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ABKURZUNGEN

ABC ATP-bindende Cassetten

BHT 3,5-di-tert.-Butyl-4-Hydroxy-Toluol

Camp Campesterin

CHGC Cholesterin (gaschromatographisch bestimmt)
Cyp 7A1 Cholesterin 7a-Hydroxylase

Cyp 27A1 Sterin 26-Hydroxylase

Desmo Desmosterin

E.C. Enzyme classification

FID Flammenionisationsdetektion

GC Gaschromatographie

HDL-C High-Density Lipoprotein-Cholesterin
HMG-CoA  3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-Coenzym-A
ISTD Interner Standard

KHK Koronare Herzkrankheit

Lano Lanosterin

Latho Lathosterin

LDL-C Low-Density Lipoprotein-Cholesterin

MS Massenspektrometrie

MSD Massenselektive Detektion

MW Mittelwert

m/z Masse pro Ladung

OH-Chol Hydroxycholesterin

PFTBA Perfluortributylamin

R _Sterin Ratio Sterin zu Cholesterin

SIM Selected Ion-Monitoring

SPSS Statistical Package for the Social Sciences (Statistikprogramm)
SD Standardabweichung

TMS- Trimethylsilyl-

ZNS Zentrales Nervensystem



1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

1.1 Der Cholesterinstoffwechsel

1.1.1 Die Cholesterinbiosynthese und Sterinresorption

Wenige organische Molekiile haben ein so intensives und anhaltendes wissenschaftliches
Interesse auf sich gelenkt wie das Cholesterin. Es ist das Paradebeispiel einer Janus-kopfigen
Substanz, der Bodsewicht, der einerseits Atherosklerose und vaskulidre Erkrankungen
verursacht, andererseits aber auch fiir den Autbau von Zellmembranen lebensnotwendig ist
(Bloch, 1992). Im gesunden menschlichen Organismus stehen korpereigene Synthese,
intestinale Aufnahme {iiber die Nahrung, Veresterung durch spezifische Enzyme,
extrazelluldrer Transport mittels Lipoproteinen, und bilidire Ausscheidung des Cholesterins -
in unverdnderter oder in metabolisierter Form als Gallensduren - miteinander im
Gleichgewicht. Cholesterin ist ein sehr hydrophobes Molekiil mit einer begrenzten Polaritit
aufgrund der p-stindigen Hydroxylgruppe am C3-Atom (Abbildung 1). Seine
Hydrophobizitdt bestimmt wesentlich die Zellmembranfluiditidt, macht jedoch spezielle

Mechanismen fiir seinen Transport in wassriger Umgebung notwendig.

Abbildung 1 Strukturformel von Cholesterin (Cholest-5-en-33-0l); die C-Atome sind

systematisch durchnummeriert (Fieser und Fieser, 1961)

Haufig werden die absoluten Konzentrationen an Cholesterinvorstufen bzw. deren Ratio zu
Cholesterin zur Beschreibung der Cholesterinbiosynthese in organischen Materialien wie
Blut, Liquor, Fidzes oder Organpridparaten herangezogen. Die Serumkonzentrationen von
Lanosterin (4,4",14-Trimethylcholesta-8,24-dien-33-ol), Desmosterin (Cholesta-5,24-dien-3[3-
ol) oder Lathosterin (Cholest-7-en-33-ol) reflektieren die Aktivitit der hepatischen 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme-A- (HMG-CoA-) Reduktase (Enzyme classification
[E.C.] 1.1.1.34)(Bjorkhem et al., 1987; Kempen et al., 1988; Miettinen et al., 1990; Reihner et
al., 1990). Hierbei stellt das Lanosterin die erste steroidale Vorstufe in der Kaskade der

Cholesterinsynthese dar (Abbildung 2).
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Neben Cholesterin und seinen endogenen Vorstufen findet man in Serum, Liquor und
Organellen Strukturanaloge des Cholesterins, die pflanzlichen Sterine bzw. Phytosterine. Sie
unterscheiden sich von Cholesterin durch zusétzliche Methyl- (Campesterin)- oder
Athylgruppierungen (Sitosterin) am C24-Atom der Seitenkette des Cholesteringeriistes. Diese
Phytosterine konnen dem menschlichen Korper nur iiber die Nahrung zugefiihrt werden und
werden groftenteils sehr rasch iiber sogenannte selektive ATP-bindende Kassettentransporter
(ABCG5/G8) vom Enterozyten direkt oder im Hepatozyten iliber die Galle in den Darm
ausgeschieden (Berge et al., 2002; Lee et al., 2001; Yu et al., 2004). Die Aufnahmerate der
Phytosterine im Diinndarm ist deutlich geringer als die des Cholesterins. Mit zunehmender
Lipophilitdt nimmt die Resorptionsrate fiir Sterine ab. Cholesterin wird zwischen 20-70%,
Campesterin bis zu 15% und Sitosterin zu weniger als 5% im Diinndarm resorbiert. Das
Verhiltnis (Ratio) von Campesterin oder Sitosterin zu Cholesterin im Serum stellt einen
Surrogatserum- oder plasmamarker fiir die Cholesterinresorptionsrate dar (Miettinen et al.,
1990). Findet man in einem gesunden Organismus einen sehr hohen Gehalt an pflanzlichen
Sterinen, so weist dies auf eine allgemein erhdhte Resorptionsrate flir Sterine, insbesondere
fiir Cholesterin hin. Die Konzentrationen o.g. Cholesterinvorstufen und pflanzlicher Sterine
werden heutzutage mittels hochsensitiver und -selektiver Methoden wie z.B. der
massenspektrometrischen Detektion nach gas- oder fliissigkeitschromatographischer

Trennung bestimmt.

1.1.2 Der Cholesterinabbau

Cholesterin ist im gesunden Organismus die Vorstufe von Gallensduren und
Steroidhormonen. Die komplette Synthese der Gallensduren findet in der Leber statt,
Vorstufen findet man jedoch auch in anderen Zellen. Eines der bedeutendsten Enzyme der
Gallensdurensynthese ist die hepatische Cholesterin 7o-Hydroxylase (Cyp 7Al, E.C.
1.14.13.17). Sie steuert den initialen und geschwindigkeitbestimmenden Schritt im
,Kklassischen (neutralen) Weg der Gallensdurenbiosynthese des Sdugerorganismus (Princen
et al., 1997; Russell, 2000). Die Sterin 26-Hydroxylase (Cyp 27A1, E.C. 1.14.13.15)
katalysiert die Hydroxylierung verschiedener Sterinsubstrate, einschliesslich Cholesterin, zur
Synthese von 27-Hydroxycholesterin und weiteren Intermediaten der
Gallensdurenbiosynthese (Andersson et al., 1989; Cali und Russell, 1991; Russell, 2000;
Wikvall, 1984). Diese und folgende Reaktionen bilden den ,sauren“ Weg der

Gallensdurenbiosynthese.



1.1.3 Der Cholesterinstoffwechsel im Gehirn

Uber viele Jahre hinweg wurde der Cholesterinstoffwechsel im Gehirn weitgehend ignoriert,
da dieses Organ fiir die Sterin6konomie im gesamten Organismus von geringer Bedeutung ist
und nicht auf die Kontrollmechanismen reagiert, die flir die FEinhaltung des
Steringleichgewichtes in den meisten anderen Organen, hauptsidchlich in der Leber,
verantwortlich sind (Dietschy und Turley, 2001). Jedoch miissen Neurone, wie alle anderen
Zelltypen auch, kontinuierlich mit freiem Cholesterin versorgt werden, welches entweder
intrazelluldr durch de novo Synthese entsteht oder aus der extrazelluliren Umgebung unter
Verwendung spezifischer Liganden und Membrantransporter aufgenommen wird (de Chaves
et al., 1997). Nahezu ein Viertel des nicht-veresterten Gesamtkorper-Cholesterins ist im
zentralen Nervensystem (ZNS) enthalten, obwohl dieses nur ungefihr 2% der
GesamtkOrpermasse ausmacht. Sehr wenig Cholesterin (<1%) wird von zirkulierenden
Lipoproteinen iiber die protektive Blut-Hirn-Schranke aufgenommen (Dietschy und Turley,
2004). Neben einem geringen Abtransport iiber Lipoproteine, insbesondere iiber
Apolipoprotein E, muss es fiir Cholesterin weitere Moglichkeiten geben, die Blut-Hirn-
Schranke zu seiner Elimination zu iiberwinden (Pitas et al., 1987). 24S-Hydroxycholesterin,
welches sich als Umwandlungs- und Transportform fiir Cholesterin (Bjoérkhem et al., 1998;
Liitjohann et al., 1996) aus dem Gehirn via Blut-Hirn-Schranke zur Peripherie zeigt, wird
zunehmend als Liquor- oder Plasmamarker fiir das Cholesteringleichgewicht bzw. fiir seine
Regulation im menschlichen Gehirn verwendet (Bjorkhem et al., 2001; Bretillon et al., 2000a;
Bretillon et al., 2000b; Fassbender et al., 2002; Holdenrieder et al., 2004; Ko6lsch et al., 2004;
Kolsch et al., 2002; Kolsch et al., 2003; Liitjohann et al., 2001; Liitjohann et al., 1996;
Liitjohann et al., 2000; Liitjohann et al., 2004; Liitjohann und von Bergmann, 2003;
Papassotiropoulos et al., 2002; Papassotiropoulos et al., 2000; Schonknecht et al., 2002).

