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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Mitochondrien
1.1.1. Aufbau der Mitochondrien

1.1.1.1. AuRere und innere mitochondriale Membran

Mitochondrien haben einen Durchmesser von ca. 0,5-1 uM. Sie sind von zwei
hochspezialisierten Membranen, der inneren Membran und der auf’eren Membran,
umgeben (Abb. 1.1). Dadurch entstehen 2zwei getrennte Mitochondrien-
kompartimente: die interne Matrix und ein viel schmalerer Intermembranraum. Die
Aullenmembran ist fir Molekule mit einer GroRe von 5000 Dalton oder weniger
durchlassig. Dies kommt durch das Transportprotein Porin zustande, das grof3e,
wasserhaltige Kanale in der Lipiddoppelschicht bildet (Lloreta-Trull, J. and Serrano,
S., 1998). Die Innenmembran ist hoch spezialisiert. Sie ist zur VergroRerung der
Oberflache in zahlreiche Cristae gefaltet. In diesen Cristae befinden sich die Enzyme
der mitochondrialen  Atmungskette. Die Lipiddoppelschicht der inneren
mitochondrialen Membran enthalt Cardiolipin, das die Membran besonders
undurchlassig fur lonen macht (Capaldi, R. A. et al., 1983). Sie ist nur durchlassig fur

Moleklile, fur die spezielle Transportproteine vorhanden sind.

1.1.1.2. Mitochondriale Matrix

Dieser groRe Innenraum enthalt eine hochkonzentrierte Mischung hunderter
Enzyme, wie z.B. Enzyme des Zitronensaurezyklus und fur die Oxidation von Pyruvat
und Fettsauren. Die Matrix enthalt auch das mitochondriale Genom, spezielle
mitochondriale Ribosomen, transferRNAs und vielfaltige Enzyme, die fur die

Expression der mitochondrialen Gene notwendig sind.
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(Fettsauren)

Pyruvat Intermembranraum

Matrix
aulRere Membran

innere Membran Fettsauren

Pyruvat
T Acetyl-CoA r'e

v

Zitronensaurezyklus —» CO,

L» NADH

co,

ATP ATP

Abb. 1.1: Aufbau und Funktion der Mitochondrien

1.1.2. Funktion der Mitochondrien

1.1.21. Zitronensaurezyklus

Mitochondrien kdnnen sowohl Pyruvat als auch Fettsduren als Brennstoff benutzen.
Pyruvat entsteht im Zytosol durch Glykolyse aus Glukose. Im Gehirn erfolgt die
Energiegewinnung ausschlieBlich Uber den Glukose/Pyruvatweg. Das Gehirn weist
einen hohen Energiebedarf auf, weshalb ein hoher Glukosebedarf besteht.

Pyruvat und Fettsduren werden Uber die innere mitochondriale Membran
transportiert und in der mitochondrialen Matrix in Acetyl-CoA verwandelt. Die
Acetylgruppen werden dann im Zitronensaurezyklus oxidiert. Im Verlauf des
Zitronensaurezyklus werden energiereiche Elektronen erzeugt, die von NAD" und
FAD ubernommen werden unter Bildung von NADH und FADH,. Die gebildeten
energiereichen Elektronen werden dann auf die Atmungskette Ubertragen.
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1.1.2.2. Mitochondriale Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus finf Atmungsketten-Komplexen:
Komplex |  (NADH-Dehydrogenase), Komplex |l (Succinat-Ubichinon-
Oxidoreduktase), Komplex Ill (Ubichinon-Cytochrom-C-Reduktase; Cytochrom-b-c4-
Komplex), Komplex IV (Cytochrom-C-Oxidase) und Komplex V (ATP-Synthase)
(Abb. 1.2). Der NADH-Dehydrogenase-Komplex ist der grolite
Atmungskettenkomplex. Er enthalt mehr als 40 Polypeptidketten. Er empfangt die
energiereichen Elektronen aus dem Zitratzyklus von NADH und lenkt sie durch ein
Flavin (FMN) und wenigstens sieben Eisen-Schwefelzentren zum Ubichinon (UQ)
(Abb. 1.2). Ubichinon Ubertragt die Elektronen auf die Cytochrom-C-Reduktase. Die
Cytochrom-C-Reduktase enthalt mindestens elf Polypeptidketten und arbeitet als
Dimer. Jedes Momomer enthalt drei Hamkomponenten und ein Eisen-Schwefel-
Protein. Die Hamkomponenten sind jeweils an Cytochrome gebunden. Die
empfangenen Elektronen werden auf Cytochrom C Ubertragen, welches das Elektron
auf den Cytochrom-C-Oxidase-Komplex Ubertragt. Der Cytochrom-C-Oxidase-
Komplex stellt ebenfalls ein Dimer da. Jedes Monomer enthalt 13 verschiedene
Polypeptidketten sowie zwei Cytochrome und zwei Kupferatome. Der Komplex
empfangt ein Elektron von Cytochrom C, speichert vier Elektronen und gibt sie an
Sauerstoff ab. Der Elektronentransfer ist gekoppelt an einen Protonentransport von
der Matrix in den Intermembranraum. Dieser Transport der Protonen hat zwei
wichtige Folgen: 1) Es wird ein pH-Gradient erzeugt. Dabei ist der pH-Wert in der
Matrix groRer als im Cytosol, wo der pH-Wert nahe 7 liegt. Der pH-Wert im
Intermembranraum gleicht dem des Cytosols, weil die aullere mitochondriale
Membran durchlassig fur kleine Molekule ist. 2) Es wird ein Spannungsgradient Uber
der inneren mitochondrialen Membran erzeugt (Membranpotential), dabei wird die
Innenseite negativ und die Aulenseite positiv. Das Membranpotential betragt
ungefahr -140 mV. Zusammengenommen bilden der pH-Gradient und das

Membranpotential einen elektrochemischen Protonengradienten.
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$34
b

4H* 2H* / \ZH+

NADH FADH, HO %0, +2H"

Abb. 1.2.: Mitochondriale Atmungskette: Komplexe I-IV

Der elektrochemische Protonengradient uber der inneren mitochondrialen Membran
wird zum Antreiben der ATP-Synthese in dem entscheidenden Prozess der
oxidativen Phosphorylierung genutzt. Dazu wird der Komplex V der mitochondrialen
Atmungskette, die ATP-Synthase, bendtigt. Das Enzym bildet eine Art Pore, durch
die die Protonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten flieBen kdénnen. Die
Energie aus dem Protonenfluss wird verwendet, um die energetisch ungunstige

Reaktion zwischen ADP und P, zu ATP anzutreiben.

