abbildung 23
deutlich. Da hier zwei Patienten deutlich aus der Gruppe herausfallen, wurde der t-Test ohne
diese Patienten wiederholt. Hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen
mittelschwerer und schwerer (tis. 0975 = 2,126; p =0,049) sowie zwischen leichter und
schwerer Auspragung der Demenz (ti6: 0,975 = 2,243; p = 0,039).

Bei dem Vergleich der iPLA,-Aktivitat im Serum mittels t-Test ergaben sich zwischen
leichter und mittelschwerer (tis.0975 = -0,415; p = 0,684), zwischen mittelschwerer und
schwerer (ti3. 0975 = 0,815; p = 0,429) sowie zwischen leichter und schwerer Auspréagung
(t12: 0975 = 0,344; p = 0,737) keine signifikanten Unterschiede im t-Test. Hier zeichnen sich
auch in der graphischen Darstellung keine wesentlichen Unterschiede ab (vgl. Abbildung 23).
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Abb. 23 iPLA,-Aktivitat (Liquor/ Serum) nach Schweregrad der AD-AVD-Gruppe
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4.2.3 Zusammenhang zwischen der iPLA,-Aktivitat in Serum und Liquor

Es besteht weder eine signifikante lineare Korrelation zwischen den Werten der iPLA,-
Aktivitat in Liquor und Serum unter der Analyse aller Probanden (r = 0,112; p = 0,415), noch
unter ausschlielflichem Einbezug der Kontrollgruppe (r=0,054; p =0,875). Um andere
Zusammenhdnge nicht zu Ubersehen, wurde zusatzlich ein Scatterplot (Abbildung 24)

angefertigt.
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Abb. 24 Scatterplot zur Korrelationsanalyse zwischen den iPLA,-Aktivitaten in Liquor und Serum
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4.2.4 Alter und iPLA,-Aktivitat

Es besteht keine signifikante lineare Korrelation zwischen dem Alter der Probanden und der
IPLA,-Aktivitdt im Liquor (r=-0,44;p=0,7) bzw. der iPLA,-Aktivitdt im Serum
(r=0,196; p = 0,084). Auch bei der Analyse der Kontrollgruppe allein findet sich weder eine
lineare Korrelation des Alters mit der Aktivitat der iPLA, im Liquor (r =-0,13; p = 0,6) noch
mit derjenigen im Serum (r=0,37; p=0,3). Wie aus den Abbildungen 25 und 26 zu

entnehmen ist, sind auch andere Zusammenhange nicht zu erkennen.
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4.2.5 Geschlechtsbedingte Unterschiede

Bei der Untersuchung des Einflusses des Geschlechts auf die Aktivitat der iPLA, im Liquor
mit Hilfe der Univariaten Varianzanalyse ergab sich keine signifikante Wechselwirkung
zwischen dem Geschlecht und der Untersuchungsgruppe (Fs.s1 =0,564; p = 0,641) und kein
signifikanter Effekt des Geschlechts auf die Aktivitdt der iPLA, im Liquor
(F1.61=3,315; p =0,074). Fir die Untersuchungen im Serum ergaben sich ebenfalls keine
signifikanten ~ Wechselwirkungen zwischen  Geschlecht und  Untersuchungsgruppe
(F3.38=0,2; p=0,895) sowie keine signifikanten Effekte des Geschlechts auf die iPLA,-
Aktivitat (F1; 33 = 0,158; p = 0,694).

4.2.6 Einfluss von Medikamenten auf die Aktivitat der iPLA,

ASS 100

Der Einfluss der Einnahme von ASS (100 mg/d) wurde ebenfalls mit der Univariaten
Varianzanalyse ermittelt. Beziiglich der iPLA,-Aktivitdt im Liquor ergab sich kein
signifikanter ~ Zusammenhang  zwischen  Medikamenteneinnahme und  Diagnose
(Fs.43=2,18; p=0,107) und kein signifikanter Effekt der Medikamenteneinnahme auf die
IPLA,-Aktivitat (F1.43=1,526; p = 0,225). In gleicher Weise ergab sich bezuglich der iPLA,-
Aktivitat im Serum kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Medikamenteneinnahme
und den jeweiligen Untersuchungsgruppen (Fi.22-1,37; p =0,258) und kein signifikanter
Effekt der Medikamenteneinnahme auf die Aktivitat der iPLA; (F1.22-0,99; p = 0,334).

Acetylcholinesterasehemmer

Die Einnahme von Acetylcholinesterasehemmern stand sowohl bei der Untersuchung im
Liquor (F2.61=1,695;p=0,193) als auch bei der Untersuchung im Serum
(F2.38=0,31; p=0,735) in keinem signifikanten Zusammenhang zu den einzelnen
Untersuchungsgruppen und ergab ebenfalls keine signifikante Beeinflussung der iPLA,-
Aktivitét in Liquor (F1.61 = 0,361; p = 0,55) und Serum (F. 33 = 0,474; p = 0,496).

64



Ergebnisse

4.3 Gruppen- und Einzelvergleiche der iPLA,-Aktivitat bei weiteren

Demenzformen

Die in diesem Kapitel folgenden Auswertungen sind als rein explorativ anzusehen, um
eventuelle Ansatze fiir weiterfuhrende Untersuchungen offenzulegen.

Die ermittelten Werte der folgenden Patientengruppen wurden mit Ausnahme derjenigen mit
FTD aufgrund der kleinen Gruppengréflen einzeln mit denjenigen der Kontrollgruppe

verglichen.

Frontotemporale Demenz

Im Vergleich der iPLA,-Aktivitat im Liquor von Patienten mit Frontotemporaler Demenz und
der  Kontrollgruppe ergab sich  kein  signifikanter  Unterschied im  t-Test
(t22: 0975 = 1,232; p = 0,231). Da der Stichprobenumfang hier mit funf Patienten sehr Kklein ist,
erfolgte zusétzlich die graphische Darstellung, um tendenzielle Unterschiede sichtbar zu
machen (vgl. Abbildung 27). In der graphischen Boxplotdarstellung liegt die Aktivitat der
IPLA, im Liquor bei Patienten mit Frontotemporaler Demenz tendenziell unter der der
Kontrollgruppe.

Der t-Test zu den iPLA,-Aktivitdten im Serum ergab ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe (tis:0975 =-0,655; p = 0,523). Hier liegt die Aktivitat der
IPLA; sogar tendenziell Giber derjenigen der Kontrollgruppe.
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Abb. 27 iPLA,-Aktivitat (Liquor/ Serum) im Vergleich Frontotemporale Demenz vs. Kontrollgruppe
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Lewy-Korper-Demenz

Wie aus Abbildung 28 zu entnehmen ist, liegen alle Werte der iPLA,-Aktivitat der Patienten
mit Lewy-Korper-Demenz im Liquor innerhalb des Stichprobenquartilabstandes der
Kontrollgruppe. Die Werte der iPLA,-Aktivitat im Serum zeigen groRRe Unterschiede. Es liegt
sowohl ein Wert oberhalb und ein Wert unterhalb der Spannweite als auch ein Wert innerhalb

des Stichprobenquartilabstandes der Kontrollgruppe.
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Abb. 28 iPLA,-Aktivitat (Liquor/ Serum) der Patienten mit Lewy-Kd&rper-Demenz vs. Kontrollgruppe
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Demenz bei Normaldruckhydrozephalus

Bei den Patienten mit Demenz bei Normaldruckhydrozephalus liegt einer der Werte der
IPLA,-Aktivitdt im Liquor innerhalb und einer leicht unterhalb des Stichproben-
quartilabstandes des Boxplots der Kontrollgruppe. Die iPLA,-Aktivitaten im Serum liegen in
beiden Féllen oberhalb des Sichprobenquartilabstandes der Kontrollgruppe (vgl. Abbildung
29).
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Abb. 29 iPLA,-Aktivitat (Liquor/ Serum) Demenz mit Normaldruckhydrozephalus vs. Kontrollgruppe
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Korsakow-Syndrom

Bei beiden Patienten mit Korsakow-Syndrom liegen die Werte der iPLA,-Aktivitat im Liquor
innerhalb und diejenigen der iPLA,-Aktivitdt im Serum oberhalb des Stichproben-
quartilabstandes der Kontrollgruppe (vgl. Abbildung 30).
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Abb. 30 iPLA,-Aktivitaten (Liquor/ Serum) der Patienten mit Korsakow-Syndrom vs. Kontrollgruppe
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Demenzformen mit nur jeweils einem untersuchten Patienten

Die Aktivitat der iPLA; liegt bei dem Patienten mit Creutzfeld-Jacob-Demenz im Liquor
innerhalb, im Serum deutlich unterhalb des Stichprobenquartilabstandes (vgl. Abbildung 31).
Der Wert der iPLA,-Aktivitat im Liquor bei dem Patienten mit Demenz bei Morbus
Parkinson liegt innerhalb des Stichprobenquartilabstandes der Kontrollgruppe.

Bei dem Patienten mit Fataler Familiarer Insomnie liegen sowohl der Liquorwert als auch der
Serumwert der 1PLA,-Aktivitdt leicht unterhalb des Stichprobenquartilabstandes der
Kontrollgruppe (vgl. Abbildung 31).