1.2 Cholesterin, Statine und Zentrales Nervensystem

Erhohte Serumkonzentrationen von Gesamtcholesterin und Low-Density Lipoprotein-
Cholesterin (LDL-C) erh6hen das Risiko der Atherosklerose und koronarer Herzerkrankungen
(KHK) (Kannel et al., 1971). Die Behandlung von Dyslipiddmien mit HMG-CoA-
Reduktasehemmern (Statine) ist ein heutzutage hdufig verwendeter therapeutischer Ansatz in
der primédren und sekundidren Pravention der KHK (Grundy, 1998). Statine hemmen die
HMG-CoA-Reduktase, ein Schliisselenzym, welches die Umwandlung von HMG-CoA in
Mevalonsdure katalysiert (Endo, 1981). Neben der Reduktion der hepatischen

Cholesterinsynthese im Besonderen, erhdhen diese Substanzen die Anzahl der LDL-



Rezeptoren an der Oberfliche der Zellen (Brown und Goldstein, 1981) und erniedrigen
hierbei die Konzentrationen von zirkulierendem LDL-Cholesterin in einer Dosis-abhéngigen
Weise (Jones et al., 1998). Trotz der groBen Ubereinstimmungen bei der Enzymbindung der
verschiedenen Statine gibt es wesentliche Unterschiede hinsichtlich ihrer physikochemischen
und pharmakokinetischen Eigenschaften. Mit Ausnahme von Pravastatin und Rosuvastatin
sind alle iibrigen Statine lipophile Verbindungen. Ein wesentlicher First-Pass-Effekt besteht —
bedingt durch die Prodrug-Eigenschaften — bei Lovastatin und Simvastatin, bei den iibrigen ist
er weniger ausgepragt (Schachter, 2005). Der Wirkmechanismus der Statine ist vielfdltig.
Neben ihrem primédren Wirkmechanismus, der Senkung von Serum-Gesamtcholesterinwerten,
insbesondere des LDL-Cholesterins, werden mit Statinen auch andere potenziell niitzliche
Effekte auf Parameter verbunden, die mit dem Risiko fiir das Auftreten koronar oder
allgemein vaskuldr bedingter Ereignisse in Zusammenhang gebracht werden und als
Risikomarker oder -faktor fiir derartige Ereignisse angesehen werden (so genannte pleiotrope
Effekte) (Davignon, 2004). Beispielsweise kann hier die Wirkung auf die
Thrombozytenfunktion, das HDL-Cholesterin und das C-reaktive Protein genannt werden
(Balk et al., 2003; Law et al., 2003; Lee und Sacks, 2003; Puccetti et al., 2005). Welche dieser
vielfaltigen Statinwirkungen letztlich fiir den Nutzen einer Statintherapie bei
Hochrisikopatienten bedeutsam sind und welche weiteren pathophysiologischen
Mechanismen involviert sind, ist jedoch nach wie vor unklar. Um die kardiale Morbiditdt und
Todesrate zu senken, sollten LDL-Cholesterinwerte <100 mg/dL erreicht werden, wie dies im
dritten Bericht des Nationalen Cholesterinschulungsprogramm zur Behandlung von
Erwachsenen vorgeschlagen wurde (Brewer, 2003). Eine Erweiterung des Protokolles fordert
nun bei Hochrisikopatienten sogar einen LDL-Cholesteringehalt im Serum von < 70 mg/dl
(Grundy et al., 2004). Aggressive und hochdosierte Statintherapie fithrt zum Auftreten von
unerwiinschten Nebenwirkungen und kann lebensbedrohliche Zustéinde wie Myopathie oder
Rhabdomyolyse verursachen (Ballantyne et al., 2003; Paiva et al., 2005). Daher wurde
schliesslich im August 2001 das Priparat Cerivastatin vom Markt genommen (SoRelle, 2001).
Bemerkenswerterweise kam der Einfluf der Statine auf das ZNS in den letzten Jahren in den
Fokus der Lipidforschung und der Neurowissenschaften. Die Einnahme von Statinen iiber
eine langere Zeit wurde mit einer niedrigeren Pravalenz flir dementielle Erkrankungen wie der
Alzheimer Krankheit assoziiert (Jick et al., 2000; Rockwood et al., 2002; Wolozin et al.,
2000). Aus pharmakologischer Sicht ist es von grofitem Interesse zu untersuchen, ob dieser
Effekt durch eine lokale Hemmung der Cholesterinsynthese oder andere Effekte der Statine

wie z.B. anti-inflammatorische, sogenannte pleiotrope Effekte, zuriickzufiihren ist (Davignon



10

und Ganz, 2004; Gupta, 2003). Grundsétzlich wird davon ausgegangen, dass nur lipophile
Statine wie z.B. Simvastatin die Blut-Hirn-Schranke passieren konnen (Tsuji et al., 1993),
obwohl die aktiven Formen von Simvastatin und Pravastatin chemisch dhnliche Strukturen
aufweisen (Serajuddin et al., 1991). In einer Untersuchung, die in der Abteilung fiir Klinische
Pharmakologie Bonn vor einigen Jahren durchgefiihrt wurde, fithrte die aggressive
Behandlung mit Simvastatin, einem lipophilen Statin, in einer Dosierung von 80 mg/Tag bei
Patienten mit Hyperlipiddmie iiber 24 Wochen zu einer deutlichen Senkung des absoluten und
fiir Cholesterin korrigierten Serumgehaltes von 24S-Hydroxycholesterin, welches auf eine
bedeutende Einwirkung auf den Cholesterinmetabolismus im Gehirn hinweist (Locatelli et al.,
2002). In einer weiteren plazebo-kontrollierten Untersuchung bei 44 Alzheimer Patienten liber
26 Wochen wurde eine geringere Verschlechterung des kognitiven Zustandes bei denjenigen
Patienten gefunden, die 80 mg Simvastatin/Tag erhielten. Simvastatin erniedrigte den Gehalt
an Lathosterin und 24S-Hydroxycholesterin im Liquor der Patienten mit milder Form der
Alzheimer Demenz (Simons et al., 2002). Im Gegensatz hierzu zeigte eine Untersuchung von
Plasmamaterial aus einer klinischen Studie, bei der 51 gesunde Ménner iiber 6 Monate
entweder Plazebo oder 40 mg/Tag hydrophiles Pravastatin erhielten, keine Anderung der
Plasmakonzentrationen von 24S-Hydroxycholesterin unter Pravastatin und somit keinen
Einfluss dieses Statins auf die Cholesterinbiosynthese im ZNS (Thelen et al., 2006). Ob eine
Langzeitbehandlung mit anderen Statinen ebenfalls die Gehalte an 24S-Hydroxycholesterin

senkt, muss erst noch gezeigt werden.

1.3 Problemstellung

In dieser Untersuchung wurde der Einflul von ansteigenden Dosierungen eines lipophilen
Statins, dem Cerivastatin (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag), liber jeweils 6 Wochen
bei 6 minnlichen, normocholesterindmischen Probanden auf Surrogatmarker des
Cholesterinmetabolismus untersucht. Da aus vorhergehenden Untersuchungen aus unserer
Arbeitsgruppe ein Einfluss von hochdosiertem Simvastatin auf den Cholesterinmetabolismus
im Gehirn nachgewiesen wurde, soll in dieser Untersuchung primdr die Wirkung von
unterschiedlichen Dosierungen von Cerivastatin auf Serum-Surrogatmarker des zentralen
Cholesterinstoffwechsels untersucht werden. Weitere Untersuchungsparameter beziehen sich

auf die periphere Cholesterinsynthese und den Cholesterinabbau.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studienteilnehmer

Sechs Minner im Alter zwischen 24 und 48 Jahren (38 £ 9 Jahre, MW =+ SD) mit einem
Body-Mass Index von 24,5 bis 27,7 kg/m® (26,0 + 1,54 kg/m”) nahmen an dieser
Untersuchung teil. In der hier beschriebenen Studie haben wir Anderungen von Cholesterin
und Serummarkern der Cholesterinbiosynthese und intestinalen Resorptionsrate sowie seiner
Abbauprodukte in Gehirn und Leber unter aufsteigenden Dosierungen von Cerivastatin (0,2
mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag) verfolgt. Die Analytik erfolgte post-hoc aus
asserviertem Probenmaterial aus einer Untersuchung, die in der Klinik fiir Innere Medizin,
Schwerpunkt Kardiologie, Universitédtsklinikkum Giessen und Marburg, Standort Marburg
(Dir.: Prof. Dr. med. B. Maisch), unter der Leitung von Prof. Dr. med. Jiirgen Schifer mit
dem priméren Ziel durchgefiihrt wurde, unter den ansteigenden Cerivastatinkonzentrationen
eine in vivo HDL- und LDL-Kinetik nach Infusion von mit stabilen Isotopen markiertem
Leucin (*Hz-Leucin) bei jedem Patienten zu bestimmen. Diese Untersuchungen folgten den
Prinzipien der Helsinki-Deklaration zur Durchfiihrung von klinischen Studien am Menschen
unter ethischen Gesichtspunkten. Alle Teilnehmer unterschrieben vor Eintritt in die Studie
eine Einverstindniserklirung. Die lokale Ethikkommission der Medizinischen Fakultét der
Universitdt Marburg gab ihr Positivvotum. Eine weitere Lipid-senkende Therapie war
ausgeschlossen. Die Probanden wurden gebeten, fiir die Dauer der Studie weder Ess- und
Rauchgewohnheiten noch korperliche Aktivitdit zu &ndern. Ausschlusskriterien waren
kardiovaskuldre, thromboembolische und endokrinologische Erkrankungen in der
Vorgeschichte und erhohter Konsum von Alkohol oder Drogen sowie auch relevante

Abweichungen klinisch-chemischer Laborparameter von Leber- und Nierenfunktion.