ATP F,
ADP + P,
stator
H
F

Abb. 1.3: ATP-Synthase (Komplex V der Atmungskette)
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Die ATP-Synthase wird auch haufig als FoF{-ATPase bezeichnet. Der grolle
enzymatische Teil (F1-ATPase) ragt in die mitochondriale Matrix und besteht aus 6
Untereinheiten (Abb. 1.3). Dieser Teil wird durch einen langeren Arm an einer
Gruppe von Transmembranproteinen (Fy) verankert. Diese Gruppe dient als Stator.
Der Stator ist mit dem Rotor verbunden, der aus 10 — 14 identischen
Transmembranuntereinheiten besteht. Wenn Protonen den Kanal passieren,
veranlasst ihre Bewegung den Rotor sich zu drehen. Diese Drehbewegung dreht nun
einen Stiel. Dieser Stiel innerhalb des grolen enzymatischen Teils (Kopf) gerat dabei
in rasche Drehbewegung. Die Energie des Protonenflusses wird dabei in
mechanische Energie umgewandelt: Die rotierenden ,Stielproteine® reiben nun
gegen einen stationaren Ring von Kopfproteinen. Zur Bildung von ATP wird
mechanische Energie in chemische Energie umgewandelt. Drei der sechs
Untereinheiten in dem Kopf enthalten Bindungsstellen fir ADP und anionisches
Phosphat und dienen somit der Gewinnung von ATP.

Ein weiteres Enzym der mitochondrialen Atmungskette stellt die Succinat Ubichinon
Oxidoreduktase dar. Sie ist ein Enzymkomplex, der Elektronen von FADH, auf
Ubichinon ubertragt. Bei dieser Elektronentbertragung werden jedoch keine
Protonen durch die innere Membran gepumpt, weil nur wenig Energie erzeugt wird.
Die  Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase ist vollstandig in die innere
Mitochondrienmembran integriert und aus funf Untereinheiten aufgebaut. lhre grofite
Komponente stellt die membrangebundene Succinat-Dehydrogenase dar, die im
Zitronensaurezyklus die Oxidation von Succinat zu Fumarat katalysiert. Das bei der
Oxidation im Enzym-Komplex entstehende FADH; ubertragt unter Beteiligung von

Eisen-Schwefel-Zentren seine Elektronen aufs Ubichinon.

1.1.3. Mitochondriales Genom

Mitochondrien sind die einzigen Organellen aufl’er dem Zellkern, die eine eigene
DNA (mtDNA) und eine eigene biosynthetische Maschinerie zur Herstellung von
RNA und Proteinen enthalten. Es gibt Hunderte bis Tausende von Mitochondrien in
der Zelle und jedes Mitochondrium enthalt ca. 5 mitochondriale Genome. Das
humane mitochondriale Genom enthalt 16.569 Basenpaare, ist doppelstrangig,
ringformig und enthalt 37 Gene (Abb. 1.4). 24 dieser Gene werden zur Translation
der mtDNA (2 ribosomale RNAs und 22 transfer RNAs) bendtigt, die restlichen 13
Gene kodieren fur Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette (DiMauro, S.
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and Schon, E. A., 2003). Sieben Untereinheiten des Komplexes I, eine Untereinheit
des Komplexes lll, drei Untereinheiten des Komplexes IV und zwei Untereinheiten
des Komplexes V werden von mitochondrialen Genen kodiert. Die restlichen
Untereinheiten und weitere mitochondriale Proteine werden von nukledrer DNA
kodiert. Diese Proteine werden nach ihrer Synthese an zytosolischen Ribosomen aus

dem Zytosol ins Mitochondrium transportiert.

- N

Untereinheiten
ATP-Synthase

\ Cytochrom Oxidase Untereinheiten /

NADH-Dehydrogenase- NADH-Dehydrogenase-
Untereinheiten Untereinheiten \

16S rRNA 12S rRNA  Replikationsursprung Cytochrom b i Y

E- proteinkodierende Regionen (13 total)

I tRNA (22 total)

Abb. 1.4: Humanes mitochondriales Genom

Mitochondriale Gene werden Uber einen nicht Mendel'schen Mechanismus vererbt:
Die mitochondriale DNA des Menschen wird mdatterlicherseits (maternal) vererbt.
Eine Mutter, die eine mtDNA Mutation tragt, Ubertragt also diese Mutation auf ihre
Kinder, jedoch nur die Tochter vererben sie weiter an ihre Nachkommen. Mutationen
der mtDNA sind zumeist nicht in allen Mitochondrien enthalten: so gibt es Zellen, die
Mitochondrien mit normaler und mutierter DNA enthalten. Dieses Phanomen
bezeichnet man als Heteroplasmie. Die Schwelle flr mitochondriale Erkrankungen
bedingt durch mtDNA-Mutationen ist niedriger in Geweben, die sehr stark abhangig

sind vom oxidativen Metabolismus, wie z.B. dem Gehirn, dem Herz und der
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Skelettmuskulatur. Diese Gewebe sind somit besonders empfindlich fir
mitochondriale DNA-Mutationen. Sehr seltene Erkrankungen wie z.B. das Leigh-
Syndrom oder die Lebersche Optikusatrophie gehen auf vererbte mtDNA Mutationen

zuruck (siehe Kapitel 1.1.7.).

1.1.4. Mitochondrien als Quelle und Target von reaktiven

Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Koppenol, W. H., 1990) umfassen das
Superoxidradikalanion (Oz’), das extrem aggressive Hydroxylradikal (Croft, S. et al.,
1992), Singulettsauerstoff und Wasserstoffperoxid. Das Superoxidradikalanion ist
das primare Endprodukt einer Ein-Elektronenubertragung auf Sauerstoff (Cross, A.
R. and Jones, O. T., 1991). Die mitochondriale Atmungskette ist eine sehr wichtige
Quelle fur reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Ca. 1 — 4 % des Sauerstoffs werden
von der mitochondrialen Atmungskette nicht vollstandig zu Wasser reduziert
(Chance, B. et al.,, 1979). Die mitochondriale Atmungskette ist zwar ein sehr
effizientes System, doch kommt es immer wieder zu einem ungewollten Austreten
von Elektronen aus der mitochondrialen Atmungskette, die dann auf Sauerstoff
ubertragen werden und zur Bildung von ROS flhren kdénnen. Zwei der
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe sind besonders an der Bildung von ROS
beteiligt: der Komplex | (NADH-Reduktase) (Turrens, J. F. and Boveris, A., 1980) und
der Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette (Ubichinon-Cytochrom-C-
Reduktase) (Cadenas, E. et al., 1977). Mitochondrien enthalten aber auch
antioxidative Enzyme, z.B. die Mangan-Superoxiddismutase (SOD) (Autor, A. P.,
1982), die Glutathionperoxidase (Oshino, N. and Chance, B., 1977), die Katalase,
lipidlosliche Antioxidantien wie z.B. Vitamin E (Vatassery, G. T. et al.,, 1984),
Thioredoxin, Glutathion (GSH) und das reduzierte Coenzym Q (Aberg, F. et al.,
1992). Der Einfluss von all diesen Faktoren limitiert die Konzentration von
intrazellularen ROS. Die SOD stellt ein Metalloprotein dar, das Kupfer oder Mangan
als Redoxmetall enthalt. Die Mangan-SOD (Mn-SOD) ist in der mitochondrialen
Matrix lokalisiert. Neuere Befunde weisen daraufhin, dass die Kupfer/Zink-SOD
(Cu/Zink-SOD) im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert ist, zusatzlich zur
Lokalisation im Zytosol. Die SOD ist verantwortlich fur die Umwandlung des