600 1200
= @]
g Z
(=]
£ R £
£ 5009 £ 10004
£ £
S S
S S ——
€ €
S 4004 Q8004
£ £
s T 1
S > —
=y @
3 3004 o) 6009
= = —
2 =
£ x
< 2001 < 4007 o
o o
< — <
- —
o J_ o
= 100 . . ] ] = 200 ] ] .
N= 19 1 1 1 N= 11 1 1
KG cJD DP FFI KG ciD FFI
Untersuchungsgruppen Untersuchungsgruppen

Abb. 31 iPLA,-Aktivitat (Liquor/ Serum) einzelner Demenzformen im Vgl. zur Kontrollgruppe

CJD = Creutzfeld-Jacob-Demenz, DP = Demenz bei Morbus Parkinson, FFI = Fatale-Fammiliare-Insomnie
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5 Diskussion

5.1 Stichprobe und Methode

In die vorliegende Studie wurden 58 Patienten mit demenzieller Symptomatik und 19
Kontrollpersonen eingeschlossen. Da die Patientengruppe in die einzelnen Unterformen der
Demenzen unterteilt wurde, konnten letztlich 16 Patienten mit AD, 12 Patienten mit VD und
15 Patienten mit einem Mischtyp aus beiden Formen jeweils mit der Kontrollgruppe
verglichen werden. Um eine groBere Gruppe von Patienten mit Alzheimerpathologie zu
erhalten, wurden in einer ergdnzenden Untersuchung die Gruppen der Patienten mit AD und
AVD zusammengelegt. Auf diese Weise ergaben sich 31 Patienten, welche mit den
Kontrollpersonen verglichen werden konnten. Damit handelt es sich bei den dargestellten
Untersuchungen zur iPLA,-Aktivitdt um eine der grofiten Arbeiten beziglich des
Stichprobenumfangs. Sie ist die erste Studie tberhaupt, welche sich der PLA,-Aktivitéat bei
nicht-Alzheimer Demenzen widmet. Die differentialdiagnostische Gruppierung erfolgte mit
Hilfe verschiedener Untersuchungen, Scores und Tests sowie anhand der Verlaufs-
beobachtung. 12 Patienten wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen, da bei ihnen eine
eindeutige Zuordnung nicht moglich war. Auf diese Weise konnte die groRtmdgliche
diagnostische Sicherheit gewéhrleistet werden, die ohne eine postmortale histopathologische
Untersuchung maglich ist. Dennoch ergeben sich Abweichungen beziglich der epidemio-
logischen Verteilung der einzelnen Demenzformen im Vergleich zu der unter 1.1.1
dargestellten Metaanalyse von Staehelin (Staehelin 2004). Dies ist auf verschiedene Aspekte
zurtickzufuhren. Zum einen fehlt in der Untersuchung von Staehelin die Rubrik der AVD. Sie
ist vermutlich in der Gruppe der Demenzen durch Kombination verschiedener Ursachen
enthalten, die Staehelin mit 10-20 % angibt. VVerschiedene Arbeitsgruppen, die sich gezielt
mit dieser Fragestellung beschéftigt haben, gehen allerdings von einem Prozentsatz von um
die 30 % aus (Jellinger 2002, Kalaria und Ballard 1999). Z&hlte man in der epidemiologischen
Untersuchung dieser Arbeit die Gruppe der gemischten Demenz zu derjenigen der Alzheimer
Demenz, ergabe sich ein prozentualer Anteil von 53,5 %, was nur einer Differenz von circa
1,5% bis maximal 11,5% zu einer zusammengefassten Gruppe aus AD und Demenzen
unterschiedlicher Ursache Staehelins entsprechen wirde. Zum anderen ist der untersuchte
Stichprobenumfang mit 58 Personen flr epidemiologische Untersuchungen generell recht
Klein und entstammt dem Patientenaufkommen einer Universitatsklinik mit nicht
ausschlieBlich Versorgungsaufgaben, so dass eine Abbildung der Inzidenzen der Demenzen

der Normalbevolkerung kaum erwartet werden konnte. Staehelin hingegen fligte seine
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Analyse aus verschiedenen eigens der epidemiologischen Untersuchung von Demenzen
gewidmeten Studien zusammen.

Die vorliegende Untersuchung zielte nicht auf epidemiologische Fragestellungen ab, sondern
war der methodisch aufRerordentlich anspruchsvollen Untersuchung von iPLA,-Aktivitat im
Liguor gewidmet. Bezogen auf das Untersuchungsmedium Liquor liegen nach derzeitiger
Studienlage keine vergleichbaren Arbeiten anderer Untersucher vor. Alle bisherigen Studien
beziehen sich auf die Untersuchung von Thrombozyten oder post mortem Hirngewebe, wie es
im Kapitel 1.3.1 dargestellt wurde. Mit der Messung der iPLA,-Aktivitat im Liquor erfolgte
die Nutzung des in vivo den primaren pathologischen Prozessen der Demenzen néchsten
erreichbaren Kompartiments. Durch den Nachweis der aus Serumuntersuchungen bekannten
IPLA,-Aktivitdt im Liquor wird es in Zukunft leichter moglich sein, die Beteiligung von
PLA,-Isoenzymen an neurodegenerativen Prozessen zu untersuchen. Auch das fluoro-
metrische Verfahren selbst wurde bis dato noch von keiner Arbeitsgruppe auf die
Untersuchung der PLA,-Aktivitdt bei demenziellen Erkrankungen angewandt. Die
beschriebene Methode kam bisher allein zur Messung der iPLA,-Aktivitdt im Serum bei
Patienten mit Schizophrenie erfolgreich zur Anwendung (Smesny et al. 2005). Die Anpassung
auf die Erfordernisse von Liquoruntersuchungen erfolgte erst mit der vorliegenden Studie.
Beziiglich der Untersuchungen der PLA,-Aktivitat bei Patienten mit Schizophrenien kamen
bereits verschiedene fluorometrische Methoden zur Anwendung, davon jedoch keine im
Liquor (Thuren et al. 1985, Tavares et al. 2003, Katila et al. 1997).
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5.2 Besprechung der Gruppenvergleiche

5.2.1 IPLA,-Aktivitat bei AD

Das wesentliche Resultat dieser Studie liegt in dem Nachweis einer signifikant verminderten
IPLA,-Aktivitat im Liquor bei Patienten mit Alzheimer Demenz und Demenz vom Mischtyp

aus Alzheimer und Vaskuldrer Demenz im Vergleich zu den Kontrollpersonen.

Dieses Ergebnis starkt die bisherigen Befunde zur PLA,-Aktivitat in Thrombozyten bzw. im
Hirngewebe bei Patienten mit AD, steht aber im Widerspruch zu einigen pathophysio-
logischen Vorgangen, insbesondere an neuronalen Membranen, die bei demenziellen
Prozessen beobachtet wurden. Widerstreitende Ansichten sollen nachfolgend dargestellt und

diskutiert werden.

Vergleich mit friheren Studien zu PLA,-Aktivitat und PLA,-Metaboliten bei AD

Mit dem oben genannten Resultat kdnnen die Ergebnisse der Studien zur iPLA,-Aktivitét bei
AD von Gattaz et al., Ross et al. und Talbot et al., die im Kapitel 1.3.1 ausfihrlich dargestellt
sind, unterstiitzt werden (Gattaz et al. 2004, Ross et al. 1998, Talbot et al. 2000). Dass auch
die cPLA; bei Patienten mit AD in ihrer Aktivitat vermindert gefunden wurde, macht eine
Beteiligung verschiedener PLA,-Subtypen in die pathophysiologischen Prozesse der Demenz
wahrscheinlich (Gattaz et al. 1995b, Gattaz et al. 1996, Ross et al. 1998).

Die iPLA; ist, wie im Kapitel 1.2.1 beschrieben, durch die Hydrolyse der sn-2 Esterbindung
wesentlich in den Um- und Abbau der Phospholipide involviert, so dass eine Zunahme des
Phospholipidaufkommens bzw. eine Abnahme der Phospholipidabbauprodukte auf eine
verminderte iPLA,-Aktivitat zuriickgefihrt werden konnte. Diesen verzdgerten Phospholipid-
umsatz bei der AD beschreiben die folgenden Studien, welche in ihrer Grundstruktur bereits
im Kapitel 1.3.2 dargestellt wurden und nun im Kontext der hier gezeigten, verminderten
IPLA,-Aktivitat diskutiert werden sollen.

Der von Mulder et al. gefundene reduzierte Lysophophosphatidylcholin/ Phosphatidylcholin-
Quotient (LysoPC/ PC) bei AD-Patienten wurde von der Arbeitsgruppe als Konsequenz auf
einen verminderten Phosphatidylcholinabbau gewertet (Mulder et al. 2003). Dieses Ergebnis
kdnnte sehr gut auf eine geringere Aktivitat der iPLA;, zurlickzufuhren sein, da diese am
Abbau des PCs beteiligt ist (Blusztajn et al. 1987).
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Einen wichtigen Stellenwert in der Beurteilung des zerebralen Phospholipidmetabolismus
nimmt die in vivo Spektroskopie ein. Mittels in vivo *'P-MRS haben die Arbeitsgruppen um
Forlenza et al. und Brown et al. die Resonanzen von Phosphomonestern (PME) und
Phosphodiestern (PDE) in Gehirnen von AD-Patienten bestimmt. Es fanden sich in beiden
Arbeitsgruppen erhohte Werte fiir die PME bzw. erhdhte PME/ PDE-Quotienten. Da die
Resonanzen der PME den Gehalt der Phospholipidvorstufen und die der PDE den Gehalt der
Phospholipidabbauprodukte reflektieren, steht dieses Ergebnis fur einen verminderten Abbau
von Membranphospholipiden bzw. einen generell verminderten Phospholipidumsatz (Brown
et al. 1989, Forlenza et al. 2005). Weitere 3'P-MRS-Untersuchungen zeigten isolierte
Verdnderungen der Phosphomonoester. Cuenod et al. beschrieben erhéhte PME-Resonanzen
(Cuenod et al. 1995). Gonzales et al. fanden verminderte Werte der PDE-Resonanzen
(Gonzalez et al. 1996). Einen anderen Untersuchungsgegenstand wahlte die Arbeitsgruppe um
Kwee et al. Sie fand mittels *'P-MRS erhohte Spiegel an PUFAs in neuronalen Membranen
bei AD-Patienten (Kwee et al. 1991). Im Ganzen stirken die *'P-MRS-Ergebnisse die
Annahme verzégerter Membranumbau- und Membranabbauprozesse bei AD und stehen im
Einklang mit dem hier favorisierten Interpretationsansatz fur verminderte iPLA,-Aktivitat im

Liquor.

Es gibt aber auch weniger suggestive oder ganz und gar gegensatzliche Befunde anderer
Arbeitsgruppen, auf die nachfolgend eingegangen wird (fiir Details siehe auch Kapitel 1.3.1
und 1.3.2).

Eine kleinere immunhistochemische Studie zeigte eine Erhéhung der cPLA,-Aktivitat in
occipitalen und zerebelldren Astrozyten (Stephenson et al. 1996). Hier wurde eine sehr
geringe Probandenzahl von funf Patienten und sechs Kontrollpersonen untersucht, die zudem
beziglich Alter und Geschlecht erhebliche Abweichungen aufwiesen, so dass die Gruppen-
effekte bezogen auf die Demenz wenig zuverlassig sind. Hinzu kommt, dass es sich bei der
gemessenen cPLA,; nur um ein Enzym derselben Gruppe, jedoch nicht um die in der

vorliegenden Untersuchung untersuchte iPLA; handelt.