2.2 Probennahme und -asservierung

Venose Blutabnahmen wurden unmittelbar vor Studienbeginn als Basismessung sowie im
Studienverlauf nach 6, 12 und 18 Wochen nach aufsteigender Dosierung der Medikation
durchgefiihrt. Dazu mussten die Probanden niichtern sein und eine wenigstens 10-stiindige
Rauch- sowie 24-stiindige Alkoholkarenz einhalten. Die Blutentnahmen erfolgten dann
zwischen 8 und 10 Uhr morgens nach einer wenigstens 20-miniitigen Ruhepause kurz vor der
Infusion einer 2H3—Leucin—Léisung. Die Proben wurden innerhalb einer Stunde nach Entnahme
bei 3000g und 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert und nach Aufteilung in Aliquots (1 ml
Eppendorfgefafie) in fliissigem Stickstoff schockgefroren bei -70°C bis zum Zeitpunkt der

Analyse aufbewahrt. Da nach der Zentrifugation dem Serum kein Antioxidanz wie z. B. 3,5-
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di-tert-Butyl-4-Hydroxy-Toluol (BHT; Merck, KGaA, Darmstadt) zugesetzt wurde, konnten
wir nicht ausschlielen, dass ein gewisser Anteil von Cholesterin bei der Probenasservierung
und vor der Aufarbeitung bereits autoxidativ in 7a-Hydroxycholesterin umgewandelt wurde.
Daher verzichteten wir in unserer Untersuchung auf die Bestimmung dieser

Gallensdurenvorstufe.

2.3 Probenaufarbeitung

Die Sterine in den Serumproben werden zur gaschromatographischen (GC) Trennung mit
anschlieender Flammenionisationsdetektion (FID) oder massenselektiver Detektion (MSD)
im Scan oder Selected Ion-Monitoring (SIM) Modus zunéchst in ihre freie Form gebracht,
indem durch eine alkalische Hydrolyse die fettsdureveresterten Sterine dekonjugiert werden.
Danach werden die freien Sterine extrahiert und mittels eines Silylierungsreagenzes in einen

Silylsterindther umgewandelt (Liitjohann et al., 2000).

— Die tiefgefrorenen Serumproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut.

— 1 ng Epicoprostanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) (10 pul einer
Stammldsung von 100 pg/ml in Cyclohexan, Merck KGaA, Darmstadt), 50 pg Sa-
Cholestan (Serva Feinbiochemika GmbH, Heidelberg) (50 pl einer Stammldsung von
1 mg/ml in Cyclohexan) und jeweils 100 ng razemisches [23,23,24,25-"H4]24(R,S)-
Hydroxycholesterin (Klinische Chemie, Karolinska-Institut, Stockholm, Schweden,
(Dzeletovic et al., 1995)) und [15,16,17,20,22-"H;]27-Hydroxycholesterin (Klinische
Chemie, Karolinska-Institut, Stockholm, Schweden, (Dzeletovic et al., 1995))

(100 pl einer Stammldsung eines Gemisches von [2H4]24(R,S)-Hydroxycholesterin
und [*H;s]27-Hydroxycholesterin, 1 pg/ml in MeOH, Merck, KGaA, Darmstadt)
wurden als interne Standards zu 200 pl der Serumprobe bei Raumtemperatur in einem
Teflon-beschichteten Reagenzglas mit Schraubverschluss zugesetzt.

— Zur Vermeidung von weiteren autoxidativen Prozessen wurden auflerdem noch 50 ng
BHT (10 pl aus einer Stammldsung von 50 mg BHT/10 ml MeOH) zugesetzt.

— Zur alkalischen Hydrolyse wurde das Probengemisch nach Zusatz von 1 ml 90%-iger
athanolischer NaOH-Lsg. (1M) (Merck, KGaA, Darmstadt) im Wasserbad bei 68°C
iiber 1 Stunde inkubiert.

— Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur und Zusatz von 500 ul aqua bidest. wurden die

freien Sterine zweimal in 3 ml Cyclohexan (Merck KGaA, Darmstadt) extrahiert.
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— Die vereinigten organischen Phasen wurden unter Stickstoffbegasung bei 65°C
getrocknet.

— Die Hydroxylgruppen der Sterine wurden nach Zugabe von 1 ml eines
Trimethylsilylierungs- (TMS-) Reagenzes (Pyridin-Hexamethyldisilazan-
Trimethylchlorsilan, 9:3:1; v/v/v) (Merck, KGaA, Darmstadt) zum Riickstand nach 1-
stiindiger Inkubation bei 65°C zu TMS-Athern derivatisiert.

— Die restlichen Silylierungsreagenzien wurden darauthin unter Stickstoffbegasung bei
65°C verdampft.

— Der Riickstand wurde in 160 ul n-Dekan (Merck KGaA, Darmstadt) gelost.

— 80 pul dieses Gemisches an Sterintrimethylsilyldthern in n-Dekan wurden in die
Mikroeinsitze der Glasphiolen fiir die GC-MSD-Analyse iiberfiihrt.

— Die tibrigen 80 ul wurden mit 500 pl n-Dekan fiir die GC-FID-Analyse verdiinnt.

— Die Glasphiolen wurden zur eindeutigen Identifizierung beschriftet.

2.4 Beschreibung der Analyseverfahren

Cholesterinvorstufen und -metabolite wie das 24S- und das 27-Hydroxycholesterin liegen im
Serum in einer 10° bis 10*-fach geringeren Konzentration als ihre Ausgangssubstanz
Cholesterin vor. Daher wird die Konzentration des Cholesterins in Serumproben durch die
weniger spezifische und selektive Flammenionisationsdetektion nach
gaschromatographischer Trennung bestimmt, wihrend die Cholesterinvorstufen und -
metabolite durch die hochspezifische und -sensitive massenselektive Detektion aus der
gleichen Probenaufarbeitung erfasst werden. Die Identifizierung von Cholesterin erfolgt liber
den Vergleich der Retentionszeiten mit zertifizierter Referenzsubstanz und die
Quantifizierung erfolgt iiber einen zu Beginn der Aufarbeitung zugesetzten internen Standard
(5a-Cholestan), der physiologischerweise nicht im Serum enthalten ist und dem zu
bestimmenden Sterin chemisch moglichst dhnlich ist.

Nutzt man die Massenspektrometrie zur Strukturidentifizierung, muss eine kontinuierliche
Aufnahme von Massenspektren iiber einen groBBen Massenbereich (z.B. 50-600 m/z) erfolgen
(Scan Modus), d.h. man registriert alle Ionen, in die eine Substanz zerfillt, nach Masse-
Ladungs-Verhiltnis und nach relativer Intensitét. Bei der Quantifizierung beschrénkt man sich
auf die Aufzeichnung von wenigen charakteristischen Massen, bei denen die Verbindung
Fragmente hochster Intensitét bildet (SIM Modus). Die Messzeit auf den ausgewéhlten und
zyklisch registrierten Massen wird verldngert und so die Empfindlichkeit der Messung

(Sensitivitdt) um den Faktor 30 bis 50 gesteigert (Hiibschmann, 1996). Zur quantitativen
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Bestimmung von Cholesterinvorstufen und pflanzlichen Sterinen wird Epicoprostanol, ein
nicht-physiologisches Stanol, und zur Bestimmung von Oxysterinen werden mehrfach
deuterierte Oxysterine als interne Standards verwendet. Die mit stabilen Isotopen markierten
Oxysterine weisen aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zu den nicht-deuterierten
Substanzen das gleiche Verteilungsverhalten auf und unterscheiden sich von den
authentischen Substanzen lediglich in der Masse ihrer Hauptfragmente, so dass sie
massenspektrometrisch voneinander getrennt erfasst werden konnen. Die deuterierten
Oxysterole weisen im Vergleich zu den nicht-deuterierten Substanzen leicht verkiirzte
Retentionszeiten auf (Hiilbschmann, 1996). Das Epicoprostanol und die stabilen Isotope
werden den Proben ebenfalls vor Beginn der Aufarbeitung zugesetzt. Das Massenspektrum
der TMS-Derivate von 24S-OH-Chol und 27-OH-Chol im Vergleich zu ihren deuterierten
Verbindungen ist in Abbildung 3 dargestellt. Das Massenspektrum des TMS-Derivates von
24S-OH-Chol (Masse = 546) weist 2 Fragmente mit Massen von m/z 503 und m/z 456 auf,
was einer Abspaltung der Isopropylgruppe [M'(-43)] bzw. der Trimethylsilanolgruppe [M (-
90)] entspricht (Abbildung 3A). Diese Ionen weisen zwar hohere Massen aber geringere
Intensitdten auf als das Fragment mit Masse m/z 413. Dieses charakteristische Fragment
hochster Intensitit entsteht durch Abspaltung sowohl der Isopropyl- als auch der
Trimethylsilanolgruppe [M'(-43)(-90)] und wird daher im SIM-Modus hier massenselektiv
detektiert. Das Molekiilion [M'] der Masse m/z 546 tritt im Massenspektrum von 24S-OH-
Chol sowie in dem von 27-OH-Chol auf, da beide Verbindungen gleiches Molekulargewicht
besitzen. Das Fragment der Masse m/z 456, welches durch Abspaltung der
Trimethylsilanolgruppe [M'(-90)] aus dem TMS Derivat von 27-OH-Chol entsteht, hat die
hochste Masse und Intensitdt und dient daher der Bestimmung von 27-OH-Chol (Abbildung
3C). Die deuterierten Standards werden auf den entsprechend hdheren Massen gemessen
(Abbildungen 3B und 3D). Fiir den vierfach deuterierten Standard [23,23,24,25-"H4]24(R,S)-
OH-Chol reduziert sich die Markierung nach Fragmentierung auf eine dreifache Deuterierung,
so dass das Fragment hochster Intensitit die Masse m/z 416 aufweist. Bei [15,16,17,20,22-
*H5]27-OH-Chol bleibt auch nach der Fragmentierung die fiinffache Deuterierung erhalten,
die Verbindung wird daher auf der Masse m/z 461 massenselektiv detektiert.
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2.5 Durchfithrung der Analysen