Superoxidanionradikals in Wasserstoffperoxid. Das wichtigste Enzym in
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Mitochondrien, das H,O, abbaut, ist die Glutathionperoxidase. Dieses Glutathion-
abhangige antioxidative System schutzt vor dem Angriff von HyO, durch die
Umwandlung von GSH in GSSG. Zur Regeneration von GSSG zu GSH wird die
Glutathionreduktase bendtigt. Die Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathionperoxidase
ist die wichtigste Glutathionperoxidase in Mitochondrien. Sie wird in einer langen und
einer kurzen Form synthetisiert. Die lange Form enthalt eine Sequenz, die bendtigt
wird zum Transport ins Mitochondrium. Das Glutathionperoxidase-System ist haufig
limitiert durch das in zu geringer Konzentration vorhandene GSH. Die Katalase stellt
ebenfalls ein wichtiges Enzym zur Entgiftung von H,O, dar. Sie ist allerdings zum
Groldteil im Zytosol lokalisiert. Nur im Rattenherz konnte die Katalase in
Mitochondrien gefunden werden. Dieses Fehlen von Katalase in Mitochondrien fuhrt
zum verminderten Abbau von H;O, und kann somit mitochondriale Schaden
begunstigen. Ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies und der Entgiftung durch antioxidative Enzyme fuhrt zur
Entstehung von oxidativem Stress.

Mitochondrien stellen die Hauptquelle fir reaktive Sauerstoffspezies dar. Aus diesem
Grund sind sie sehr hohen Konzentrationen von ROS ausgesetzt und reagieren
gleichzeitig sehr empfindlich darauf. Auch aul3erhalb des Mitochondriums gebildete
ROS, wie z.B. durch oxidative Desaminierung von biogenen Aminen durch
Monoaminooxidasen, kénnen Mitochondrien schadigen und somit zu Stérungen der
mitochondrialen Funktion fihren. ROS koénnen eine Vielzahl von Molekilen im
Mitochondrium und in den restlichen Teilen der Zelle schadigen, z.B. die DNA,
mehrfachungesattigte Fettsduren und Proteine (Tappel, A. L., 1973). Mitochondriale
DNA ist besonders anféllig gegenuber oxidativen Schaden, denn sie ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert und enthalt keine Introns oder schitzenden Histone
(Richter, C. et al., 1988). Oxidative Schaden an mitochondrialer DNA sind aus
diesem Grund sehr viel starker ausgepragt als bei nuklearer DNA. Die Folge dieser
oxidativen Schaden sind haufig mitochondriale DNA Mutationen. ROS sind
aulRerdem potente Stimulatoren der Lipidperoxidation (Babbs, C. F. and Steiner, M.
G., 1990). Die innere mitochondriale Membran enthalt viele ungesattigte Fettsauren.
Ein Hauptbestandteil der inneren mitochondrialen Membran stellt Cardiolipin dar
(Capaldi, R. A., 1982). Dieses Peptid spielt eine entscheidende Rolle fur die
Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat (Robinson, N. C., 1993). Oxidative Schaden an

mehrfachungesattigtem Cardiolipin kénnen also direkt die Cytochrom-C-Oxidase-
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Aktivitdat vermindern. ROS Schaden an der inneren mitochondrialen Membran
konnen  dementsprechend  direkt einen  Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials hervorrufen. Proteinoxidation kann entweder direkt oder als
Konsequenz von Lipidperoxidation durch ROS hervorgerufen werden (Stadtman, E.
R., 1992). Proteinoxidation fuhrt zu Stérungen der mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe (Forsmark-Andree, P. et al., 1997), der ATPasen (Forsmark-Andree, P. et
al., 1997), des Adenin Nukleotid Translokators (Forsmark-Andree, P. et al., 1995)
und begunstigt die Offnung der mitochondrialen Pore (Griffiths, E. J. and Halestrap,
A. P., 1995).

1.1.5. Mitochondrien und Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) wird, ausgehend von L-Arginin, durch drei verschiedene NO-
Synthasen (NOS) synthetisiert. Zwei der drei Isoformen werden konstitutiv exprimiert
(endotheliale und neuronale NOS) und werden durch Calcium/Calmodulin und
Phosphorylierung reguliert. Die dritte Isoform (induzierbare NOS) wird durch
Entzindungsprozesse aktiviert und ruft sehr hohe NO-Spiegel hervor.

Man geht heute davon aus, dass daruber hinaus noch eine mitochondriale NOS
existiert (Loesch, A. et al., 1994). Zu Beginn dachte man, dass sie einer der
bekannten Isoformen entspricht. Lacza et al. konnten jedoch zeigen, dass keine der
bekannten NOS-Isoformen in den Mitochondrien vorhanden ist (Lacza, Z. et al.,
2003). NO Uberwindet Membranen sehr schnell und kann somit leicht von einer Zelle
zur anderen diffundieren. Die physiologische NO-Konzentration betragt ca.
0,1 — 100 nM. NO selbst ist relativ unreaktiv, wohingegen an zweiwertige Eisenionen
gebundenes NO, z.B. in der Hamkomponente der l0slichen Guanylatzyklase, zur
Aktivierung und zur cGMP Produktion fuhrt. NO kann jedoch auch in sehr reaktive
Molekule umgewandelt werden, in sogenannte reaktive NO-Spezies. NO reagiert
beispielsweise mit Sauerstoff, wobei NO, gebildet wird. Dieses ist in der Lage mit
einem zweiten NO zu N2Os; zu reagieren. N2Os; kann Thiole wie z.B. Glutathion
nitrosylieren. NO kann auf3erdem mit dem Superoxidradikalanion (O;") zu Peroxynitrit
(ONOOQO") reagieren. NO und Peroxynitrit Gben einen hemmenden Effekt auf die
mitochondriale Atmungskette aus (Abb. 1.5). NO fuhrt zu einer schnellen, selektiven
und reversiblen Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase, wohingegen Peroxynitrit zu

einer langsamen, nichtselektiven und irreversiblen Hemmung von mehreren
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Atmungsketten-Komplexen fihrt (Cassina, A. and Radi, R., 1996; Brown, G. C.,
1999; Brown, G. C., 2001).