Ahnliche Vorbehalte sind gegeniiber der Studie von van Qijen et al. zu auRern, welche einen
erhdhten Gehalt an Lp-PLA; mit einem erhdhten Demenz-Risiko in Zusammenhang bringt
(van Oijen et al. 2006). Bei der Lp-PLA; handelt es sich nicht um ein am Abbau neuronaler
Membranen beteiligtes Enzym, sondern um eine PAF-Acetylhydrolase. lhre Aktivitéts-
erhdhung geht dementsprechend mit einem verstarkten Abbau des plattchenaktivierenden
Faktors einher (Blank et al. 1981, Stafforini et al. 1987). Die eventuelle Bedeutung dieses

Mechanismus’ fur die Entstehung einer Demenz ist unklar. Allerdings wird die Lp-PLA; in

73



Diskussion

verschiedenen Studien als inflammatorischer Marker gesehen, so dass eine im Vorfeld der
manifesten AD erhthte Entziindungsaktivitat eventuell als Marker der spéteren demenziellen
Entwicklung zu sehen ist (Stafforini et al. 1997, Memon et al. 1999). Im Zusammenhang mit
der in dieser Arbeit gefundenen Aktivitdtsabnahme der iPLA; erscheint der Lp-PLA,-Befund
wenig bedeutsam, da der einzige Zusammenhang beider Enzyme in dem Ort der hydro-
Iytischen Spaltung an der sn-2 Position besteht. Die jeweiligen Substrate sind sich zwar in
ihrem Aufbau dhnlich, tiben jedoch génzlich verschiedene Funktionen aus.

Weiterhin fanden verschiedene Studien einen verminderten Phospholipidgehalt neuronaler
Membranen bzw. eine Erhohung der Produkte des Phospholipidabbaus bei Patienten mit AD,
was eher auf eine erhdhte iPLA,-Aktivitat schlieRen lassen wirde. Nitsch et al., Prasad et al.
und Pettegrew et al. beschrieben einen verminderten Gehalt an Phosphatidylcholin, -inositol
und -ethanolamin (Nitsch et al. 1992, Prasad et al. 1998, Pettegrew et al. 2001). Walter et al.
berichteten Uber erhéhte Phosphocholin- und Cholinspiegel, beides Abbauprodukte des
Phosphatidylcholins (Walter et al. 2004).

AuBerdem fanden sich erhohte Spiegel an Glycerophosphocholin (GPC), welche ebenfalls auf
einen erhohten Membranabbau hindeuten (Nitsch et al. 1992, Walter et al. 2004, Pettegrew et
al. 2001).

Verminderte Phospholipide und erhdhte Aufkommen an Metaboliten des Phospholipidabbaus
stehen zundchst in scheinbarem Widerspruch zu der weiter oben diskutierten Abnahme
IPLA,-vermittelter Phospholipdumbau- und Phospholipidabbauprozesse. Legt man jedoch
eine mehrstufige Pathophysiologie zu Grunde, so konnten die Zeichen verlangsamter
Phospholipidmetabolisierung Ausdruck eines biochemisch funktionellen Defizits (inklusive
IPLA,-Aktivitatsverminderung) sein, wahrend verminderte Phospholipide und gesteigerte
Abbaumetabolite Zeichen des spater unvermeintlichen strukturellen Abbaus (d.h. des
neuronalen Untergangs) sein mdgen, letzteres maoglicherweise bereits abgekoppelt von
suboptimaler iPLA,-Funktion. Diese integrative Betrachtung bedurfte trotz aller Plausibilitat
allerdings noch eines wissenschaftlichen Beweises. Diesbeziiglich vorhandene Argumente

sind nachfolgend aufbereitet.
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IPLA,-Aktivitat und Schweregrad der Erkrankung

Die in dieser Arbeit vorliegende Differenzierung der Demenzen in drei Schweregrad-
kategorien ist im Zusammenhang mit der Aktivitdtsuntersuchung der iPLA, erstmalig
vorgenommen worden. Dabei fand sich eine tendenzielle Verminderung der iPLA,-Aktivitat
im Liquor bei Patienten mit einer schweren AD bzw. AVD gegenuber den Kategorien leicht
und mittelschwer (vgl. Abbildung 23). Dieses Ergebnis stiitzt die Untersuchungen der
Arbeitsgruppe um Gattaz et al. Sie stellten fest, dass die Erniedrigung der PLA,-Aktivitét in
Thrombozyten mit dem Ausmal} der kognitiven Stérung, gemessen anhand des CAMCOG-
Scores oder des MMSTSs, korreliert. Im Vergleich zweier Patientengruppen, kategorisiert nach
den erreichten Punkten im MMST, fanden sich aullerdem signifikant erniedrigte PLA,-
Aktivitdtswerte in der leistungsschwacheren Gruppe (Gattaz et al. 1996). Unter der
Einbeziehung von Patienten mit ,,mild cognitive impairment” stellte sich heraus, dass deren
PLA,-Aktivitdtswerte genau zwischen denen der Probanden der Kontrollgruppe und
denjenigen der AD-Gruppe lagen. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass deren
Einordnung in einen demenziellen Subtyp noch ausstand (Gattaz et al. 2004). In einer Studie
an Autopsieproben frontalen Hirngewebes konnte auflerdem eine negative Korrelation
zwischen PLA,-Aktivitdt und der Anzahl amyloider Plaques und neurofibrillérer Tangles
festgestellt werden (Gattaz et al. 1995b). Die zitierten Studien sind unter 1.3.1 genauer
dargestellt. Alle anderen Studien zur Aktivitat der PLA; beinhalten keine Untersuchungen zu
dieser Thematik. Resultierend aus dem vorliegenden Ergebnis und der bis dato veroffent-
lichten Studienlage wird die Vermutung einer Assoziation zwischen erniedrigter PLA,-
Aktivitat und Schweregrad der Erkrankung weiter gefestigt. Das nicht erreichte Signifikanz-
niveau konnte auf die geringen GruppengréfRen von jeweils 11 Patienten in der Gruppe mit
leichter und mittelschwerer und nur 9 Patienten in der Gruppe mit schwerer Auspragung der
Demenz zuruckzufiihren sein. Gerade in letzterer machten sich die stark abweichenden Werte
der iPLA,-Aktivitat zweier Patienten besonders in den Signifikanzberechnungen bemerkbar.
Klammerte man diese aus den Berechnungen aus, ergaben sich sowohl im Vergleich zwischen
leichter und schwerer als auch im Vergleich zwischen mittelschwerer und schwerer
Auspragung der demenziellen Erkrankung signifikant verminderte Werte fiir die schwerer
betroffene Patientengruppe. Dieses Ergebnis unterstreicht die Vermutung der im Vorfeld
erlauterten mehrstufigen Pathophysiologie, welche im Folgenden weiter diskutiert werden

soll.
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Integrative Interpretationsansatze

Einen Schlussel zum Verstandnis der zum Teil heterogenen Befundlage bieten im

Wesentlichen die im Folgenden beschriebenen Hypothesen.

Die Arbeitsgruppe um Ross et al. interpretierte die von ihnen gemessenen verminderten
PLA,-Aktivitaten in Gehirnen von AD-Patienten als kompensatorischen Mechanismus, als
einen Versuch der Hirnzellen, den erhéhten Membranphospholipidabbau wahrend der
degenerativen Erkrankungen zu begrenzen (Ross et al. 1998). So konnte ein Anstieg der von
den Membranphospholipiden abgeleiteten intrazelluldaren Messenger zu einer veranderten
Transkription der PLA,-kodierenden Gene fiihren und/ oder eine posttranslationale
Modifikation des Enzyms bewirken. Leider gibt es bis dato keine Studien, die belegen
konnten, ob allein die Aktivitat der PLA, vermindert ist oder aber der quantitative Gehalt der
PLA, selbst. Weiterhin ist nicht auszuschlielen, dass erhohte Spiegel endogener PLA,-
Inhibitoren fiir die verminderte Aktivitat der PLA, verantwortlich sind.

In der *P-MRS-Analyse von Pettegrew et al. zeigte sich ein verminderter Phospholipid-
umsatz an neuronalen Membranen von Patienten mit Alzheimer Demenz am ehesten in den
frihen Stadien der Erkrankung, wohingegen in spateren Stadien ein vermehrter Phospholipid-
umsatz zu verzeichnen war. Dabei ist letzterer zwar ein Zeichen neurodegenerativer
Abbauprozesse, entspricht aber nicht notwendigerweise den primdren pathogenen
Mechanismen der AD (Pettegrew et al. 1997). Diese Hypothese erklart auf den ersten Blick
am plausibelsten die heterogene Befundlage beziiglich des Phospholipidumsatzes neuronaler
Membranen bei AD und wird daher auch von uns favorisiert. Zum Verstandnis des Befundes
der erhdhten cPLA,-Aktivitat bei Patienten mit AD der Arbeitsgruppe um Stephenson et al.
tragt er jedoch kaum bei, da diese erst post mortem und daher vermutlich erst in spéten

Krankheitsstadien untersucht wurden (Stephenson et al. 1996).

Es ist zu vermuten, dass die bei der Alzheimer Demenz verminderte Aktivitat der iPLA,
zahlreiche pathophysiologische Mechanismen der Erkrankung mit verursacht. Hierfur finden
sich verschiedene Anhaltspunkte, die in den folgenden Kapiteln naher erldutert werden sollen.
Nach den vorliegenden Ergebnissen ist davon auszugehen, dass die Aktivitat der iPLA; im
Verlauf der Erkrankung eher abnimmt oder allenfalls gleichstark vermindert bleibt. Daflr
sprechen auch die Untersuchungen von Gattaz et al., welche in zwei voneinander
unabhéngigen Studien eine negative Korrelation zwischen der Aktivitat der cPLA, bzw.
iPLA,; und dem Ausmal der kognitiven Stérung ergaben (Gattaz et al. 1996, Gattaz et al.
2004). Auch wenn in dieser Studie kein sicherer Zusammenhang zwischen dem Schweregrad

der Erkrankung und der iPLA,-Aktivitdt aufgedeckt werden konnte, ergab sich doch
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tendenziell eher eine verstarkte Aktivitdtsabnahme der iPLA; bei den Patienten mit schweren
Hirnleistungsstorungen (vgl. Kapitel 4.2.2). Folgt man der Interpretation einer regenerativen
IPLA,-Verminderung zum Zwecke des Strukturerhalts (siehe auch Ross et al. 1998), so
verliert dieses Bestreben mit Fortschreiten der Erkrankung und Zunahme der begleitenden
kognitiven Funktionsausfalle trotz Intensivierung (zunehmende iPLA,-Verminderung) offen-
bar an Effizienz, so dass nach Ausschopfen des regenerativen, kompensatorisch hemmenden
Potentials mehr und mehr ungehemmte Abbauprozesse mit progredientem Strukturverlust
nachweisbar sind (siehe auch Pettegrew et al. 1997).