2.5.1 Durchfiihrung der Analyse mittels Gaschromatographie-Flammenionisationsdetektion
Das Sterintrimethylsilyldthergemisch wurde mit einem HP 7683 Injektor auf eine vernetzte
Methylsilikon DB-XLB 122-1232 Kapillarsdule (J&W, Folsom, USA) (30m x 0,25 mm
Innendurchmesser x 0,25 pm Schichtdicke) in einem Hewlett Packard Gaschromatographen
(HP 6890) nach splittloser Injektion bei 280°C injiziert. Der Trigergasfluss — in unserem
Falle: Wasserstoff - betrug 1,1 ml/min. Die Ofentemperatur wurde zu Beginn fiir 3 min bei
150°C gehalten und dann mit einer Steigerungsrate von 30°C/min auf eine Endtemperatur von
290°C gefiihrt. Diese Temperatur blieb liber 22,33 min konstant. Der interne Standard So.-
Cholestan wurde mit einer Retentionszeit von 12,0 min und der Cholesterintrimethylsilyléther
mit einer Retentionszeit von 15,88 min im Flammenionisationsdetektor (FID) bei 280°C mit
einem kombinierten konstanten Sdulen- und Make-up-Fluss (Wasserstoff + Stickstoff; 30
ml/min) detektiert. Die Steuerung des Gaschromatographen und die Auswertung der
Gaschromatogramme sowie die Quantifizierung erfolgte durch die HP GC ChemStation
Software (Version 2.1.1.0) auf einem Kayak XA Pentium II-Computer. Zur Quantifizierung
wird die integrierte Fliche des Cholesterinpeaks durch die Fliche des 5a-Cholestanpeaks
dividiert und mit dem vorgegebenen Gehalt an internem Standard von 50 pg multipliziert.
Dies ergibt den Gehalt an Cholesterin in pg pro Probe. Bei einer eingesetzten Menge von 200
ul muss man diesen Betrag noch auf 100 ml umrechnen, um die Cholesterinkonzentration in
mg/dl anzugeben. Zur Validierung dieser Einpunkt-Eichmethode mit 5a-Cholestan als
internem Standard wurden die Ergebnisse der Serumkonzentrationen von Cholesterin einer
Einpunkt-Eichung gegeniiber einer erstellten Eichgerade verglichen. Die Ergebnisse zeigten
gute Ubereinstimmung beider Eichverfahren. Abbildung 3 zeigt die Eichkurve fiir Cholesterin
mit Sa-Cholestan als internem Standard in einem Konzentrationsbereich zwischen 0 und 200
ug/Probe. Zur Prizision der Methode wurde die gleiche Serumprobe sechsfach aufgearbeitet
und gemessen (Wiederholbarkeit), sowie eine aufgearbeitete Probe nach Silylierung
sechsmal hintereinander injiziert um die Stabilitit des Messinstrumentes zu zeigen. Fiir die
Wiederholbarkeit der Einpunkt-Methode ergab sich ein Variationskoeffizient von 1,45 %
(n=6) und fiir die Stabilitditsmessung des GC-FID ein Variationskoeffizient von 1,60 % (n=6).
Die Nachweisgrenze einer Substanz wird normalerweise ermittelt, indem man bekannte
niedrige Konzentrationen des Analyten mit substanzfreiem Medium gegeniiberstellt und die
minimale Konzentration ermittelt, bei der der Analyt gerade noch erfasst werden kann. Ein
Signal-Rausch-Verhéltnis von 3:1 wird zur Bestimmung der Nachweisgrenze akzeptiert. Bei

der Bestimmung von Cholesterin im Serum gibt es beziiglich der Nachweisgrenze fiir
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Cholesterin kein Problem. Daher wird die Nachweisgrenze fiir die GC-FID-Methode auf <
0.1 mg/dl durch den niedrigsten Punkt unserer Eichkurve festgelegt (Abbildung 4). Fiir die
Bestimmungsgrenze in biologischen Matrizes wird ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 10:1
festgelegt. Der Einfluss der chromatographischen Basislinie kann fiir den Analyten
Cholesterin vollstindig vernachlissigt werden. Das Signal-Rausch-Verhéltnis {ibersteigt hier
die Bestimmungsgrenze erheblich. Die Reinheit der Referenzsubstanzen wurde mittels GC-
FID und GC-MSD bestitigt und die Stammldsungen wurden bei 4°C unter Lichtausschluss

aufbewahrt. Pipetten und Wégeeinheiten wurden turnusmaéssig validiert.

Cholesterin Standardkurve
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[}
E f? 3.000 -
O, & 2.000 -
g2
:§ S 1.000 ~
T
*0.000 ‘
0 50 100 150 200 250
Cholesterin [ug/Probe]
Abbildung 4 Eichkurve fiir Cholesterin mit Sa-Cholestan als Internem Standard

2.5.2 Durchfiihrung der Analyse mittels Gaschromatographie-massenselektiver Detektion

Die sdulenchromatographische Trennung des Sterinsilylgemisches erfolgte auf einer 30 m
DB-XLB Kapillarsdule mit Helium als Triagergas. Der Tragergasfluss betrug 1.0 ml/min. Das
Temperaturprogramm startete gleichfalls mit 150°C fiir 1 min und wurde mit einer
Steigerungsrate von 30°C/min auf 290°C fortgefiihrt. Die Endtemperatur wurde iiber 30
Minuten gehalten. Die Injektor- und Transferlinetemperatur wurde auf 280°C fest eingestellt.
Die Multiplierspannung lag bei 2700 Volt. Der Elektronenstrom an der Kathode betrug 220
mA und die Elektronenimpakt-Ionisationsspannung wurde auf 70eV festgelegt. Das Selected-
Ion-Monitoring wurde 1im Daten-Acquirierungsprogramm so eingestellt, dass der
Quadrupolmassenfilter innerhalb einer Sekunde die gewédhlten m/z-Werte zweimal erfassen
kann. Vor jeder groferen Analysensequenz wurde zur Optimierung der Messeigenschaften
des MSD eine vorgegebene automatische Selbstjustierung mittels einer definierten Substanz
(PFTBA — Perfluortributylamin, Agilent Technologies, Waldbronn) in Form eines
»Autotunes durchgefiihrt. Der SIM-Modus wurde mit dem Ion m/z 370 fiir Epicoprostanol
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(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) begonnen. In Tabelle 1 sind die Retentionszeiten

und spezifischen Massen fiir jede gemessene Substanz aufgelistet.

Tabelle 1 Parameter zur gaschromatographischen Trennung und massenselektiven

Detektion von Trimethylsilylsterindthern

No. | TMSi-Ather von Kategorie Retentionszeit | m/z
[min]
1 Epicoprostanol ISTD 16,9 370
2 Desmosterin Cholesterinvorstufe | 19,6 441
3 Lathosterin Cholesterinvorstufe |20,3 458
4 Campesterin Phytosterin 21,3 472
5 Lanosterin Cholesterinvorstufe |23,8 393
6 Sitosterin Phytosterin 23,8 486
7 | [*H4]24R,S-Hydroxycholesterin |ISTD 25,0 416
8 24S-Hydroxycholesterin Cholesterinmetabolit | 25,1 413
9 ["H4]27-Hydroxycholesterin ISTD 28,7 461
10 |27-Hydroxycholesterin Cholesterinmetabolit | 28,9 456

Fiir jedes zu messende Sterin wurde eine eigene Eichgerade erstellt, die dariiber Aufschluss
gab, ob integrierte Peakflichen und eingesetzte Substanzkonzentrationen linear verlaufen.
Dies ist Voraussetzung fiir eine quantitative Bestimmung. Steigende Mengen an Sterinen und
unmarkierten Oxysterinen, denen je gleiche Mengen an Epicoprostanol bzw. mit stabilen
Isotopen markiertes 24(R,S)-Hydroxycholesterin und 27-Hydroxycholesterin zugesetzt
wurden, wurden mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie im SIM Modus gemessen
und das Verhéltnis der Peakfliche des unmarkierten zu der des jeweiligen Internen Standards
gegen die eingesetzten Substanzmengen (ng) aufgetragen.