Komplex 1

Komplex 2

\/ Komplex 3

Cytochrom-C-Oxidase

NO ONOO-

\/

A\

ATP-Synthase

Abb. 1.5: Effekte von NO und Peroxynitrit auf die mitochondriale Atmungskette.

Die reversible Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase durch NO tritt im nanomolaren
Bereich auf (Brown, G. C. and Cooper, C. E., 1994). Man geht heute davon aus,
dass NO Uber zwei verschiedene Wege die Cytochrom-C-Oxidase (Abb. 1.6) hemmt:
1) NO bindet an die reduzierte Ham-as-Untereinheit der Cytochrom-C-Oxidase und
es entsteht a;**-NO oder 2) es bindet an die oxidierte Cug®*-Untereinheit und es
entsteht Cug™-NO*. Das NO® kann schnell hydratisieren und Cug’™-NO: bilden
(Torres, J. et al., 1995; Giuffre, A. et al., 1996). Beide Formen der Hemmung sind
schnell und reversibel. Bei der ersten Form der Hemmung liegt eine kompetitive
Hemmung gegenuber Sauerstoff vor, wohingegen die zweite Hemmung nicht
kompetitiv ist. In vitro kommen beide Hemmformen vor, die erste Form ist bevorzugt
bei hohen Cytochrom-Reduktionsspiegeln und bei niedrigem Sauerstoffangebot, die

zweite Form bei den entgegengesetzten Bedingungen (Sarti, P. et al., 2000).
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Cytochrome coxidase

Abb. 1.6: Struktur der Cytochrom-C-Oxidase (Bild vom Michigan Center for Structural Biology).

Peroxynitrit ist in der Lage die Komplexe I, Il, Il IV und V, die Aconitase und die
Mn-SOD zu hemmen (Brown, G. C. and Borutaite, V., 2002). Ein schneller Effekt von
Peroxynitrit stellt die Hemmung des Komplexes | dar. Diese Hemmung wird
hervorgerufen durch S-Nitrosylierung (Clementi, E. et al., 1998). Die Hemmung des
Komplexes Il und Il wird kontrovers diskutiert: einige Autoren zeigen eine Hemmung
des Komplexes Il bei geringer Hemmung des Komplexes Il (Cassina, A. and Radi,
R., 1996), wohingegen andere Autoren eine Hemmung des Komplexes Il ohne
Hemmung des Komplexes Il zeigen konnten (Pearce, L. L. et al.,, 2001). Die
Hemmung des Komplexes IV wird ebenfalls kontrovers diskutiert. An isolierten
Gehirn-Mitochondrien konnte keine Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase durch
Peroxynitrit beobachtet werden (Bolanos, J. P. et al., 1995), wohingegen an intakten
Zellen eine deutliche Hemmung gezeigt werden konnte (Bolanos, J. P. et al., 1994).
Peroxynitrit ist auch in der Lage den Komplex V der Atmungkette zu hemmen. Diese
Hemmung kommt zustande durch Oxidation von kritischen Thiolgruppen im ATP-
Synthase-Komplex (Radi, R. et al., 1994).

11
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1.1.6. Mitochondrien als Zelltodregulatoren

Zelltod stellt ein sehr wichtiges Ereignis in der Biologie dar. Es kdnnen zwei
verschiedene Formen des Zelltods unterschieden werden: Apoptose und Nekrose.
Unter Apoptose versteht man programmierten Zelltod. Bei der Apoptose kommt es
zur Aktivierung von katabolen Enzymen und zu charakteristischen Veranderungen
der Zellkernmorphologie (Chromatinkondensierung) und letztendlich zur DNA-
Fragmentierung. Im Gegensatz dazu beinhaltet die Nekrose keine geregelten DNA-
und Proteinabbauvorgange. Die mitochondriale Matrix und das Zytoplasma
schwellen an, was letztendlich zur Ruptur der Zelle fuhrt.

Die Apoptose kann unterteilt werden in den extrinsischen und den intrinsischen Weg
(Abb. 1.7). Der extrinsische Apoptoseweg spielt eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort und bei der Tumorabwehr. Aktivierte zytotoxische Lymphozyten téten
virusinfizierte Zellen, indem sie diesen Apoptoseweg induzieren. Der extrinsische
Weg (Todesrezeptor-Weg) beginnt mit einer Aktivierung von Rezeptoren auf der
Zelloberflache wie z.B. des FAS/CD95 Rezeptors oder des Tumor-Nekrose-Faktor-
Rezeptors 1 (TNFR1). Beide Rezeptoren gehoren zur Gruppe der TNF-Rezeptoren.
Alle Rezeptoren der TNF-Familie besitzen sogenannte Death-Domanen (DDs). Die
Aktivierung dieser Rezeptoren wird ausgeldst durch Bindung des FAS-Liganden oder
von Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa) an die zugehoérigen Rezeptoren. Durch die
Bindung kommt es zur Trimerisierung der Rezeptoren. Die DD des Rezeptors
assoziiert mit der DD des Adaptorproteins. Der Fas-Rezeptor assoziiert mit dem
Adaptorprotein FADD, und TNFR1 assoziiert mit FADD und TRADD. FADD weist
zusétzlich zur DD noch eine Death-Effektor-Doméane auf (DED). Uber diese DED
bindet FADD an die DED von Procaspase 8 und fuhrt zu deren Autoaktivierung
(Reed, J. C., 2000). Der Komplex aus Todesrezeptor, FADD und Procaspase 8 wird
als Death-Induced-Signaling-Complex (DISC) bezeichnet. Aktivierte Caspase 8 kann
andere Caspasen direkt (Caspase 3) oder indirekt Uber die Freisetzung von Bid aus
truncated Bid (t-Bid) aktivieren. Die Freisetzung von Bid durch die Caspase 8 fuhrt
zur Stimulation des intrinsischen Weges (Li, H. et al., 1998).