Die differierenden Befunde beziglich des Phospholpidumsatzes neuronaler Membranen bei
AD konnen auch durch die Involvierung weiterer Enzyme, wie der Phospholipasen A;, C und
D, in die Membranabbauprozesse bzw. der Acyltransferasen in die Membranaufbauprozesse
mit erklart werden (Farooqui et al. 2000b). Deren Untersuchung sowie weitere Studien, die
zur Kléarung der Studienabhangigkeit der Phospholipidmetabolisierung beitragen, sollten

Gegenstand weiterer Forschung sein.
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Deutung einer verminderten iPLA,-Aktivitt hinsichtlich der Pathophysiologie der AD

In den folgenden Kapiteln wird die verminderte iPLA,-Aktivitat hinsichtlich der bekannten

pathophysiologischen Veranderungen bei AD diskutiert.

Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fir Membranfluiditat und Membranintegritat

Der gezielte Erhalt der Struktur und damit der Integritdt neuronaler Membranen ist eine der
Hauptaufgaben der PLA,. Kommt es durch pathophysiologische Prozesse zu einer
Behinderung der reguldaren Membranerhaltungsmechanismen, ist mit vielfaltigen Beeintrach-
tigungen, unter anderem die Permeabilitdt und die Enzymfunktionen betreffend, zu rechnen
(Farooqui et al. 2004). Eine verminderte iPLA,-Aktivitidt kdnnte von einer Beeintrachtigung
der Membranfluiditat, definiert durch den Umsatz von Phospholipiden und Umbauprozesse
innerhalb der Membran, begleitet sein. Verdnderungen der Membranfluiditat wurden in zwei
Studien bei AD-Patienten gefunden, siehe auch Kapitel 1.2.3. Beide Studien wiesen eine
Verminderung der Membranfluiditdt an neuronalen bzw. mitochondrialen Membranen bei
AD-Patienten nach (Eckert et al. 2000, Mecocci et al. 1997). Andere Untersuchungen zeigten
die Beeintrdchtigung von Gedachtnisprozessen im Zusammenhang mit einer verminderten
Fluiditdt der Membranen (Clarke et al. 1999, Hong 1995). Schaeffer et al. konnten in ihrer
aktuellen Studie eine Reduzierung der Membranfluiditat infolge der direkten Hemmung der
iIPLA;, nachweisen (Schaeffer et al. 2005).

Im Gegensatz gibt es jedoch auch Studien, deren Messergebnisse auf eine erhohte
Membranfluiditat bei Patienten mit AD hinweisen (Zubenko 1986, Zubenko et al. 1987,
Hajimohammadreza et al. 1990, Kukull et al. 1992, Kalman et al. 1994, Scott et al. 1994).
Dabei handelt es sich vorrangig um Untersuchungen an Thrombozyten, die als Modelle
neuronaler Zellprozesse neuropsychiatrischer Erkrankungen gelten (Pletscher 1986). Da fir
die Rigiditat der Membranen auch eine verstarkte Lipidperoxidation verantwortlich ist, wie
sie in der Pathogenese der AD gefunden wird, kdnnten die divergierenden Ergebnisse auf den
unterschiedlichen Umgang mit dem oxidativen Stress bzw. die unterschiedliche Vulnerabilitat
zwischen Thrombozyten und Hirngewebe zuriickzufiihren sein (Choe et al. 1995, Sayre et al.
1997, Nunomura et al. 2001). Die iPLA,, die auch fiur die Hydrolyse peroxidierter Fettsduren
verantwortlich ist und auf diesem Weg der Rigiditat der Membran entgegenwirkt, kdnnte
somit in Thrombozyten auf einen physiologischen, im Gehirn hingegen auf einen verstarkten
pathologischen Gehalt peroxidierter Lipide treffen. Deren Recycling wére dort durch die
verminderte iPLA,-Aktivitat nicht optimal mdglich, was die Rigiditdit der Membran
begunstigt. Auf die Rolle der verminderten iPLA,-Aktivitat in Bezug auf die Mechanismen
des oxidativen Stress’ wird im Weiteren noch genauer eingegangen.
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Zusammengefasst deuten die vorangegangenen Darstellungen darauf hin, dass eine
verminderte iPLA,-Aktivitat und ein protrahierter Phospholipidturnover zwar Abbauprozesse
verzogern, aber auch von einer Abnahme der Membranfluiditat begleitet sein konnen, die sich

wiederum negativ auf Gedéchtnisfunktionen und die antioxidative Abwehr auswirkt.

Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fir die Neurotransmission

Die Funktion der PLA, spielt fur die Neurotransmissionsprozesse bei AD gleich zweifach
eine Rolle. Zum einen ist es moglich, dass eine verminderte Aktivitdt der PLA; zu einer
generellen Abnahme der Signaliibermittlung mittels Neurotransmittern fuhrt. Wie in dem
Kapitel 1.2.3 zur ,,Neurotransmission* dargestellt, sind sowohl die iPLA; als auch ihr Produkt
Arachidonséure in Vesikelfusionsprozesse und Neurotransmitterfreisetzung involviert (Ray et
al. 1999, Bloch-Shilderman et al. 2002). Hinzu kommt, dass Moskowitz et al. in ihrer Studie
Hinweise fanden, dass eine Hemmung der PLA,-Aktivitdt Exozytosevorgange und die Frei-
setzung von Neurotransmittern supprimiert. Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen der
Aktivitat einer Ca®*-abhangigen PLA, in synaptischen Vesikeln und der Induktion einer
Vesikel-Vesikel-Verschmelzung festgestellt werden (Moskowitz et al. 1982).

Zum anderen liegt einer der wichtigsten Stoffwechselwege zur Neusynthese des Acetyl-
cholins in cholinergen Neuronen in der PLA,-vermittelten Bereitstellung von Cholin aus
Phosphatidylcholin, wie sie in dem oben genannten Kapitel n&her erldutert ist (Blusztajn et al.
1987, Farooqui et al. 1992). Eine verminderte Aktivitat der PLA, konnte auf diese Weise das
diskutierte cholinerge Defizit bei AD verstdrken, welches fur die kognitiven Stérungen der
AD-Patienten mit verantwortlich gemacht wird (Bierer et al. 1995). Dass die Wirkung der
PLA; hier eine entscheidende Position einnimmt, wird daran deutlich, dass erfolgreiche
Therapiekonzepte der AD auf der Hemmung der Acetylcholin verstoffwechselnden
Acetylcholinesterase beruhen. Eine Erhéhung des Substratangebots z. B. durch die Gabe von
Lecithin (Phosphatidylcholin) zeigte hingegen wenig Erfolg (Ellis 2005, Higgins und Flicker
2003). Dieses Phanomen konnte durch die verminderte iPLA,-Aktivitat bedingt sein, da deren
Funktionstiichtigkeit fiir die Freisetzung des Cholins aus den verabreichten Substraten
Voraussetzung ware. Dass die iPLA; in die Regulierung des Phosphatidylcholinhaushaltes
tatsachlich involviert ist, macht eine Studie von Barbour et al. deutlich, in welcher gezeigt
wurde, dass eine artifiziell erhdhte Phosphatidylcholinsynthese mit einer erhéhten iPLA,-
Aktivitat beantwortet wird (Barbour et al. 1999).

In diesem Sinne konnte die verminderte iPLA,-Aktivitat den wesentlichen Pathomechanismus

eines verminderten Acetylcholinangebots bei AD verstérken.
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Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fur die Amyloidogenese

Wie in dem Kapitel 1.2.3 zur ,,APP-Sekretion* dargestellt, ist die PLA; in die Sekretion des
membrangebundenen APPs involviert. Emmerling et al. konnten nachweisen, dass eine
verminderte Aktivitat der PLA; zu einer reduzierten und eine verstarkte Aktivitat der PLA; zu
einer gesteigerten Sekretion membrangebundenen APPs fuhrt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung von kultivierten CHO-m1 Zellen mit Arachidonsaure, welche
unter physiologischen Umstanden durch die PLA,-vermittelte hydrolytische Abspaltung aus
Phospholipiden entsteht, eine Stimulierung des sekretorischen Weges des APP-Metabolismus
hervorruft (Emmerling et al. 1993, Emmerling et al. 1996). Arachidonsdure kénnte damit die
Mittlerrolle zwischen erhohter PLA,-Aktivitdt und APP-Freisetzung einnehmen. Da eine
verstarkte Sekretion von APP die Bildung von A verringert, ist es moglich, dass aufgrund
einer verminderten PLA,-Aktivitat vermehrt Ap entsteht (Caporaso et al. 1992, Fukushima et
al. 1993). Die von Gattaz et al. gezeigte Korrelation zwischen einer erniedrigten PLA,-
Aktivitat und der Anzahl neuritischer Plaques unterstitzt diese Annahme (Gattaz et al. 1996).
Weiterhin konnte die PLA; die Toxizitat von Ap fordern. Wie in dem oben genannten Kapitel
dargestellt, erfolgt die Wirkung von AP unter anderem Uber direkte elektrostatische oder
hydrophobische Bindung an die neuronale Plasmamembran (Del Mar Martinez-Senac et al.
1999, van Veen und O'Shea 1995, McLaurin und Chakrabartty 1997). Durch Veranderungen
der Phospholipidkomposition neuronaler Membranen, wie sie aufgrund der durch die
verminderte iIPLA,-Aktivitdt beeintrachtigten Membranreparaturprozesse entstehen konnten,
k&me es maoglicherweise zu einer Verstarkung solcher Bindungen.

Auch bei den hier beschriebenen Vorgangen handelt es sich um die mégliche Potenzierung
pathophysiologischer Mechanismen der AD, hier der Amyloidogenese, durch eine
verminderte iPLA,-Aktivitat.

Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fir Langzeitpotenzierung und Gedéachtnis

Die synaptische Plastizitat und speziell die Langzeitpotenzierung (LTP), deren Prozesse im
Kapitel 1.2.3 zu ,,Langzeitpotenzierung und Gedachtnis“ dargestellt sind, ist fir das Lernen
und die Gedéachtnisbildung von immenser Bedeutung (Bliss und Collingridge 1993). Dass
Verénderungen der LTP in die Pathogenese der AD involviert sind, machen verschiedene
Studien deutlich, die an Tiermodellen reduzierte Aktivitaten der LTP fanden (Chapman et al.
1999, Morton et al. 2002, Dawson et al. 1999). Insbesondere die friihen Verédnderungen des
Kurzzeitgedachtnisses und die Beeintrachtigung der raumlichen Orientierung bei AD kénnten
auf Behinderungen der LTP zurlckzufuhren sein. Das Langzeitgedachtnis ist auf neue

Lernprozesse mit Hilfe der LTP vermutlich weniger angewiesen, was seine spatere
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Beteiligung am Krankheitsprozess der AD erklaren kdnnte. Der iPLA, kommt eine essentielle
Rolle in den Prozessen der synaptischen Plastizitdt zu. Die Arbeitsgruppe Wolf et al.
behandelte Gewebescheiben aus dem Hippokampus von Ratten mit dem selektiven iPLA,-
Inhibitor BEL im Vorfeld einer tetanischen Stimulation und zeigte eine eindeutige
Behinderung der LTP-Ausbildung im Vergleich zu unbehandelten Gewebescheiben (Wolf et
al. 1995). Fujita et al. verglichen die Effekte spezifischer iPLA,- und cPLA,-Inhibitoren. Sie
fanden heraus, dass erstere die Induktion der LTP verhinderten, wohingegen letztere keinen
Effekt zeigten. Hieraus wurde auf eine zentrale Rolle der iPLA; in den Prozessen der LTP
geschlossen (Fujita et al. 2001). Hinzu kommt, dass verschiedene Studien, die in dem oben
genannten Kapitel erldutert wurden, eine direkte Verschlechterung mnestischer Funktionen
durch die intrazerebrale Hemmung der iPLA; zeigten (Holscher und Rose 1994, Fujita et al.
2000). Die in der vorliegenden Untersuchung gezeigte verminderte iPLA,-Aktivitat bei AD-
und AVD-Patienten konnte damit maligeblich an der Ausprdgung des Kklinischen
Erscheinungsbildes beteiligt sein.

Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fir die Prozesse des oxidativen Stresses

Die hohe Empfindlichkeit neuronaler Membranen gegentber oxidativem Stress wurde bereits
im Kapitel 1.2.3 dargestellt. Sie macht eine Involvierung oxidativer Prozesse in die
Pathogenese neurodegenerativer Krankheiten sehr wahrscheinlich. Diese konnten auch
tatsachlich von verschiedenen Studien fur die AD belegt werden (Mattson 2002, Perry et al.
2002). Hinzu kommt, dass die Vulnerabilitit neuronaler Zellmembranen gegeniiber
Oxidationsprozessen bei AD gesteigert zu sein scheint (Hajimohammadreza und Brammer
1990). Hierflr wird vor allem die AB-bedingte Aktivierung inflammatorischer Kaskaden und
die Beglnstigung von Lipidperoxidation und oxidativem Stress verantwortlich gemacht
(Butterfield et al. 2002a, Butterfield et al. 2002b, Akama und Van Eldik 2000).

Einer der Schutzmechanismen neuronaler Membranen vor diesen membranschadigenden
Veranderungen liegt in der Aktivierung der PLA,. Diese hydrolysiert bevorzugt peroxidierte
membrandestabilisierende Fettsduren (Salgo et al. 1993). So zeigten z. B. McLean et al., dass
oxidierte Formen der Membranlipide circa achtmal schneller von Phospholipasen gespalten
werden als nicht-oxidierte (McLean et al. 1993). Auch Studien von Baba et al. und van den
Berg et al. unterstiitzen die Hypothese einer schnelleren Hydrolyse oxidierter Phospholipid-
molekile durch die PLA, (Baba et al. 1993, van den Berg et al. 1993). Die entstandenen
Lysophospholipide kdnnen anschliefend mit ungeschadigten Fettsduren reacyliert werden, so
dass auf diese Weise die physiologische Integritat der neuronalen Membran wieder hergestellt

wird (Farooqui et al. 2000a). Kommt es nun zu einer verminderten iPLA,-Aktivitat, konnte
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dieser antioxidative Regenerationsmechanismus eingeschrankt sein und sekundéar Schéden
durch Oxidationsprozesse verstéarken.

Andererseits zeigt eine Studie von Andersen et al. an Gehirnen von Ratten die Fahigkeit eines
PLA,-Inhibitors, die durch AP induzierte Produktion von reaktiven oxygenen Spezies
abzuschwachen (Andersen et al. 2003). Dieses Ergebnis legt nahe, dass die PLA; selbst in die
Auspragung oxidativer Belastung, hervorgerufen durch AP, involviert sein konnte. Eine
verminderte iPLA,-Aktivitdt konnte daher ebenso gut protektiv gegen oxidativen Stress
wirken.

Festzustellen bleibt, dass die AD von einem erhéhten Mal3 an oxidativem Stress begleitet ist.
Ob verminderte iPLA,-Aktivitat dieses Merkmal durch verlangsamte Hydrolyse oxidierter
Phospholipidmolekiile indirekt beglinstigt oder auch protektive Effekte vermittelt, ist letztlich

nicht abschlielRend zu beurteilen.

Bedeutung einer verminderten iPLA,-Aktivitat fir apoptotische Prozesse

Eine Storung apoptotische VVorgénge, am ehesten im Sinne einer Beschleunigung, scheint in
der Pathogenese der AD von maligeblicher Bedeutung zu sein (siehe auch Kapitel 1.2.3).
Dabei sind die primér ausldsenden Mechanismen der apoptotischen VVorgénge bisher nicht
eindeutig geklart. Oxidativer Stress, Ap-vermittelte Neurotoxizitdt, Veranderungen der
Membranpermeabilitdt und Stérungen der Kalziumhomd@ostase sind jedoch vermutlich
entscheidende auslésende Komponenten (Takuma et al. 2005, Mattson 2000, Friedlander
2003, Eckert et al. 2003). Kommt es im Verlauf der Apoptose zu einer gestorten Integritét der
neuronalen Membran, fihrt dies zu einer Verstarkung des Kalziumeinstroms in die Zelle
(Williamson und Schlegel 2002, Farooqui et al. 2004). Der erhohte intrazellulare
Kalziumspiegel wirkt einer Aktivierung der iPLA; entgegen, da deren Dissoziation aus dem
Calmodulin-iPLA,-Komplex nur bei geringen intrazelluldaren Kalziumkonzentrationen
vonstatten geht (Wolf et al. 1997). Somit wdre die verminderte iPLA,-Aktivitat Folge der
apoptotischen Vorgange und wirde eventuell erst sekundér zu den im Vorfeld beschriebenen
pathophysiologischen Veranderungen fiihren.

Auf andere Weise wird die iPLA, im Verlauf der Fas-induzierte Apoptose beeinflusst. Uber
die Caspasenkaskade kommt es hier zur Aktivierung der iPLA,, siehe auch Abbildung 5
(Atsumi et al. 2000).

Alles in allem starken die erlduterten Zusammenhdnge die Annahme einer an den patho-
physiologischen Prozessen der AD vielféltig beteiligten verminderten iPLA,-Aktivitat. Diese
scheint sich auf die Mechanismen der Membranfluiditat und -integritdt, der Neurotrans-

mission, der Amyloidogenese, des Gedachtnisses und der Abwehr oxidativen Stresses
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nachteilig auszuwirken. Die apoptotischen VVorgange bei der AD konnten (ber die Stérung der
Kalziumhomoostase an der Entstehung der Aktivitatsminderung der iPLA; beteiligt sein. Die
IPLA;, kann aber auch im Sinne der eingangs geduf3erten protektiven Reaktion eine Aktivitats-
minderung zeigen. Eine kompensatorisch verminderte iPLA,-Aktivitat im Sinne von Ross et
al., deren regeneratives Potential dem verstarkten Phospholipidumsatz in spéteren Stadien der
Erkrankung nicht mehr standhalten kann, wie es die Hypothese von Pettegrew et al. vermuten
l&sst, erscheint mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar (Ross et al. 1998, Pettegrew et al.
1997).
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5.2.2 IPLA,-Aktivitat bei VD

In der Patientengruppe mit rein Vaskuldrer Demenz konnte nur eine tendenzielle
Verminderung der iPLA,-Aktivitdt nachgewiesen werden. Dabei ist jedoch ein Patient mit
einer extrem hohen Enzymaktivitdt zu berlcksichtigen. Léasst man diesen aus den
Berechnungen heraus, erhélt man auch fir diese Patientengruppe eine signifikant verminderte
IPLA,-Aktivitat im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Bis dato gibt es keine weiteren direkten oder indirekten Untersuchungen zur Aktivitat der
IPLA; bei Patienten mit VD. Es liegen lediglich Studien vor, die eine cPLA; bei akuten
zerebralen Ischdmien untersuchen und hier eine erhohte Aktivitat messen (Stephenson et al.
1999, Pilitsis et al. 2002). Zum einen sind jedoch IPLA; und cPLA;, zu unterscheidende
Enzyme, zum anderen sind die akuten Reaktionen auf eine zerebrale Ischamie nicht mit einer
sich chronisch entwickelnden Vaskuldren Demenz zu vergleichen.

In der Literatur werden immer wieder gemeinsame Anteile in der Pathophysiologie von AD
und VD diskutiert (Hentschel et al. 2005, Jellinger 2002, Kalaria und Ballard 1999). Einige
pathophysiologische Mechanismen mit méglichem Einfluss auf die iPLA,-Aktivitat, die bei
beiden Demenzen eine Rolle zu spielen scheinen, sollen im Hinblick auf das vorliegende
Ergebnis der verminderten iPLA,-Aktivitat bei AD, VD und AVD im Folgenden diskutiert
werden.