Zur Identifizierung der jeweiligen Substanzen wurde die Identitdt der Massenspektren aller
Substanzen, die mittels GC-MSD im SCAN Modus aus Serumproben bestimmt wurden,
durch den Vergleich der Massenspektren mit authentischen Referenzsubstanzen bestétigt.
Selbst Analyte, die gaschromatographisch nicht eindeutig voneinander abgetrennt werden
konnten, konnten aufgrund ihrer spezifischen Massen im SIM Modus voneinander
unterschieden und quantifiziert werden. Somit konnte z. B. das Lanosterin (Serva
Feinbiochemika GmbH, Heidelberg) neben dem Sitosterin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Miinchen) bei sehr nahe beieinanderliegenden Retentionszeiten unterschieden werden.
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Die Linearitit der Eichkurven, die Spannweite und die Quantifizierungsgrenze wurde fiir

jede einzelne Substanz iiberpriift und wir erhielten fiir die Sterine und Oxisterine folgende

Charakteristika:
Tabelle 2 Eichgeradencharakteristika und Nachweisgrenzen
Analyt Achsenabschnitt | Anstieg | R Spannweite Quantifizierungs-
grenze
Desmosterin -0,0051 0,1453 [0,9996 |0,06-8.1 mg/dl |0,06 pg/dl
Lathosterin -0,004 0,760 [0,9996 |0,01-3.2 mg/dl |0,02 pg/dl
Campesterin -0,0025 0,2451 [0,9995 |0,02-55.6 mg/dl |0,02 pg/dl
Lanosterin -0,0071 0,7107 10,9995 |0,01-0,95 mg/dl |0,02 pg/dl
Sitosterin -0,0056 0,2221 ]0,9995 |0.35-83.9 mg/dl | 0,06 png/dl
24S-OH-Chol 0,022 0,0053 10,9996 |7-210 ng/ml 8 ng/ml
27-OH-Chol 0,0218 0,0044 10,9998 |12-360 ng/ml 10 ng/ml

2.6 Statistik

Alle Originaldaten wurden in Excel-Dateien eingetragen und in eine SPSS- (Statistical
Package for the Social Sciences, Version 12.0, SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) Basisdatei
zu weiteren statistischen Betrachtungen iibertragen. Die Daten erscheinen in den Tabellen als
Mittelwerte + Standardabweichung und in den Abbildungen als Mittelwerte der individuellen
prozentualen Unterschiede fiir den jeweiligen Parameter nach ansteigenden Konzentrationen
im Vergleich zum Ausgangswert oder der unterschiedlichen Dosierungen zueinander. Der
Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte fiir alle Parameter eine Normalverteilung. Mit der Prozedur
"T-Test bei gepaarten Stichproben" werden die Mittelwerte zweier Variablen fiir eine einzelne
Gruppe verglichen. Bei diesem Test werden fiir jeden Fall die Differenzen zwischen den
Werten der zwei Variablen berechnet und iiberpriift, ob der Durchschnitt von 0 abweicht. In
der Standardeinstellung wird ein 95%-Konfidenzintervall fiir die Differenz der Mittelwerte
angezeigt. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikanter Wert angenommen. Zur Beschreibung von
bivariaten Korrelationen wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson mit dem jeweiligen

Signifikanzniveau berechnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Serumkonzentrationen von Sterinen und deren Ratio zu Cholesterin im Verlauf der

Untersuchung — graphische Darstellung und Interpretation der Ergebnisse

3.1.1 Serumkonzentrationen des Cholesterins und seiner Vorstufen Lathosterin, Lanosterin
und Desmosterin

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede des gaschromatographisch

bestimmten Gesamtcholesterins zeigten nach 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine jeweils

signifikante Senkung um 17,8% (p = 0,001), nach 0,4 mg Cerivastatin/Tag um 19,4% (p <

0,001) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 22,6% (p < 0,001) (Abbildung 5). Der

Mittelwert der individuellen prozentualen Anderungen nach Gabe von 0,8 mg

Cerivastatin/Tag war um 5,8% (p = 0.011) hoher als nach Gabe von 0,2 mg Cerivastatin/Tag.

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede von Lathosterin zeigten nach
Behandlung mit 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine Senkung um 42,4% (p = 0,032), nach 0,4 mg
Cerivastatin/Tag um 57,8% (p < 0,009) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 56,8% (p <
0,008) (Abbildung 5). Zwischen den Mittelwerten der einzelnen Therapiegruppen gab es

keine signifikanten Unterschiede.

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede von Lanosterin zeigten nach
Behandlung mit 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine Senkung um 15,9% (p = 0,044), nach 0,4 mg
Cerivastatin/Tag um 20,9% (p < 0,015) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 21,8% (p <
0,012) (Abbildung 5). Zwischen den einzelnen Therapiegruppen gab es keine signifikanten

Unterschiede.

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede von Desmosterin zeigten nach
Behandlung mit 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine Senkung um 15,5% (p = 0,006), nach 0,4 mg
Cerivastatin/Tag um 23,9% (p = 0,001) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 25,5% (p =
0,008) (Abbildung 5). Der Mittelwert der individuellen prozentualen Anderungen nach Gabe
von 0,2 mg Cerivastatin/Tag war um 9,9% (p = 0.008) niedriger als nach Gabe von 0,4 mg
Cerivastatin/Tag und um 11,8% (p = 0.012) niedriger als nach Gabe von 0,8 mg

Cerivastatin/Tag.
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Abbildung 5 Mittelwerte der individuellen prozentualen ~Anderungen zum

Ausgangswert von Cholesterin (CHGC), Lathosterin (Latho), Lanosterin (Lano) sowie von
Desmosterin (Desmo) im Serum nach steigender Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4
mg/Tag und 0,8 mg/Tag). * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 signifikant unterschiedlich
zum Ausgangswert. ~ p < 0,05 signifikant unterschiedlich zur Gabe von 0,2 mg

Cerivastatin/Tag.

3.1.2 Ratios der Vorstufen Lathosterin, Lanosterin und Desmosterin zu Cholesterin

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede der Ratio Lathosterin zu
Cholesterin zeigten nach Behandlung mit 0,4 mg Cerivastatin/Tag eine signifikante Senkung
um 44,4% (p < 0,023) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 39,6% (p < 0,023) (Abbildung
6). Der Mittelwert der individuellen prozentualen Anderungen nach Gabe von 0,4 mg
Cerivastatin/Tag war um 20,1% (p = 0.032) hoher als nach Gabe von 0,2 mg
Cerivastatin/Tag.

Die verschiedenen Dosierungen zeigten im Vergleich der Mittelwerte der individuellen
prozentualen Anderungen der Ratios Lanosterin und Desmosterin zu Cholesterin weder zum

Ausgangswert noch untereinander signifikante Unterschiede (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Mittelwerte der individuellen prozentualen Anderungen zum

Ausgangswert der Ratios von Lathosterin (R _Latho), Lanosterin (R_Lano) und Desmosterin
(R_Desmo) zu Cholesterin im Serum nach steigender Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4
mg/Tag und 0,8 mg/Tag). * p < 0,05 signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert.  p <
0,05 signifikant unterschiedlich zur Gabe von 0,2 mg Cerivastatin/Tag

3.1.3 Serumkonzentrationen der Cholesterinmetabolite 24S- und 27-Hydroxycholesterin

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede von 24S-Hydroxycholesterin
zeigten nach Behandlung mit 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine Senkung um 28,7% (p < 0,001),
nach 0,4 mg Cerivastatin/Tag um 31,5% (p < 0,001) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um
36,1% (p = 0,008) (Abbildung 7). Der Mittelwert der individuellen prozentualen Anderungen
nach Gabe von 0,8 mg Cerivastatin/Tag war um 10,3% (p = 0.024) niedriger als nach Gabe
von 0,2 mg Cerivastatin/Tag und um 6,8% (p = 0.025) niedriger als nach Gabe von 0,4 mg
Cerivastatin/Tag.

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede von 27-Hydroxycholesterin
zeigten nach Behandlung mit 0,2 mg Cerivastatin/Tag eine Senkung um 24,2% (p < 0,004),
nach 0,4 mg Cerivastatin/Tag um 28,5% (p < 0,005) und nach 0,8 mg Cerivastatin/Tag um
31,2% (p < 0,004) (Abbildung 7). Der Mittelwert der individuellen prozentualen Anderungen
nach Gabe von 0,8 mg Cerivastatin/Tag war um 9,3% (p = 0.033) niedriger als nach Gabe von
0,2 mg Cerivastatin/Tag.
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Abbildung 7 Mittelwerte der individuellen prozentualen ~Anderungen zum

Ausgangswert von 24S-Hydroxycholesterin (24S-OH-Chol) und 27-Hydroxycholesterin (27-
OH-Chol) im Serum nach steigender Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8
mg/Tag). ** p < 0,01; *** p < 0,001 signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert.  p <
0,05 signifikant unterschiedlich zur Gabe von 0,2 mg Cerivastatin/Tag. * p < 0,05 signifikant

unterschiedlich zur Gabe von 0,4 mg Cerivastatin/Tag

3.1.4 Ratios der Cholesterinmetabolite zu Cholesterin

Die verschiedenen Dosierungen zeigten im Vergleich der Mittelwerte der individuellen
prozentualen Anderungen der Ratios 24S-Hydroxycholesterin und 27-Hydroxycholesterin zu
Cholesterin weder zum Ausgangswert noch untereinander signifikante Unterschiede

(Abbildung 8).
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Abbildung 8 Mittelwerte der individuellen prozentualen Anderungen zum

Ausgangswert der Ratios von 24S-Hydroxycholesterin (R 24S-OH-Chol) und 27-
Hydroxycholesterin (R _27-OH-Chol) zu Cholesterin im Serum nach steigender
Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag).