Der intrinsische (mitochondriale) Weg wird durch Stressoren wie z.B. UV-Strahlung,
zytotoxische Substanzen, freie Sauerstoffradikale, Stress im endoplasmatischen
Retikulum oder Wachstumsfaktor- bzw. Serumentzug hervorgerufen. Er wird reguliert
durch Proteine der Bcl,-Familie (Kuwana, T. and Newmeyer, D. D., 2003). Einige

Proteine der Bclo-Familie: Bcl,, Bclx, Bcl-w, Mcl-1 und A1 hemmen den
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Apoptoseprozess, wohingegen Bax, Bak, Bok, Bid, Bik, Bim, Bad, Bnf, Hrk, BNIP3,
Noxa und Puma proapoptotisch wirken (Reed, J. C. et al., 1998; Green, D. R. and
Evan, G. ., 2002). Antiapoptotische Proteine weisen 4 Bcl,-Homologie-Domanen
(BH4) auf. Die proapoptotischen Proteine kdnnen nochmals unterteilt werden, je
nachdem ob sie nur eine Bcl,-Homologie-Domane (BH3; only) oder drei Domanen
(BH1-3 Proteine) enthalten. Die BHs-only Proteine bendtigen die Anwesenheit eines
BH1-3 Proteins (Wei, M. C. et al., 2001), um Apoptose auslosen zu konnen. Bid und
Bim aktivieren Bax und Bak, wohingegen Bad und Bik Bcl, und Bcly_ inaktivieren
(Letai, A. et al., 2002). Bax und Bak translozieren wahrend des Apoptoseprozesses
vom Zytosol zum Mitochondrium. Diese Translokationen werden begleitet von einer
Konformationsanderung, Einlagerung in die mitochondriale Membran und
Oligomerisierung (Wei, M. C. et al.,, 2000; Antonsson, B. et al.,, 2001). Bid ist
ebenfalls im Zytosol lokalisiert und kann von aktivierter Caspase 8 zu ,truncated” Bid
(t-Bid), einem proapoptotischen Molekul gespalten werden. Die Anlagerung von
proapoptotischen Bcl,-Proteinen ans Mitochondrium und eine damit verbundene
Porenbildung fuhrt zur Freisetzung von mitochondrialen Proteinen wie z.B.
Cytochrom C (Newmeyer, D. D. and Ferguson-Miller, S., 2003) oder Smac (Du, C. et
al.,, 2000; Adams, J. M., 2003) und Omi/HtrA2. Omi/HtrA2 weist Serinprotease-
Aktivitat auf, die bei Caspase-unabhangigem Zelltod eine wichtige Rolle spielt
(Wang, X., 2001). Freigesetztes Cytochrom C reagiert dann mit Apaf-1 und
Procaspase 9. Cytochrom C bindet Uber eine WD-Domane an monomeres Apaf-1
(Green, D. R. and Evan, G. I., 2002). Dies fuhrt zur Oligomerisierung von Apaf-1.
Caspase-recruitment-Domanen (CARDs) am oligomeren Apaf binden an CARDs der
Procaspase 9 und fihren zu deren Aktivierung. Es bildet sich also ein sogenannter
Apoptosomenkomplex aus. Die aktivierte Caspase 9 fuhrt zur Aktivierung der
Effektorcaspase 3, die dann letztendlich Chromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung auslost. Smac und Omi/HtrA2 interagieren mit Inhibitoren der
Apoptose (IAP’s) und vermindern somit den hemmenden Effekt der IAP’s auf
Caspase 9, was ebenfalls zur verstarkten Aktivierung der Caspase 9 fuhrt. Zwei
weitere mitochondriale Proteine, die ins Zytosol freigesetzt werden sind Apoptose-
induzierender Faktor (AlF) und Endonuklease G (Penninger, J. M. and Kroemer, G.,
2003). Die Freisetzung von AIF aus dem Intermembranraum fuhrt jedoch nicht zur
Aktivierung von Caspasen (Daugas, E. et al., 2000). AIF transloziert vom

Mitochondrium zum Nukleus, wo es Caspase-unabhangige DNA-Fragmentierung
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auslost. Ein Abfall des mitochondrialen Membranpotentials stellt ein sehr frihes
Ereignis in der mitochondrialen Zelltodkaskade dar (Green, D. R. and Reed, J. C.,
1998; Green, D. R. and Kroemer, G., 2004). Dieser Abfall kann hervorgerufen
werden durch eine Blockade der mitochondrialen Atmungskette oder durch die
Ausbildung einer mitochondrialen Pore. Diese Pore bildet sich an der Kontaktseite
zwischen innerer und &aulerer mitochondrialer Membran aus. Sie setzt sich
zusammen aus dem Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT), dem spannungs-
abhangigen Anionenkanal (VDAC) und dem peripheren Benzodiazepinrezeptor
(PBR) (Zamzami, N. and Kroemer, G., 2001). Bax und Bcl, sind an der Bildung der
mitochondrialen Pore beteiligt. Durch die Offnung der mitochondrialen Pore kdnnen
Molekule bis zu einem Molekulargewicht von 1,5 kD die mitochondrialen Membranen
uberwinden, was zu einem Abfall des mitochondrialen Membranpotentials und der
ATP-Spiegel fuhrt. Ein leichter Abfall des mitochondrialen Membranpotentials wird
mit Apoptose in Verbindung gebracht, wohingegen ein drastischer Abfall Nekrose
begunstigt (Martinou, J. C. and Green, D. R., 2001).

Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER), wie z.B. eine Anreicherung von
Calcium kann Apoptose durch Aktivierung der Caspase 12 hervorrufen. Aktive

Caspase 12 kann wiederum die Caspasen 9 und 3 aktivieren.
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Abb. 1.7: Extrinsischer und intrinsischer Apoptoseweg
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1.1.7. Mitochondriale Erkrankungen

Mitochondriale Erkrankungen kénnen hervorgerufen werden durch sporadische oder
spontane Mutationen in der mitochondrialen DNA oder durch Mutationen nuklearer
DNA (nDNA) in Genen, die fur mitochondriale Enzyme, Strukturen, Kanale oder
Rezeptoren kodieren (DiMauro, S., 1996). Es handelt sich aber um sehr seltene
Erkrankungen. Mehr als 95 % der mitochondrialen Erkrankungen werden durch
NDNA-Mutationen hervorgerufen und nur 5 % durch Mutationen der mitochondrialen
DNA (mtDNA). MtDNA-Mutationen konnen vererbt werden oder somatisch bedingt
sein. Es kdnnen Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen vorliegen. Proteine
der mitochondrialen Atmungskette sind am haufigsten von mitochondrialen
Mutationen betroffen. Mitochondrien kommen in allen Korperzellen vor. Aus diesem
Grund konnen mitochondriale Mutationen auch in allen Geweben vorkommen.
Mitochondriale Erkrankungen stellen daher multisystemische Erkrankungen dar.
Besonders betroffen sind Organe oder Gewebe mit hohem Sauerstoffverbrauch wie