Auch bei der VD spielt eine gesteigerte Vulnerabilitat und Exposition gegentiber oxidativem
Stress offenbar eine wichtige Rolle. Die Arbeitsgruppe um lhara et al. zeigte eine signifikante
Erh6hung von Hydroxidionen im Blut von Patienten mit AD und VD im Vergleich zur
Kontrollgruppe (lhara et al. 1997). Paragh et al. konnten verminderte Spiegel des HDL-
assoziierten Antioxidanz Paraoxonase sowohl bei AD- als auch bei VD-Patienten messen
(Paragh et al. 2002). Beide Arbeitsgruppen interpretierten den erhohten oxidativen Stress als
wichtigen pathophysiologischen Faktor der Demenzformen. Ahnlich den bei AD
beschriebenen Mechanismen (siehe Kapitel 5.2.1) koénnten durch eine verminderte iPLA,-
Aktivitat oxidative Membranveranderungen schlechter repariert werden (Salgo et al. 1993,
McLean et al. 1993, van den Berg et al. 1993). Ein weiterer der AD und VD gemeinsamer
Aspekt besteht im Vorliegen eines cholinergen Defizits (Tohgi et al. 1996, Tomimoto et al.
2005, Pratt und Perdomo 2002). Walling et al. schlieBen auf eine gemeinsame Endstrecke von
Transmitterstorungen bei Demenzerkrankungen (Walling et al. 1989). Da die iPLA; in die
Generierung des Acetylcholins eingreift, konnte ihre Aktivitatsminderung an der Entstehung
der cholinergen Defizite beteiligt sein (Blusztajn et al. 1987, Farooqui et al. 1992, Barbour et

al. 1999). Diese Annahme wird dadurch unterstitzt, dass im Vergleich mit anderen
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Transmittersystemen insbesondere das cholinerge System bei VD und AVD betroffen ist
(Gsell et al. 2004, Gsell et al. 1996).

Die Uberraschenderweise auch bei VD (nach Extremwertbereinigung) eruierbare Vermin-
derung der iPLA,-Aktivitat lenkt die Aufmerksamkeit weg von einer AD spezifischen, iPLA,-
assoziierten Abnormitdt und hin zu gemeinsamen pathophysiologisch bedeutsamen neuro-
degenerativen Prozessen. Innerhalb dieser Abldufe scheint die iPLA,-Funktion generell
vermindert zu sein. Verminderte iPLA,-Aktivitat ware dann Teil einer eher unspezifischen,
allerdings bei AD besonders ausgeprégten, pathophysiologischen Endstrecke. Ihr wére damit
keine priméar ursachliche, wohl aber eine modulierende bzw. sekunddr potenzierende
Bedeutung beizumessen. Aus der komplexen Einbindung der iPLA; in Membranrepair- und
Membranremodelingprozesse, Neurotransmission, antioxidative Abwehr und Apoptose
ergeben sich Implikationen fir Diagnostik und Therapie demenzieller Erkrankungen. Es
bleibt auch festzustellen, dass der scheinbare Eindruck einer Spezifitadt iPLA,-assoziierter
Aspekte fir die AD durch die fast ausschlieRliche Untersuchung dieser Patientengruppe
beguinstigt wird. Die vorliegenden Ergebnisse bei VD kdnnten daher Ausgangspunkt fiir

entsprechende Untersuchungen anderer Demenzen sein.
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5.3 Zusammenhang zwischen der iPLA,-Aktivitét in Serum und Liguor

Wie aus dem Ergebnisteil unter 4.2.3 ersichtlich, ergab sich der erwartete Zusammenhang
zwischen den Aktivitatswerten der iPLA; in Serum und Liquor nicht. Weiterhin konnten
keine signifikanten Unterschiede der iPLA,-Aktivitdt im Serum zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe ermittelt werden. Andererseits wurde in den Kapiteln zur Differenzierung und
Identifikation der iPLA, unter 3.4 und 3.5 ausgefiihrt, dass es sich in beiden Kompartimenten
um das gleiche gemessene Enzym handelt. Eine Korrelation der Aktivitdtswerte bzw.
vergleichbare Ergebnisse wéren also konsequenterweise zu erwarten gewesen. Ausgehend
von einem systemisch ausgeprdagten Ph&nomen wadre theoretisch ein Konzentrations-
gleichgewicht beziglich der iPLA; zwischen Blut- und Liquorkompartiment mdglich, wobei
sich in der Regel eine sigmoid verlaufende Korrelationskurve ergeben wirde. Diese
entstlinde, weil neben der GroRe des Molekils auch die Liquorflussgeschwindigkeit fiir die
Verteilung der Molekule zwischen Liquor und Serum entscheidend ist. Die Flussbewegung
des Liquors verhindert auf’erdem einen vollstdndigen Konzentrationsausgleich zwischen der
Serum- und der Liquorkonzentration der Proteine. Beinahe alle Proteine sind in der Lage die
Blut-Liquor-Schranke zu passieren und entsprechend mit einem MolekilgroRen- und
Liquorflussgeschwindigkeits-abhangigen Konzentrationsgradienten im anderen Komparti-
ment nachweisbar (Reiber 2005). Da in der vorliegenden Studie jedoch nicht die Menge der
IPLA,, sondern deren Aktivitat gemessen wurde, die je nach regiondrem Bedarf variieren
kann, ware es durchaus denkbar, dass sich zwar ein Gleichgewicht der Enzymproteinmenge
ergibt, nicht aber der iPLA,-Aktivitadt. Weiterhin konnte die fehlende Korrelation zwischen
Serum- und Liquorwerten auch durch Uberlegungen zur Affektion der Blut-Hirnschranke bei
demenziellen Erkrankungen, wie sie von Kalaria zusammengefasst wurden, erklart werden
(Kalaria 1999). Ist die Blut-Hirnschranke in die pathophysiologischen Prozesse der AD und
eventuell auch der anderen Demenzen involviert, ware ein reguldres Gleichgewicht der
Phospholipasen zwischen Serum und Liquor kaum zu erwarten. Eine andere eher methodische
Ursache konnte darin liegen, dass in der vorliegenden Messreihe eine Analyse von Liquor und
Serum eines Probanden nicht immer im selben analytischen Lauf gewahrleistet wurde. Dies
kdnnte zu einer Verminderung der analytischen Sensitivitat bezuglich des Zusammenhangs
beider Werte geflihrt haben. Bei zukinftigen Untersuchungen waére deshalb versuchshalber
auf einen synchronen Untersuchungsablauf zu achten.

Dafur, dass sich im Serum keine Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe
zeigten, lassen sich ebenfalls verschiedene Erklarungsanséatze finden. So ist anzunehmen, dass

es sich bei den Verdnderungen der iPLA,-Aktivitat nicht um systemische, sondern um lokale
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insbesondere zentrale Prozesse handelt, die sich in dem groflen Kompartiment Serum kaum
bemerkbar machen durften. Da die Befunde der verminderten iPLA,-Aktivitat bei AD von
anderen Arbeitsgruppen auch in Thrombozyten gefunden wurden, handelt es sich aber
vermutlich um keinen rein auf das zentrale Nervensystem bezogenen Befund (Gattaz et al.
1996, Gattaz et al. 2004). Hier konnte jedoch auch ein ahnliches pathophysiologisches
Verhalten von neuronalem Gewebe und Thrombozyten eine Rolle spielen. Thrombozyten
gelten als Modelle neuronaler Zellprozesse bei neuropsychiatrischen Erkrankungen (Pletscher
1986). Sie werden des Ofteren als periphere Marker fur neuronale Veranderungen genutzt, da
sie einige gemeinsame Membran- und Rezeptoreigenschaften mit Neuronen zeigen (Zubenko
et al. 1999). Es ware denkbar, dass die im zentralen Nervensystem auftretenden Verande-
rungen auch in Thrombozyten, aber nicht generell in der Peripherie nachweisbar sind.
Weiterhin ist denkbar, dass sich die Gesamtaktivitat der iPLA, in dem im Vergleich zum
Liquor sehr groRen Kompartiment des Serums durch wesentlich vielféltigere Prozesse ergibt,
so dass die mit der demenziellen Symptomatik zusammenhdngenden Verénderungen zwar
auch, aber weniger deutlich zur Auspragung kommen.

Die dargestellten Erlauterungen zeigen, dass auch in Zukunft Liquor das Medium der Wahl
fur die Messung der iPLA,-Aktivitat sein sollte, da sich die Aktivitatsveranderungen im
Serum nicht abbilden lassen. Dies ist vermutlich auf die GrofRe und die Vielfalt physio-

logischer und pathologischer Prozesse in diesem Kompartiment zuriickzuftihren.
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5.4 IPLA,-Aktivitat und Alter

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen iPLA,-Aktivitdt und Alter wurde eine
Korrelationsanalyse angewandt, siehe Kapitel 4.2.4, die weder in der gesamten Probanden-
gruppe noch in der Kontrollgruppe allein signifikante Ergebnisse ergab. Die unter 1.3.1
aufgefuhrten Arbeitsgruppen schlossen die Variable des Alters nicht in ihre Untersuchungen
zur PLA,-Aktivitat bei demenziellen Erkrankungen ein. Die Arbeitsgruppe um Smesny et al.
untersuchte im Rahmen der Aktivitatsmessungen der iPLA; bei Schizophrenie den Einfluss
des Alters auf die iIPLA,-Aktivitat in der Kontrollgruppe und fand keine Zusammenhéange
(Smesny et al. 2005). Weitere Untersuchungen am Menschen zu Veranderungen der PLA,-
Aktivitat in Bezug auf das Alter stehen noch aus. Es liegen lediglich Erhebungen an Ratten
und Rhesusaffen vor. Bei ersteren fand man sowohl Erhéhungen als auch Verminderungen
der PLA,-Aktivitat bei &lteren Tieren (Williams et al. 1994, Kim et al. 1997). Bei den
Rhesusaffen ergab sich ein erhéhter Gehalt an cPLA; im Zerebellum der jingeren Gruppe
(Weerasinghe et al. 2006). Fur eine Diskussion des Aspektes Alter und PLA,-Aktivitét sind
weitere Untersuchungen am Menschen abzuwarten. Da jedoch sowohl in der vorliegenden
Studie als auch in derjenigen der Arbeitsgruppe um Smesny et al. kein Zusammenhang
nachgewiesen werden konnten, ist zundchst davon auszugehen, dass zumindest ein

gravierender Einfluss unwahrscheinlich ist.
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5.5 IPLA,-Aktivitdt und Geschlecht