3.1.5 Serumkonzentrationen der pflanzlichen Sterine Campesterin und Sitosterin

Die verschiedenen Dosierungen zeigten im Vergleich der Mittelwerte der individuellen
prozentualen Anderungen von Campesterin und Sitosterin weder zum Ausgangswert noch

untereinander signifikante Unterschiede (Abbildung 9).
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Prozentuale Anderung [A%]
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Abbildung 9 Mittelwerte der individuellen prozentualen ~Anderungen zum

Ausgangswert von Campesterin (Camp) und Sitosterin (Sit) im Serum nach steigender

Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag).

3.1.6 Ratios der pflanzlichen Sterine zu Cholesterin

Die Mittelwerte der individuellen prozentualen Unterschiede der Ratio von Campesterin zu
Cholesterin waren im Vergleich zum Ausgangswert nach Behandlung mit 0,4 mg
Cerivastatin/Tag um 26,5% (p < 0,021) und mit 0,8 mg Cerivastatin/Tag um 38,6% (p <
0,024) jeweils signifikant hoher (Abbildung 10). Dies ist aber nicht von Bedeutung, da sich
dieses Ergebnis nur daraus ergibt, dass sich die absoluten Campesterinkonzentrationen nicht
andern, sondern die entsprechenden Cholesterinwerte gesenkt werden. Dies gibt dann rein

mathematisch einen Anstieg der Ratios zwischen Campesterin und Cholesterin.

Die verschiedenen Dosierungen zeigten im Vergleich der Mittelwerte der individuellen
prozentualen Anderungen der Ratio Sitosterin zu Cholesterin weder zum Ausgangswert noch

untereinander signifikante Unterschiede (Abbildung 10).
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Prozentuale Anderung [A%]
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Abbildung 10 Mittelwerte der individuellen prozentualen Anderungen zum

Ausgangswert der Ratios von Campesterin (R_Camp) und Sitosterin (R_Sit) zu Cholesterin
im Serum nach steigender Cerivastatindosierung (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag). *

p < 0,05 signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert.



3.2 Serumkonzentrationen von Sterinen und deren Ratio zu Cholesterin im Verlauf der

Untersuchung — tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

3.2.1 Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Parameter sowie deren Ratio zu

Cholesterin

In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte + SD von Cholesterin, seinen Vorstufen, seinen

Metaboliten sowie den pflanzlichen Sterolen und deren Ratios zu Cholesterin aufgefiihrt.

Tabelle 3 Serumkonzentrationen (Mittelwert £ SD) von Cholesterin, seinen Vorstufen
Lathosterin,  Lanosterin, = Desmosterin, seinen  Metaboliten  24S-
Hydroxycholesterin (24S-OH-Chol und 27-Hydroxycholesterin (27-OH-Chol),
sowie den pflanzlichen Sterolen Campesterin und Sitosterin, und deren Ratios
zu Cholesterin (R _Sterin) vor (Ausgangswert) und wéhrend ansteigender
Cerivastatindosierungen (0,2 mg/Tag, 0,4 mg/Tag und 0,8 mg/Tag) bei
normocholesterindimischen Probanden (n=6)

Ausgangswert 0,2 mg/Tag 0,4 mg/Tag 0,8 mg/Tag

Cholesterin mg/dl 209 + 24° 171 +21° 168 + 24° 161 +21%¢

Lathosterin mg/dl | 0,25+0,11 0,13 +0,04" 0,10£0,03° | 0,10£0,03"

Lanosterin ug/dl 23,9+3,2 19,8 +1,2° 18,6 +0,8" 18,4 +0,6"

Desmosterin mg/dl | 0,28 +0,04 0,23 + 0,02 0,21 +0,02°¢ | 0,20+ 0,02°¢

24S-OH-Chol ng/ml 102 +21 73 + 18° 70 + 18° 65+ 17

27-OH-Chol ng/ml 142 + 38 108 + 30 101 +23° 97 £ 274

Campesterin mg/dl 0,35+0,17 0,34 £ 0,15 0,33 +£0,14 0,33 +0,11

Sitosterin mg/dl 0,21 +0,13 0,17+0,10 0,17 +0,10 0,16 + 0,09

R Lathosterin ug/mg 1,18+ 0,53 0,77 £ 0,18 0,60 + 0,14*¢ 0,66 +0,16"

R Lanosterin ug/mg 0,11 +£0,02 0,12 +0,01 0,11 +£0,07 0,12 +0,02

R Desmosterin ug/mg 1,30+ 0,29 1,37 £ 0,24 1,27+ 0,17 1,32+ 0,16

R 24S-OH-Chol ng/mg 47+ 10 43+ 12 43+ 12 42+ 10

R 27-OH-Chol ng/mg 65+11 62+ 12 61+ 14 62+ 14

R Campesterin pg/mg 1,54 £ 0,46 1,95+ 0,83 2,00 £0,78" 2,14 £0,74*

R Sitosterin ug/mg 0,90 + 0,40 0,96 + 0,50 1,00 + 0,57 1,02 + 0,49

@ p<0,05, ° P<0,01,° P<0,001 signifikant unterschiedlich zum Ausgangswert
d P<0,05, ° P<0,01 signifikant unterschiedlich zu 0,2 mg Cerivastatin/Tag

f p<0,05, signifikant unterschiedlich zu 0,4 mg Cerivastatin/Tag




3.2.2 Korrelationsbetrachtungen der einzelnen Parameter
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Tabelle 4 Bivariate Korrelationen nach Pearson und deren Signifikanzniveaus fiir
Cholesterin (CHGC), Lathosterin (Latho), Lanosterin (Lano), Desmo
(Desmosterin), 24S-Hydroxycholesterin (24S-OH), 27-Hydroxycholesterin
(27-OH), Campesterin (Camp) und Sitosterin (Sit)

Latho Lano Desmo 24S-OH | 27-OH Camp Sit

CHGC 0,579° 0,642 0,493 0,654 0,825 0,482 0,682

0,003" 0,001 0,014 0,001 0,000 0,017 0,000

Latho 0,922 0,706 0,345 0,396 0,107 0,200

<0,001 <0,001 0,099 0,056 0,619 0,349
Lano 0,684 0,516 0,517 0,174 0,304
<0,001 0,010 0,010 0,416 0,149
Desmo 0,551 0,429 -,214 -0,029
0,005 0,037 0,314 0,893
24S-OH 0,890 0,330 0,365
<0,001 0,116 0,114
27-OH 0,548 0,790
0,006 <0,001

Camp 0,908

<0,001

# Korrelation nach Pearson

b Signifikanz (2-seitig)
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4. DISKUSSION

Statine haben eine Vielzahl bekannter und moglicherweise auch unbekannter Effekte auf
bekannte und unbekannte, wichtige und weniger wichtige Marker des vaskuldren Risikos. Das
LDL-Cholesterin ist nach den Ergebnissen vorliegender Interventionsstudien zu
verschiedenen cholesterinsenkenden Therapien weder ein valider Surrogatmarker fiir
kardiovaskuldre Ereignisse noch fiir die Gesamtsterblichkeit (D'Agostino, 2000). Um den
Nutzen einer Statintherapie in Bezug auf patientenrelevante Endpunkte zu tiberpriifen, sind
daher fiir alle Substanzen entsprechende Langzeitstudien notwendig, die genau diese
Endpunkte und die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen priifen und nicht alleine nur
Surrogatmarker wie z.B. das LDL-Cholesterin, das HDL-Cholesterin, das C-reaktive Protein,
Effekte auf Parameter der Blutgerinnung oder andere.

Verschiedene Statine senken dosisabhidngig den Gesamtcholesteringehalt zwischen 17-35%
(Edwards und Moore, 2003). Die Ergebnisse unserer Untersuchung bestétigten vorherige
Beobachtungen, dass die tégliche Einnahme von Cerivastatin in unterschiedlichen
Dosierungen zwischen 0,2 - 0,8 mg/Tag die Plasmakonzentrationen des Gesamtcholesterins
senkt. Die Behandlung mit 0,4 mg Cerivastatin fithrt zu vergleichbaren Ergebnissen wie die
mit 40 mg Pravastatin (Edwards und Moore, 2003). Somit war zunichst einmal ein
Medikament gefunden, welches in hundertfach niedrigerer Dosierung einen &quivalenten
Effekt zeigte.