z.B. die Skelettmuskulatur, das Gehirn, das Herz, die Augen, die Ohren, das
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endokrine System, das gastrointestinale System und die Nieren. Typische
mitochondriale Erkrankungen, die auf mitochondriale Mutationen zuruckzuflhren
sind, sind: Enzephalomyopathie, FBSN (Familiare bilaterale striatale Nekrose);
Lebersche Optikusatrophie, Leigh-Syndrom, MELAS (Myopathie, Enzephalopathie,
Laktatazidose und Schlaganfall-ahnliche Episoden), MERRF (Myoklonus-Epilepsie
mit ragged-red fibers), MILS (Maternal vererbtes Leigh-Syndrom), NARP
(Neuropathie, Ataxie und Retinitis pigmentosa), Kearns-Sayre-Syndrom und
Keratodermia palmo-plantaris (Abb. 1.8) (Finsterer, J., 2004). Obwohl diese
Erkrankungen sehr verschieden sind, haben sie doch einige gemeinsame Merkmale:
Lactatazidose, massive Proliferation der Mitochondrien im Muskel und Cytochrom-C-
Oxidase Defekt. Eine Zusammenstellung aller bisher bekannter mtDNA-Mutationen
findet man bei (Finsterer, J., 2004).

Parkinsonism,
aminoglycoside-induced deafness

MELAS,
myoglobinuria

LS, MELAS,
multisystem disease Myopathy,

Cardiomyopathy

myopathy, cardiomyopathy,
diabetes and deafness

LHON
( Myopathy, cardiomyopathy ]
PEO

( PEO, LHON, MELAS,

cardiomyepathy, MELAS
and parkinsonism

Cardiormyopathy,
ECM

LHOMN, MELAS,

he]

ECM, LHON, myopathy.}

Niyopathy, MELAS } LHorj“?:;ti:-' e
d Ay sTONIa
[ Myopathy, lymphoma :]—>
Cardiomyopathy,
o LS, MELAS

LS, ataxia,
chorea, myopathy

Cardiomyopathy, ECM,
PEOQ, myopathy,
sidercblastic anemia

Diabetes and deafness)

LHON, myopathy,
Myoglobinuria, LHOM and dystonia

motar neuron l.'“S'E'-DS'?.
sideroblastic anemia

Cardiomyopathy,
myoclonus

Myopathy, -
multisystem disease, NARP. MILS
encephalomyopathy FEPSN '

Cardiomyapathy LS, ECM,
PEO, MERRF,
MELAS, deafness

Progressive myoclonus,
epilepsy, and optic atrophy
Cardiomyopathy,
SIDs, ECM

myoglobinuria

Abb. 1.8: Mutationen im humanen mitochondrialen Genom, die Erkrankungen hervorrufen
koénnen; aus (DiMauro, S. and Schon, E. A., 2003).
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Mutationen in nDNA sind auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. dem
Leigh-Syndrom, der Friedreich-Ataxie und der Wilson-Krankheit beschrieben worden.
Beim Leigh-Syndrom findet man Mutationen in den Untereinheiten des
Pyruvatdehydrogenase-Komplexes und in nuklear kodierten Untereinheiten des
Komplexes | und Komplexes Il der mitochondrialen Atrmungskette (Schon, E. A. and
Manfredi, G., 2003). Bei der Friedreich-Ataxie liegen Mutationen im FRDA-Gen vor,
das fur Frataxin, ein mitochondriales Eisenspeicherprotein, kodiert. Bei der Wilson-
Krankheit konnten Mutationen im ATP7B-Gen beobachtet werden, das fur eine
Kupfer-transportierende P-Typ ATPase kodiert. Weitere neurodegenerative
Erkrankungen werden mit mitochondrialer Fehlfunktion in enge Verbindung gebracht:
Morbus Parkinson, Chorea Huntington, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und
Alzheimer-Demenz. Man geht davon aus, dass Punktmutationen in mtDNA bei
diesen Erkrankungen mit der Zeit akkumulieren und dass zusatzliche Faktoren wie
z.B. das Altern wund erhdhter oxidativer Stress die mitochondrialen
Funktionsstorungen begunstigen. Aus diesem Grund spricht man bei diesen
Erkrankungen auch von einer sekundaren Involvierung der Mitochondrien,
wohingegen bei vererbten mitochondrialen Erkrankungen wie MELAS oder MERFF
von primarer mitochondrialer Involvierung gesprochen wird. Auf die mitochondriale

Fehlfunktion bei der Alzheimer-Demenz wird in Kapitel 1.2.7. naher eingegangen.

1.1.71. Morbus Parkinson

Morbus Parkinson ist gekennzeichnet durch einen Verlust von dopaminergen
Neuronen in der Substantia nigra Pars compacta. Vor 20 Jahren konnte gezeigt
werden, dass 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydro-Pyridin (MPTP) parkinson-
ahnliche Symptome beim Menschen hervorruft (Langston, J. W. et al.,, 1983). Im
Jahre 1987 gab es Befunde, dass MPTP den Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette inhibiert (Nicklas, W. J. et al., 1987). Weitere Studien konnten zeigen,
dass bei Parkinson-Patienten eine Beeintrachtigung des Komplexes | der
mitochondrialen Atmungskette vorliegt (Greenamyre, J. T. et al.,, 2001). Die
Schadigung des Komplexes | war jedoch nicht auf das Gehirn beschrankt, sondern
konnte auch in Thrombozyten von Parkinson-Patienten gefunden werden (Parker, W.
D., Jr. et al., 1989). Cybrid-Zelllinien, die mitochondriale DNA von Thrombozyten von
Parkinson-Patienten enthielten, zeigten eine Beeintrachtigung des Komplexes | der
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Atmungskette (Swerdlow, R. H. et al., 1996). Mitochondriale Fehlfunktion scheint

also eine entscheidende Rolle beim Morbus Parkinson zu spielen.