Die Untersuchungen zum Einfluss des Geschlechts auf die iPLA,-Aktivitat, die im Kapitel
4.2.5 dargestellt wurden, ergaben keine signifikanten Effekte. In den bis dato vorliegenden
Arbeiten zur PLA,-Aktivitdt bei AD, dargestellt unter 1.3.1, wurde der Einfluss des
Geschlechts auf die Aktivitat des Enzyms nicht untersucht. Es gibt bis dato nur sehr wenige
Studien, die diesen Aspekt berticksichtigen. Die bereits im vorangegangenen Kapitel
erwéhnte Studie der Arbeitsgruppe um Smesny et al. zur iPLA,-Aktivitat bei Schizophrenie
zeigte keinen Einfluss des Geschlechts auf die iPLA,-Aktivitdt (Smesny et al. 2005). Zwei
weitere Studien zu dieser Thematik zeigen gegenteilige Befunde. Kuslys et al. untersuchten
gesunde Probanden und fanden erhohte PLA,-Aktivitats-Werte in der Gruppe der Frauen
(Kuslys et al. 1996). Brilakis et al. untersuchten eine Lipoprotein-assoziierte PLA, bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit und fanden hier einen Zusammenhang zwischen einem
erhohten Spiegel der PLA; und mannlichem Geschlecht (Brilakis et al. 2005). Um diesen
eventuellen Einflussfaktor auszuklammern, sollten weiterfiihrende Untersuchungen maoglichst
eine geschlechtsspezifische Parallelisierung anstreben bzw. die Untersuchungen getrennt nach
Geschlechtern vornehmen. Da jedoch auch die Arbeitsgruppe um Ross et al., welche eine
solche Parallelisierung durchfiihrte, signifikant verminderte Aktivitaten der cPLA; und der
IPLA; fand, ist davon auszugehen, dass ein eventuell vorliegender Einfluss des Geschlechts
fir die Untersuchungen zur PLA,-Aktivitat bei AD kaum von Bedeutung ist (Ross et al.
1998).
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5.6 1PLA,-Aktivitat und Medikamenteneinnahme

5.6.1 ASS

Die Einnahme von ASS (100 mg/d) hat, wie im Kapitel 4.2.6 gezeigt, keinen Einfluss auf die
Aktivitat der untersuchten Phospholipase. Diese Untersuchung wurde vor allem vor dem
Hintergrund zahlreicher Studien beziliglich des praventiven Charakters von NSAIDs (non
steroidal anti-inflammatory drugs) bei Demenzen durchgefiihrt, welche ebenso wie die
Acetylsalicylséure ihre Wirkung vor allem Uber eine Hemmung der Cyclooxygenase
entfalten. Eine abschlielende Betrachtung zu der Evidenz von NSAIDs bei AD hat bis heute
noch nicht erfolgen kénnen, da die Studienlage noch immer widerspriichlich ist (Breitner
1996, Tabet und Feldmand 2003, Dokmeci 2004). Die Cyclooxygenase ist das der PLA;
nachgeschaltete Enzym bei der Generierung von Prostaglandinen, so dass sich eine Hemmung
rekurrent auf die Aktivitat der PLA, auswirken konnte. Es zeigten sich jedoch keine
signifikanten Ergebnisse in den vorliegenden Untersuchungen, was allerdings auch daran
liegen konnte, dass die eingenommene Dosis an ASS sehr klein war. Zur direkten Wirkung
von NSAIDs bzw. ASS auf die PLA,-Aktivitat konnten keine Studien gefunden werden.

5.6.2 Acetylcholinesterasehemmer

Acetylcholinesterasehemmer, welche den Abbau von Acetylcholin im synaptischen Spalt
vermindern und damit dessen Angebot wieder erhthen, gehdren zur Standardmedikation bei
Patienten mit AD. Ein Einfluss der Einnahme von Acetylcholinesterasehemmern auf die
IPLA,-Aktivitdt konnte in der vorliegenden Untersuchung ausgeschlossen werden (vgl.
Kapitel 4.2.6). Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe Gattaz et al. von 2004 zeigten das
gleiche Ergebnis (Gattaz et al. 2004). Eine nur auf die Medikation zurlickzufiihrende
Veranderung der iPLA,-Aktivitdt in der Gruppe der Patienten mit AD ist somit wenig
wahrscheinlich. Weitere Studien zur Untersuchung dieses Sachverhalts liegen bis dato nicht

vor, sind aber dringend notwendig.
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5.7 Bedeutung der Veranderung der iPLA,-Aktivitat flr weitere

Demenzformen

Eine auswertende Interpretation ist bei den restlichen untersuchten Demenzformen aufgrund
der geringen StichprobengréRe nur sehr begrenzt moglich. Auffallend ist, dass auch die
IPLA,-Aktivitat im Liquor der funf Patienten mit FTD im Vergleich zur Kontrollgruppe eher
vermindert zu sein scheint, siehe Kapitel 4.3.

Wie bei AD, VD und AVD wurden auch fur die FTD, die LKD und die CJD Prozesse
oxidativen Stresses nachgewiesen (Gerst et al. 1999, Castellani et al. 1995, Dalfo et al. 2005,
Arlt et al. 2002, Van Everbroeck et al. 2004). Verminderungen des Transmitters Acetylcholin
konnten auch fur die LKD und die DP nachgewiesen werden (Dalfo et al. 2004, Jellinger
1997). Bei diesen beiden pathophysiologischen Prozessen spielt die iPLA; in der
beschriebenen Form eine Rolle (vgl. Kapitel 1.2.3 und 5.2.1), so dass weitere Untersuchungen

mit groRerem Stichprobenumfang interessant sein konnten.

91



Schlussfolgerungen

6  Schlussfolgerungen

In den nachfolgenden Erlauterungen sollen die diskutierten Ergebnisse in Bezug auf die
eingangs aufgestellten Hypothesen gewertet und ihre Relevanz fiir die weitere psychiatrische
Forschung und klinische Anwendung tberprift werden.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich eine deutlich verminderte iPLA,-Aktivitat im
Liquor bei Patienten mit AD bzw. AVD im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Die iPLA,-
Aktivitat wurde erstmals im Liquor, als das den pathologischen Prozessen der Demenz
néchste in vivo untersuchbare Medium, untersucht. Da die iPLA, wesentlich in die Prozesse
des Membranabbaus involviert ist, ergibt sich aus diesem Ergebnis entsprechend der
»Membran-Phospholipid-Hypothese* von Horrobin et al., dass eine regelrechte Funktion der
Transmitter- und Rezeptorsysteme nicht mehr gewahrleistet werden kann (Six und Dennis
2000, Horrobin 1998). Die Stoérung dieser und anderer pathophysiologischer Mechanismen
der Demenzen konnte mit einer verminderten iPLA,-Aktivitdt in Zusammenhang gebracht
werden. Dabei zeigten sich beziglich des Phospholipdumsatzes neuronaler Membranen bei
AD heterogene Befunde. Hier missen weitere Studien Klarheit bringen. Interessant wére die
Verknupfung einer Studie zur iPLA,-Aktivitat mit Untersuchungen mittels **P-MRS-Technik
bei einem gemeinsamen Patientenkollektiv. Eine Korrelationspriifung zwischen iPLA,-
Aktivitat und Membranabbauprozessen konnte darstellen, inwieweit sich eine verminderte
Aktivitat des Enzyms hier tatsdchlich auswirkt oder ob der Frage nach der Involvierung
weiterer am Membranabbau und -aufbau beteiligter Enzyme in die Prozesse der demenziellen
Erkrankungen nachgegangen werden muss. Relativ eindeutig ist die Studienlage allerdings
beziglich zahlreicher weiterer pathophysiologischer Mechanismen der AD, an denen die
verminderte iIPLA,-Aktivitat beteiligt zu sein scheint. Vermutlich wirkt sich die verminderte
Aktivitadt der IPLA, verstarkend auf die gestorte Membranfluiditdt bzw. —integritéat, die
veranderte Neurotransmission, die Amyloidogenese, die Gedachtnisdefizite und den hohen
Gehalt an oxidativem Stress bei demenziellen Prozessen aus. Da eine gesteigerte iPLA,-
Aktivitditsabnahme mit zunehmender Erkrankungsschwere nach unseren Ergebnissen
wahrscheinlich ist, konnte sich die Beeinflussung der genannten pathophysiologischen
Mechanismen ebenfalls steigern. Um den Zusammenhang zwischen iPLA,-Aktivitdt und
Schwere der Erkrankung weiter zu verifizieren, sollte in kommenden Untersuchungen die
Patientenzahl vergroRert werden, so dass abweichende Werte einzelner Patienten weniger

stark ins Gewicht fallen.
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Wodurch die Aktivitatsminderung der iPLA, verursacht wird, bleibt weiterhin unklar. Einen
Anhaltspunkt bieten lediglich die apoptotischen Prozesse im Verlauf der AD, in deren Verlauf
sich eine gestorte Kalziumhoma@ostase hinsichtlich einer Aktivitatsminderung der iPLA;
auswirken konnte. Da der Umfang der dieser Hypothese zu Grunde liegenden Studien gering
ist und sich zum Teil widerspriichliche Aussagen finden, muss in weiteren Untersuchungen
dringend der Frage nachgegangen werden, auf welchen Wegen es zu der Aktivitdtsminderung
der iPLA, kommt. Einen Untersuchungsschwerpunkt sollten hier die Regulations-
mechanismen der iPLA,—Aktivitét spielen, die zum Teil noch unklar bzw. unvollstandig sind.
Da auch bei weiteren Demenzformen durch die iPLA,-Aktivitat beeinflusste pathophysio-
logische Mechanismen eine Rolle spielen, wére es sinnvoll diese in weitere Studien mit
einzubeziehen. Insbesondere bei der Vaskularen und bei der Frontotemporalen Demenz zeigt
sich ebenfalls eine tendenzielle Abnahme der iPLA,-Aktivitat im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. Dies spricht fir &hnliche pathophysiologische Endstrecken der demenziellen
Erkrankungen und eine relative Unspezifitat der iPLA,-Verdnderungen. Eine Untersuchung
der iPLA,-Aktivitat an einem groReren Patientenkollektiv wére fur den eindeutigen Nachweis
wiinschenswert.

Nicht bestatigt fand sich die eingangs aufgestellte Hypothese der gleichermalien veranderten
IPLA,-Aktivitat in Serum und Liquor. Weder konnten im Serum Unterschiede zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe gefunden werden, noch zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen Serum- und Liquorwerten. Ob die Ursachen darin liegen, dass die Prozesse der
veranderten iPLA,-Aktivitét sich ausschliellich zentral bzw. an den, der neuronalen Membran
ahnlichen, Thrombozytenmembranen abspielen oder aber sich die veranderte iPLA,-Aktivitét
im Serum aufgrund sich hier abspielender vielfaltigerer Mechanismen bzw. der Grole des
Kompartiments nicht abbildet, konnte nicht abschlief3end geklart werden. Da im Vorfeld der
Messungen eine eindeutige Identifizierung der iPLA; in Serum und Liquor als das gleiche
Enzym erbracht wurde, muss davon ausgegangen werden, dass sich die Veranderungen der
IPLA,-Aktivitdt im Serum mit der hier angewandten Methode nicht nachweisen lassen, so
dass flr weitere Untersuchungen Liquor das Medium der Wahl bleibt.