Aus einer Metaanalyse von 2.316 Patienten, die unterschiedliche Dosierungen (feste oder
titrierte) an Cerivastatin erhielten, ergibt sich eine mittlere gewichtete Reduktion von der
Ausgangskonzentration (266 mg/dl) von 62 mg/dl und somit um 22% (Edwards und Moore,
2003). In unserer Untersuchung lag der Ausgangswert bei 210 mg/dl. Unter einer titrierten
Dosierung beginnend mit 0,2 mg/Tag iiber 0,4 mg/Tag bis zu 0,8 mg/Tag konnte eine mittlere
Reduktion um 17.8% tiber 19.4% bis zu 22.6% erzielt werden. Dies korrelierte sehr gut mit
den Ergebnissen o0.g. Metaanalyse.

Die Beurteilung von Absolutwerten von Surrogatmarkern in Serumproben ist problematisch.
Neben der Hemmung der endogenen Cholesterinsynthese steigern Statine die LDL-
Rezeptoraktivitit (Brown und Goldstein, 1981; Schachter, 2005). Dies hat zur Folge, dass alle
LDL-gebundenen Sterine - somit auch die steroidalen Cholesterinvorstufen wie Lathosterin,
Desmosterin und Lanosterin, die Abbauprodukte 24S- und 27-Hydroxycholesterin als auch
die pflanzlichen Sterine, Campesterin und Sitosterin - dem Serum entzogen werden. Alle o.g.
Sterine wiesen in der Analyse unserer Zielparameter signifikante Korrelationen mit

Cholesterin auf. Ferner korrelierten jeweils die Vorstufen, die Metabolite 24S- und 27-
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Hydroxycholesterin als auch die pflanzlichen Sterine untereinander. Bisher scheint es daher
am wahrscheinlichsten, dass die positiven Korrelationen zwischen den Sterinvorstufen, den
Oxisterinen und den pflanzlichen Sterinen mit dem Gesamtcholesterin in Serum und Plasma
durch den gemeinsamen Transport mittels Lipoproteinen erkliart werden kénnen (Babiker und
Diczfalusy, 1998). Aus diesem Grunde miissen zur Beurteilung von Anderungen dieser Art
von Surrogatmarkern im Serum oder Plasma die Absolutkonzentrationen fiir die Anderungen
im Cholesterin korrigiert werden. Dies geschieht durch die Bildung der Ratio des
entsprechenden Sterins zu Cholesterin.

Lathosterin und der Quotient Lathosterin zu Cholesterin korrelieren signifikant mit der
hepatischen HMG-CoA-Reduktase-Aktivitit (Bjorkhem et al., 1987). Da die Leber beim
Menschen den groBiten Beitrag zur Cholesterinsynthese leistet, kann fiir gewisse
Untersuchungen die Ratio Lathosterin zu Cholesterin vereinfachend als Marker der
Gesamtkorpercholesterinsynthese eingesetzt werden (Kempen et al., 1988; Sudhop et al.,
2002). Interessanterweise folgten in unserer Untersuchung die Anderungen in den iibrigen
Cholesterinvorstufen Lanosterin und Desmosterin nicht so deutlich denen des Lathosterins.
Die Cholesterinbiosynthese kann iiber zwei, sich iiberschneidende Wege ablaufen, den
Kandutsch-Russell- oder den Bloch-Stoffwechselweg (Liitjohann et al., 2002). Die Auswahl
des Stoffwechselweges wird durch die Stufe bestimmt, auf welcher die Doppelbindung an der
Position des Kohlenstoffatomes ,,C-24* (siche Abbildungen 1 und 2 - Einleitung) in der
Sterinseitenkette reduziert wird. Wenn diese Doppelbindung bis zum letzten Reaktionsschritt
aufrechterhalten wird, geht die Synthese hauptsdchlich iiber Desmosterin (Bloch-
Stoffwechselweg), wohingegen die frithe Reduktion primédr zur Bildung von Lathosterin und
7-Dehydrocholesterin ~ fithrt  (Kandutsch-Russell-Stoffwechselweg). Die  biologische
Bedeutung dieser Komplexitit ist noch unklar. In der Peripherie und im Leberstoffwechsel
spielt Lathosterin wohl eine bedeutendere Rolle als das Lanosterin und Desmosterin, wahrend
im noch reifenden ZNS die Cholesterinsynthese zunéchst iiber Desmosterin beglinstigt wird,
sich aber im adulten Zustand in Richtung Lathosterin und somit Kandutsch-Russell-
Stoffwechselweg verschiebt (Liitjohann et al., 2002; Vainio et al., 2006). Somit zeigte sich im
Lathosterin eine deutlich hohere signifikante Senkung im Vergleich zu den beiden anderen
Vorstufen Lanosterin und Desmosterin. Daraus ergab sich fiir die Ratio zu Cholesterin eine
signifikante Anderung fiir Lathosterin, wihrend die Ratios Lanosterin und Desmosterin zu
Cholesterin geringfiigig, aber nicht signifikant anstiegen. Fiir weitere Untersuchungen von

Serumparametern lésst sich hieraus schliessen, dass allein die Beurteilung der Anderungen
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der Ratio Lathosterin zu Cholesterin  hinreichend iiber ~Anderungen  der
Cholesterinbiosynthese Auskunft gibt.

Pflanzliche Sterine wie Campesterin und Sitosterin im menschlichen Korper stammen
ausschliesslich aus der Nahrung und konnen weder endogen synthetisiert noch in
Gallensduren umgewandelt werden. Sie werden somit auch unveridndert als Campesterin und
Sitosterin wieder bilidr ausgeschieden (Sudhop et al., 2005; von Bergmann et al., 2005).
Wihrend die prozentuale Resorptionsrate fiir Cholesterin zwischen 30-70% variiert (MW ca.
50%), liegt die Resorptionsrate fiir Campesterin bei ca. 15% und fiir Sitosterin bei bis zu 5%.
Die Aufnahme und Abgabe pflanzlicher Sterine wird {iber den ABCGS5/GS8-
Tandemtransporter reguliert (Lee et al., 2001). Die Ratio von Campesterin zu Cholesterin im
Serum gilt als Surrogatmarker der intestinalen Cholesterinresorptionsrate (Miettinen et al.,
1990; Sudhop et al., 2002). In der hier vorliegenden Untersuchung wurden ebenfalls die
Anderungen der Konzentrationen pflanzlicher Sterole iiber die verschiedenen
Therapiezeitraume verglichen. Wéhrend die absoluten Phytosterinkonzentrationen sich im
Verlauf der Dosissteigerung nicht signifikant dnderten, nahm die Ratio von Campesterin zu
Cholesterin nach einer Gabe von 0,4 und 0,8 mg Cerivastatin/Tag signifikant zu. Dies ist
jedoch rein mathematisch zu erkldren, da die Abnahme von Campesterin iiber die
verschiedenen Zeitrdume wesentlich weniger ausgepragt erschien als die des Cholesterins und
sich somit bei der Bildung der Ratio eine positive Anderung (Anstieg) berechnen liess.
Wihrend bei pharmakologisch induzierter Hemmung der intestinalen Cholesterinresorption
eine deutliche initiale Steigerung der endogenen Cholesterinsynthese in der Leber
nachgewiesen wird (Sudhop et al., 2002), erscheint es bisher nicht eindeutig nachgewiesen,
dass die verminderte Cholesterinsynthese nach Gabe von Statinen eine Erhohung der
intestinalen Resorption von Cholesterin zur Folge hat. Bisher konnte nur nach Gabe von
Atorvastatin ein Anstieg in der Absolutkonzentration pflanzlicher Sterine gezeigt werden
(Miettinen und Gylling, 2003; Paiva et al., 2005). Cerivastatin zeigte dies in der hier
beschriebenen Untersuchung jedenfalls nicht. Die Unterschiede in den Mittelwerten der
prozentualen Anderungen von Campesterin und Sitosterin sind statistisch signifikant, obwohl
die Standardabweichungen sehr hoch sind. Dies wurde bisher noch bei keinem der
analysierten Statine gesehen (Paiva et al., 2005; Thelen et al., 2006). Ein moglicher Grund
hierfiir konnte eine unterschiedliche Kompartimentierung von Campesterin und Sitosterin
beziiglich ihres Transportes in Lipoproteinen sein. Hiernach miisste Sitosterin zu dhnlicheren
Anteilen im LDL vorhanden sein wie Cholesterin, wihrend dies fiir Campesterin nicht gilt.

Aufgrund der individuell verschiedenen Anderungen in den Serumkonzentrationen fiir
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Campesterin und Sitosterin bei unseren 6 Probanden ist dies jedoch dusserst schwierig zu
beurteilen und muss an grosseren Kollektiven kontrolliert werden.