1.1.7.2. Amyotrophe Lateralsklerose

Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist gekennzeichnet durch eine selektive und
progressive Degeneration der Vorderhornzellen des Ruckenmarks und motorischer
Hirnnervenkerne sowie einzelner Abschnitte der Pyramidenbahn. Die meisten Falle
sind sporadischer Natur, bei 15 % der Falle handelt es sich um familiare Formen, die
durch Mutationen im SOD-1-Gen, das fur die Kupfer-Zink-Superoxiddismutase
(Cu,Zn-SOD) kodiert, hervorgerufen werden. Friher ging man davon aus, dass die
Cu,Zn-SOD sich nur im Zytosol befindet, neuere Befunde weisen jedoch daraufhin,
dass die Cu,Zn-SOD auch im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert ist.
Mutierte Cu,Zn-SOD konnte also einen direkten schadigenden Effekt auf die
Mitochondrien ausuben, was fur mitochondriale Fehlfunktion bei der familiaren Form
der ALS sprechen wirde. Diese Befunde bestatigten sich im transgenen Tiermodell.
Transgene Mause mit mutierter Cu/Zn-SOD zeigten einen Abfall des mitochondrialen
Membranpotentials und eine Aktivierung der mitochondrialen Apoptosekaskade
(Kruman, I. I. et al., 1999). Interessanterweise findet man auch bei einigen Patienten
mit sporadischer ALS abnormale Mitochondrien in den Vorderhornzellen (Sasaki, S.
and lwata, M., 1996). Eine reduzierte mitochondriale Atmungskettenaktivitat konnte
zusatzlich im Kortex von sporadischen ALS-Patienten gefunden werden (Borthwick,
G. M. et al., 1999; Wiedemann, F. R. et al., 2002). Diese Reduktion korrelierte mit
dem Abfall an mitochondrialer DNA, was fir eine verminderte Mitochondrienanzahl
spricht. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl bei der familiaren als auch
bei der sporadischen ALS mitochondriale Defizite eine entscheidende Rolle zu

spielen scheinen (Menzies, F. M. et al., 2002).

1.1.7.3. Chorea Huntington

Chorea Huntington (HD) ist eine autosomal dominant vererbte neurodegenerative
Erkrankung. Pathologisch gesehen, findet man einen selektiven Verlust von
Neuronen im Striatum und im Kortex. HD ist eine Krankheit, die durch haufige
Wiederholungen des Trinukleotids CAG im HD-Gen verursacht wird. Das HD-Gen

kodiert fur Huntingtin, ein zytoplasmatisches Protein unbekannter Funktion. Defekte
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des Komplexes Il und Ill der mitochondrialen Atmungskette und der Aconitase
konnten in postmortem HD-Gehirnen gefunden werden (Brennan, W. A., Jr. et al,,
1985). Mitochondriale Atmungsketteninhibitoren, wie z.B. Malonat induzierten
Gehirnlasionen in Tieren (Beal, M. F. et al., 1993), die der Krankheit sehr gut
entsprachen. Okzipitaler Kortex und Basalganglien wiesen erhdhte Lactatspiegel auf
(Jenkins, B. G. et al, 1993), was auf einen verstarkten anaeroben
Energiemetabolismus hinweist. Lymphoblasten-Mitochondrien von HD-Patienten
zeigten ein signifikant erniedrigtes mitochondriales Membranpotential. Dieser Befund
konnte auch in Gehirnmitochondrien von transgenen Mausen, die mutiertes
Huntingtin exprimieren, gefunden werden (Panov, A. V. et al., 2002). Mitochondriale
Fehlfunktion scheint also auch bei Chorea Huntington eine sehr wichtige Rolle zu

spielen.

19



1. EINLEITUNG

1.2. Alzheimer-Demenz

1.2.1. Definition und charakteristische Merkmale

Alzheimer-Demenz (AD) ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung,
gekennzeichnet durch einen starken Gedachtnisverlust und Verlust der kognitiven
Fahigkeiten. Zur Zeit leiden 4 Millionen Amerikaner unter AD und diese Zahl wird
sich wahrscheinlich aufgrund der stark alternden Gesellschaft bis zur Mitte des 21.
Jahrhunderts vervierfachen (Brookmeyer, R. et al., 1998). Das Risiko an AD zu
erkranken, verdoppelt sich alle 5 Jahre ab einem Lebensalter von 65 Jahren. 50 — 75
% aller Demenzfalle werden durch AD hervorgerufen. Das Altern stellt somit den
Hauptrisikofaktor fur Demenz dar. Die erste Beschreibung der Alzheimer-Demenz
erfolgte im Jahr 1907 durch den bayrischen Psychiater Alois Alzheimer. Er hatte eine
50-jahrige Patientin, Auguste D., die durch progredienten Gedachtnisverlust, gestorte
kognitive Funktion, verandertes Verhalten wie z.B. Paranoia und Wahnvorstellungen
und eine gestorte Sprachfunktion auffiel. Das Gehirn war gekennzeichnet durch eine
massive Atrophie der Hirnrinde und durch zwei histopathologische Charakteristika:
1) Fibrillenbildung innerhalb der Neurone und 2) Ablagerungen von
Stoffwechselprodukten in Form von Plaques in der gesamten Hirnrinde (Alzheimer,
A., 1907). Diese Befunde werden auch heute noch als Hauptcharakteristika der
Alzheimer-Demenz beschrieben: extrazellulare Plaques, bestehend aus dem
Amyloid-beta-Peptid (AB) (Hardy, J. A. and Higgins, G. A., 1992) und neurofibrillare
Blndel (Tangles), bestehend aus hyperphoshoryliertem Tau (Garcia, M. L. and
Cleveland, D. W., 2001) (Abb. 1.9). Dartber hinaus findet man synaptische
Dysfunktion und massiven Neuronenverlust im Hippocampus und im gesamten
Kortex (Selkoe, D. J., 2002).
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Abb. 1.9: links: extrazellularer Plaque, zum GroRteil bestehend aus AR (Methamin Farbung)
rechts: intrazellulare neurofibrillaire Biindel, bestehend aus hyperphosphoryliertem
Tau (Abbildung aus (Bogdanovic, N., 2000)).

1.2.2. Amyloid-Plaques

Das Amyloid-beta-Peptid (AB) wurde erstmals vor 20 Jahren aus
Hirnhautblutgefallen von AD-Patienten und Down-Syndrom-Patienten isoliert und
sequenziert (Glenner, G. G. and Wong, C. W., 1984a; Glenner, G. G. and Wong, C.
W., 1984b). Ein Jahr spater wurde dieses Peptid als Hauptbestandteil der senilen
neuritischen Plaques identifiziert (Masters, C. L. et al., 1985). Im Jahre 1987 wurde
das APP-Gen (Amyloid Precursor Protein), das fur AR kodiert, kloniert (Kang, J. et
al., 1987). APP beschreibt eine heterologe Gruppe von Polypeptiden mit
Molekulargewichten von 110 — 140 kD. Diese Heterogenitat wird verursacht durch
alternatives Splicing, sowie durch posttranslationale Modifikationen, wie z.B. durch
Glykosylierung,  Sulfatierung und  Phosphorylierung.  Drei  verschiedene
Splicevarianten konnten gefunden werden: Isoform 695, Isoform 751 und Isoform
770. Die Isoformen 751 und 770 konnten in Neuronen und in nichtneuronalen Zellen
im ganzen Korper gefunden werden. Neurone exprimieren jedoch wesentlich hohere
Level der Isoform 695, die in nichtneuronalen Zellen nur in geringer Konzentration
vorhanden ist (Neve, R. L. et al., 1988; Haass, C. et al., 1994).