Bestatigt wurde gefunden, dass das Alter, das Geschlecht und die Einnahme von ASS 100
bzw. von Acetylcholinesterasehemmern keinen Einfluss auf die iPLA,-Aktivitat haben, so
dass auch in zuklnftigen Studien nicht zwangslaufig eine Alters- und Geschlechts-
parallelisierung vorgenommen bzw. der Aspekt der Einnahme der genannten Medikamente
berticksichtigt werden muss. Insbesondere sollten diese Faktoren nicht zu einer Dezimierung

der Anzahl der Probanden fiihren.
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Weitere Forschung auf dem Gebiet des Membranphospholipidmetabolismus bei demenziellen
Erkrankungen, insbesondere im Bereich der PLA,-Aktivitdtsveranderungen erscheint
gerechtfertigt und zukunftsweisend. Aus dem Verstandnis der genauen pathophysiologischen
Zusammenhdnge konnten sich wesentliche praventive, diagnostische und therapeutische
Ansatze ableiten, die insbesondere vor dem Hintergrund des zunehmenden Anteils &lterer
Menschen in unserer Gesellschaft von immenser Bedeutung nicht nur fiir den einzelnen

Menschen, sondern auch in gesundheitspolitischer und gesundheitsékonomischer Hinsicht
waren.
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Aufbau der Befunderfassungstabelle und Beschreibung der Variablen

Variable Erlduterung
probe Nummer der Probe
proband Name des Probanden
sex Geschlecht des Probanden
gebdat Geburtsdatum des Probanden
alter Probandenalter z.Z. der Probenentnahme
gruppe Kontrollgruppe bzw. Patientengruppe
anfam Familienanamnese bzgl. psychiatr., neurolog. und kardiovask. Erkrankungen
aneig Eigenanamnese bzgl. psychiatr., neurolog. und kardiovask. Erkrankungen
vaskrf Vaskulére Risikofaktoren
neuropsy Neuropsychologischer Befund
mmst Ergebnis im MMST z.Z. der Liquordiagnostik
mmstplus weitere Ergebnisse im MMST
orient Orientierung
halluz Halluzinationen
stimmg Stimmung z.Z. der Exploration
affekt Affekt
psyerkr weitere psychiatrische Symptome/ Erkrankungen
neurerkr neurologische Symptome/ Erkrankungen
sensnl Sensitivitat gegeniiber Neuroleptika
verlauf bisheriger Verlauf der demenziellen Entwicklung
bilder Befunde der bildgebenden Diagnostik
elphys Befunde der elektrophysiologischen Diagnostik
serol wichtige Serologiebefunde
protli Gesamtprotein im Liquor in mg/I
zellenli Zellzahl im Liquor /ul
diffzeli Differentialzellbild im Liguor in %
iggband oligoklonale 19G Banden im Liquor
amyges R-Amyloid 40 + 42 im Liquor in pg/ml
amy40 B-Amyloid 40 im Liquor in pg/ml
amy42 B-Amyloid 42 im Liquor in pg/ml
quamy Quotient R-Amyloid 42/40 im Liquor
tau phosphoryliertes Tau-Protein im Liquor in pg/ml
gutauamy phosphoriliertes Tau-Protein/B-Amyloid 42
cjdprot Protein 14-3-3 im Liquor
sprotse Protein S-100 im Serum in pg/I
sprotli Protein S-100 im Liquor in pg/I
enolase neuronenspezifische Enolase im Serum in pg/I
enolali neuronenspezifische Enolase im Liquor in pg/I
apoe Apolipoprotein E-Genotyp
vitamine Vitaminmangel
antidem vom Probanden eingenommene Antidementiva
coxhe vom Probanden eingenommene COX-Hemmer
diagakte Demenzdiagnose laut Krankenakte
diageig eigene Demenzdiagnose
schwere Schweregrad der Demenz
entndat Entnahmedatum des auf PLA,-Aktivitat untersuchten Blutes/ Liquors
bestdat Datum der Bestimmung der PLA,-Aktivitat
plaaktse Pla-2-Aktivitat im Serum in pmol min*mgEW
plaaktli Pla-2-Aktivitat im Liquor in pmol/min*mgEW
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ICD 10 (Deutsches Institut fiir medizinische Dokumentation und Information 2004)

FOO*

F00.0*

F00.1*

F00.2*

F00.9*

FO1

F01.0

F01.1

Demenz bei Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit ist eine priméar degenerative zerebrale Krankheit mit unbekannter
Atiologie und charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen Merkmalen. Sie
beginnt meist schleichend und entwickelt sich langsam aber stetig liber einen Zeitraum von
mehreren Jahren.

Demenz bei Alzheimer-Krankheit, mit frihem Beginn (Typ 2)

Demenz bei Alzheimer-Krankheit mit Beginn vor dem 65. Lebensjahr. Der Verlauf weist eine
vergleichsweise rasche Verschlechterung auf, es bestehen deutliche und vielféltige Stérungen der
héheren kortikalen Funktionen.

Alzheimer-Krankheit, Typ 2
Préasenile Demenz vom Alzheimer-Typ
Primér degenerative Demenz vom Alzheimer-Typ, praseniler Beginn

Demenz bei Alzheimer-Krankheit, mit spatem Beginn (Typ 1)

Demenz bei Alzheimer-Krankheit mit Beginn ab dem 65. Lebensjahr, meist in den spaten 70er
Jahren oder danach, mit langsamer Progredienz und mit Gedéchtnisstérungen als Hauptmerkmal.

Alzheimer-Krankheit, Typ 1
Primér degenerative Demenz vom Alzheimer-Typ, seniler Beginn
Senile Demenz vom Alzheimer-Typ (SDAT)

Demenz bei Alzheimer-Krankheit, atypische oder gemischte Form
Atypische Demenz vom Alzheimer-Typ

Demenz bei Alzheimer-Krankheit, nicht néher bezeichnet
Vaskulare Demenz

Die vaskuldre Demenz ist das Ergebnis einer Infarzierung des Gehirns als Folge einer vaskularen
Krankheit, einschlieBlich der zerebrovaskularen Hypertonie. Die Infarkte sind meist klein,
kumulieren aber in ihrer Wirkung. Der Beginn liegt gewohnlich im spéteren Lebensalter.

Inkl.:  Arteriosklerotische Demenz
Vaskuldare Demenz mit akutem Beginn
Multiinfarkt-Demenz

Sie beginnt allm&hlich, nach mehreren voribergehenden ischdmischen Episoden (TIA), die eine
Anhéufung von Infarkten im Hirngewebe verursachen.

Vorwiegend kortikale Demenz
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F01.2

FO01.3

F01.8

F01.9

FO2*

F02.0*

F02.1*

F02.2*

F02.3*

F02.4*

Anhang

Subkortikale vaskuldre Demenz

Hierzu zahlen Félle mit Hypertonie in der Anamnese und ischdmischen Herden im Marklager der
Hemisphéren. Im Gegensatz zur Demenz bei Alzheimer-Krankheit, an die das klinische Bild
erinnert, ist die Hirnrinde gewdhnlich intakt.

Gemischte kortikale und subkortikale vaskulédre Demenz
Sonstige vaskulare Demenz

Vaskuldre Demenz, nicht ndher bezeichnet

Demenz bei anderenorts klassifizierten Krankheiten

Formen der Demenz, bei denen eine andere Ursache als die Alzheimer-Krankheit oder eine
zerebrovaskulare Krankheit vorliegt oder vermutet wird. Sie kann in jedem Lebensalter auftreten,
selten jedoch im hoheren Alter.

Demenz bei Pick-Krankheit

Eine progrediente Demenz mit Beginn im mittleren Lebensalter, charakterisiert durch friihe,
langsam fortschreitende Personlichkeitsanderung und Verlust sozialer Fahigkeiten. Die Krankheit ist
gefolgt von Beeintrachtigungen von Intellekt, Gedéchtnis und Sprachfunktionen mit Apathie,
Euphorie und gelegentlich auch extrapyramidalen Phdnomenen.

Demenz bei Creutzfeldt-Jakob-Krankheit

Eine progrediente Demenz mit vielfaltigen neurologischen Symptomen als Folge spezifischer
neuropathologischer VVeranderungen, die vermutlich durch ein tibertragbares Agens verursacht
werden. Beginn gewohnlich im mittleren oder hoheren Lebensalter, Auftreten jedoch in jedem
Erwachsenenalter mdglich. Der Verlauf ist subakut und fiihrt innerhalb von ein bis zwei Jahren zum
Tode.

Demenz bei Chorea Huntington

Eine Demenz, die im Rahmen einer ausgepragten Hirndegeneration auftritt. Die Storung ist
autosomal dominant erblich. Die Symptomatik beginnt typischerweise im dritten und vierten
Lebensjahrzehnt. Bei langsamer Progredienz fihrt die Krankheit meist innerhalb von 10 - 15 Jahren
zum Tode.

Demenz bei Huntington-Krankheit
Demenz bei priméarem Parkinson-Syndrom

Eine Demenz, die sich im Verlauf einer Parkinson-Krankheit entwickelt. Bisher konnten allerdings
noch keine charakteristischen klinischen Merkmale beschrieben werden.

Demenz bei:
- Paralysis agitans
- Parkinsonismus oder Parkinson-Krankheit

Demenz bei HIV-Krankheit [Humane Immundefizienz-Viruskrankheit]

Eine Demenz, die sich im Verlauf einer HIV-Krankheit entwickelt, ohne gleichzeitige andere
Krankheit oder Storung, die das klinische Bild erklaren kdnnte.
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F02.8*

FO3

Demenz bei anderenorts klassifizierten Krankheitsbildern

Demenz bei:
- Epilepsie

- hepatolentikulérer Degeneration [M. Wilson]

- Hyperkalzamie

- Hypothyreose, erworben

- Intoxikationen

- Multipler Sklerose

- Neurosyphilis

- Niazin-Mangel [Pellagra]

- Panarteriitis nodosa

- systemischem Lupus erythematodes
- Trypanosomiasis

- Vitamin-B 1, -Mangel

- zerebraler Lipidstoffwechselstérung

Nicht naher bezeichnete Demenz

Prasenil:
- Demenz o.n.A.
- Psychose o0.n.A.
Primére degenerative Demenz o.n.A.
Senil:
- Demenz:
depressiver oder paranoider Typus
- 0.n.A.
- Psychose o0.n.A.

Exkl.:  Senile Demenz mit Delir oder akutem Verwirrtheitszustand

Senilitat o0.n.A.

Anhang
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