Bei 12 Miénnern und 6 Frauen im Alter von durchschnittlich 50 Jahren mit primérer
Hypercholesterindmie, die iiber 6 Monate 80 mg Simvastatin tdglich erhielten, konnte
erstmals gezeigt werden, dass Simvastatin offensichtlich den Cholesterinmetabolismus im
zentralen Nervensystem beeinflusst (Locatelli et al., 2002). Der Gehalt an 24S-
Hydroxycholesterin im Plasma, welches beim Menschen ausschliesslich in Neuronen
synthetisiert und iiber die Blut-Hirnschranke in die Peripherie transportiert wird, wird schon
nach 6 Wochen deutlich reduziert (Locatelli et al., 2002). Eine zusitzliche prozentuale
Senkung des Gehaltes an 24S-Hydroxycholesterin nach 6 bis 24 Wochen geschieht
unabhingig von der Reduktion im Gesamplasmacholesterin. Dies weist auf unterschiedliche
Wirkungsorte hin und ldsst auf einen Effekt des Simvastatins auf den
Cholesterinmetabolismus im Gehirn schliessen. Die Hemmung der Cholesterinbiosynthese
wurde auch in dieser Studie durch die Senkung der Ratio von Lathosterin zu Cholesterin,
einem Indikator der hepatischen und Gesamtcholesterinsynthese (Bjorkhem et al., 1987;
Kempen et al.,, 1988) nachgewiesen. In unserer Untersuchung zeigte sich beziiglich der
Anderungen im absoluten Serumgehalt von 24S-Hydroxycholesterin eine dosisabhingige
signifikante Senkung. Dies konnte ebenso fiir die Anderungen im Gehalt an 27-
Hydroxycholesterin bestitigt werden, jedoch nicht fiir die Anderungen in der Konzentration
an Lathosterin, wo schon nach der Therapie mit 0,4 mg/Tag Cerivastatin die maximale
Synthesehemmung erzielt wurde.

Eine positive Korrelation zwischen den Plasmakonzentrationen von 24S-Hydroxycholesterin
und dem Gesamtcholesterin konnte bisher in wenigen Untersuchungen gefunden werden
(Bjorkhem et al., 1998; Bretillon et al., 2000a; Locatelli et al., 2002). Diese Korrelation wird
unter anderem durch einen geringen Cholesterinfluss von der Peripherie ins ZNS erklért, der
durch die Umwandlung des aus dem Blutkreislauf stammenden Cholesterins in 24S-
Hydroxycholesterin und dessen Ausscheidung iiber die Blut-Hirn-Schranke kompensiert wird.
Dieser Prozel konnte das Gehirn vor einer von den Cholesterinplasmakonzentrationen
abhingigen Cholesteriniiberladung schiitzen (Bjorkhem et al., 1998). Ob solch ein
Cholesterintransfer von der Peripherie ins ZNS stattfinden kann, ist jedoch bisher sehr
fraglich (Danik et al., 1999). Auch die positive Korrelation zwischen 27-Hydroxycholesterin
und Cholesterin wurde bereits mehrfach nachgewiesen (Babiker et al., 1999; Harik-Khan und
Holmes, 1990). Analog zu den Befunden aus o.g. Untersuchung zum

Cholesterinmetabolismus nach Gabe von 80 mg Simvastatin iiber 6 Monate (Locatelli et al.,
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2002) konnten wir flir die absoluten Serumkonzentrationen an 24S-Hydroxycholesterin
dosisabhiingige Abnahmen erkennen, jedoch waren die Anderungen der Ratio 24S-
Hydroxycholesterin zu Cholesterin nicht signifikant, obwohl auch dort die Abnahmen
deutlich dosisabhingig waren. Analog zum 24S-Hydroxycholesterin wurden auch die
Konzentrationen an 27-Hydroxycholesterin, wenn auch geringfiigiger, dosisabhingig und
signifikant gesenkt. Die Senkung der Ratio von 27-Hydroxycholesterin zu Cholesterin hatte
jedoch schon nach 0.4 mg Cerivastatin tdglich ihr Maximum erreicht.

Da beide Oxysterine zu gleichen Anteilen in LDL-Partikeln transportiert werden (Babiker und
Diczfalusy, 1998), ist die stirkere Senkung des 24S-Hydroxycholesterins unter Cerivastatin
nicht nur auf die ausgeprégtere Senkung des Gesamtcholesterins, dem Subtrat fiir Oxysterine,
zurlickzufiihren. Sollte 24S-Hydroxycholesterin im Gehirn vor allem aus peripherem tiiber die
Blut-Hirn-Schranke transportiertem Cholesterin entstehen (Bjorkhem et al., 1997; Liitjohann
et al., 1996), dann konnte eine durch Statine gesenkte Cholesterin-Serumkonzentration eine
verminderte 24S-Hydroxilierung im Gehirn bewirken. Allerdings passieren Lipoproteine und
freies Cholesterin kaum die Blut-Hirn-Schranke (Danik et al., 1999). Das Gehirn weist einen
eigenen, vom peripheren Kreislauf unabhéngigen Cholesterinstoffwechsel auf (Danik et al.,
1999). Es kann daher vermutet werden, dass das lipophile Cerivastatin nach Passage der Blut-
Hirn-Schranke  eine  Hemmung der zerebralen  Cholesterin- und/oder  24S-
Hydroxycholesterinsynthese bewirkt. Eine direkte Hemmung der 24S-Hydroxylase durch
Statine insbesondere durch Cerivastatin ist bisher nicht untersucht und kann daher auch nicht
vollstindig ausgeschlossen werden. In Tierexperimenten wird gezeigt, dass Simvastatin in
sehr hoher Dosierung sowohl beim Meerschweinchen als auch bei Mausen die de novo
Cholesterinsynthese im Gehirn vermindert, wéhrend der Gesamtcholesteringehalt im ZNS
nicht davon beeinflusst wird (Fassbender et al., 2001; Liitjohann et al., 2004; Thelen et al.,
2005).

Wihrend der dosissteigernden Therapie korrelierten die Senkungen von 24S- und 27-
Hydroxycholesterin signifikant miteinander. Nur die Anderungen von 27-Hydroxycholesterin
korrelierten mit den prozentualen Gesamtcholesterinsenkungen. Das Fehlen einer Korrelation
zwischen den Anderungen von 24S-Hydroxycholesterin und Cholesterin sowie die
ausgeprigtere Senkung von 24S-Hydroxycholesterin im Vergleich zum Gesamtcholesterin
konnte auch fiir dieses lipophile Statin auf einen teilweise unterschiedlichen Wirkungsort von
Cerivastatin auf die Cholesterin- und/oder 24S-Hydroxycholesterinsynthese schliessen lassen.
Dies war bisher der erste Befund, der auf einen moglichen Einfluss von Cerivastatin auf den

Cholesterinmetabolismus im Gehirn hindeutet. Die fehlende Signifikanz zu den gezeigten
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Anderungen in der Ratio 24S-Hydroxycholesterin zu Cholesterin kann durchaus in der
geringen Anzahl der Teilnehmer (n=6) begriindet sein. Da schwerwiegende Nebenwirkungen
bei Cerivastatin zur Marktriicknahme gefiihrt haben, werden weitere Untersuchungen beim
Menschen aus ethischen Griinden wohl nicht mehr durchgefiihrt werden konnen. Insofern
stellt diese retrospektive Untersuchung vorlaufig eine Art letzte Moglichkeit zur Analyse des
Wirkprofils von Cerivastatin auf den Hirn-Cholesterinmetabolismus beim Menschen dar. Es
wire jedoch nun von grossem Interesse, diesen bisher einmaligen Befund im Tiermodell

weiter zu untersuchen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde der EinfluB von Cerivastatin, einem lipophilen 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktasehemmer, in aufsteigenden Dosierungen iiber jeweils 6
Wochen auf endogene Serummarker des Cholesterinmetabolismus, insbesondere auf einen
Surrogatmarker des zerebralen Cholesterinstoffwechsels, das 24S-Hydroxycholesterin,
untersucht.

Niichternblutproben wurden unmittelbar vor Studienbeginn als Basismessung sowie im
Studienverlauf nach 6, 12 und 18 Wochen zur Analyse entnommen. Neben den
gaschromatographischen Plasmakonzentrationen an Gesamtcholesterin  wurden die
Konzentrationen der Cholesterinvorstufen, der Abbauprodukte, sowie der pflanzlichen Sterine
mittels hochsensitiver und -selektiver Gaschromatographie-Massenspektrometrie bestimmt.
Die Analysen erfolgten retrospektiv aus Plasmaproben von 6 normocholesterindmischen
Probanden im Alter zwischen 24 und 48 Jahren.

Neben einer deutlichen Senkung des Gesamtcholesterins wurden {iber die unterschiedlichen
Therpieintervalle auch die absoluten Plasmakonzentrationen der Cholesterinvorstufen
Lathosterin, Desmosterin und Lanosterin, des hirnspezifischen Metaboliten 24S-
Hydroxycholesterin und des ubiquitiren Metaboliten 27-Hydroxycholesterin gesenkt. Die
signifikante und dosisrelevante Senkung der Ratio Lathosterin zu Cholesterin weist auf eine
deutliche Hemmung der endogenen Cholesterinbiosynthese im Gesamtorganismus hin. Die
Ratio Campesterin zu Cholesterin ist ein anerkannter Serummarker fiir die
Cholesterinresorptionsrate. In diesem Falle geht jedoch der Anstieg der Ratio von
Campesterin zu Cholesterin nicht mit einer héheren Aufnahme von Nahrungscholesterin
einher, sondern stellt nur ein rein mathematisches Ergebnis dar.

Die Ratio von 24S-Hydroxycholesterin wurde im Gegensatz zur Ratio 27-Hydroxycholesterin
zu Cholesterin zwar dosisabhéngig erniedrigt; dies war jedoch statistisch nicht signifikant.
Trotzdem ldsst dieses Ergebnis vermuten, dass Cerivastatin in der hier verwendeten
Personengruppe iiber den gewidhlten Therapiezeitraum einen FEinfluss auf die

Cholesterinsynthese im Gehirn aber nicht auf den Abbau in der Peripherie hat.
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