1.2.2.1. Bildung von AR aus dem Amyloidvorlauferprotein (APP)

APP stellt ein Typ I-Transmembranprotein dar. Der N-Terminus befindet sich im

Extrazellularraum und der C-Terminus ist im Zytoplasma lokalisiert. Die Spaltung von
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APP geschieht durch Proteasen, auch Sekretasen genannt. Drei Sekretasen sind
bekannt: a-, 3- und y-Sekretase. Wahrend die - und y-Sekretase zur Bildung von AR
fuhren, verhindert die a-Sekretase die AR-Bildung, indem sie APP in der Mitte der

AR-Domane (Aminosaure 17 von AR) spaltet.

Extrazellular Zytosol
APP Al
N-Terminus | | | . | C-Terminus
sAPPa o-Sekretase o
| || / R-Sekretase
y -Sekretase
L1 N N
C99

[ 1 I-D

l AICD

(C57/C59)

Aggregation zu unléslichen Plaques

Abb. 1.10: Spaltung von APP durch a-Sekretase oder B- und y-Sekretase.

Die meisten APP-Molekule werden in der Nahe der Zelloberflache durch die
membranstandige a-Sekretase gespalten (Esch, F. S. et al., 1990; Kamenetz, F. et
al., 2003). Durch diese Spaltung entstehen ein grol3es l6sliches Ectodomane-
Fragment (sAPPa), das in den Extrazellularraum freigesetzt wird, und ein
membrangebundenes C83-Fragment. Dieses Fragment kann durch einen
nachfolgenden y-Sekretase-Angriff in ein p3- und ein p7-Fragment gespalten werden.
sAPPa weist neurotrophische und neuroprotektive Eigenschaften auf (Small, D. H. et
al., 1994; Furukawa, K. et al., 1996). Drei Mitglieder der ADAM Familie (a disintegrin
and metalloproteinase), ADAM 9, ADAM 10, und ADAM 17 kdnnen als a-Sekretase

in verschiedenen Zellsystemen agieren (Lammich, S. et al., 1999). Besonders wichtig
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bei der Spaltung des APPs scheint ADAM 10 zu sein. Die Expression von mutiertem
ADAM 10 fuhrte in APP-kotransfizierten Mausen zu einer Vermehrung und
VergrofRerung der Amyloid-Plaques (Postina, R. et al., 2004).

APP-Molekule, die nicht durch die o-Sekretase gespalten wurden, werden in
Endosomen internalisiert und unterliegen der Spaltung durch die - und die y-
Sekretase (Abb. 1.10). Ein Teil der AR-Peptide wird auch im Golgi-Apparat und im
endoplasmatischen Retikulum gebildet. AR-Peptide, die im Golgi-Apparat gebildet
werden, kénnen in den Extrazellularraum sezerniert werden. Zum Grof3teil wird
ARq4o sezerniert. Die R-Sekretase, auch BACE genannt (B-site APP-cleaving
enzyme) stellt ein Typ I-Membanprotein mit Aspartyl-Protease-Aktivitat dar (Vassar,
R., 2001). Es existieren zwei verschiedene BACE-Isoformen. BACE 1 weist -
Sekretase-Aktivitat auf, wohingegen BACE 2 a-Sekretase-Aktivitat besitzt. BACE 1
und APP weisen ahnliche Verteilungsmuster in der Zelle auf. Sie sitzen in der
Plasmamembran und kénnen in Endosomen aufgenommen werden, in denen die
Spaltung von APP durch BACE 1 erfolgt (Vassar, R., 2001). Die Spaltung fuhrt zur
Bildung eines membrangebundenen C99-Fragments und eines I6slichen Fragments,
sAPPR, das in den Extrazellularraum freigesetzt wird. Das C99-Fragment kann durch
die y-Sekretase intramembranar weiter gespalten werden. Der y-Sekretase-Komplex
setzt sich aus 4 Proteinen zusammen (Abb. 1.11): Prasenilin, Nicastrin, APH-1 und
PEN 2 (De Strooper, B., 2003). Die Praseniline scheinen die aktive Pore des

Proteasekomplexes zu sein.
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Abb. 1.11: Zusammensetzung und Funktion des y-Sekretase-Komplexes (aus (Haass, C., 2004)).

Zwei verschiedene Homologe des Prasenilins existieren: PS 1 und PS 2. Sie
durchspannen die Plasmamembran mehrere Male. Zwei Aspartatreste in der
Transmembrandomane 6 und 7 scheinen fur die Proteaseaktivitat verantwortlich zu
sein.

Die Spaltung des C99-Fragmentes fuhrt zur Bildung von ARq4o und AR42. Bei AR
handelt es sich um ein hydrophobes Peptid, das in der Lage ist zu aggregieren und
Oligomere zu bilden. Wenn sich die Oligomere noch vergréRern, bilden sich Fasern
und letztendlich die fur die Alzheimer-Demenz charakteristischen AR-Plaques. Der
Groldteil des AR stellt AlRq1.40 dar, A44o wird nur zu 5 =10 % gebildet. Al31.40 und
AR1.42 weisen unterschiedliche intrazellulare Produktionsorte auf (Hartmann, T. et al.,
1997). AR44 wird vor allem im trans-Golgiapparat gebildet, wohingegen AR1.42 im
endoplasmatischen Retikulum gebildet wird. A4, aggregiert wesentlich schneller
und ist toxischer als Al34.40. Friher ging man davon aus, dass die AR-Toxizitat vom
Aggregationsstatus abhangt (Pike, C. J. et al., 1993). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass AR-Oligomere und Protofibrillen ebenfalls toxische Effekte auslésen
und somit u.U. die toxischere Form von AR darstellen (Walsh, D. M. et al., 1999;
Klein, W. L. et al., 2001; Walsh, D. M. et al., 2002). Die AR-Oligomerisierung beginnt
wahrscheinlich intrazellular in Neuronen (Walsh, D. M. et al., 2000). Die intrazellulare

Anreicherung von AR konnte bereits in humanen Gehirnen bzw. in transgenen
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Mausen gefunden werden (Takahashi, R. H. et al., 2002; Oddo, S. et al., 2003). Sie
wurde in Zusammenhang gebracht mit synaptischer Dysfunktion, einem frihen
Ereignis bei AD (Selkoe, D. J., 2002). Interessanterweise Kkorreliert auch der
Schweregrad der synaptischen und kognitiven Dysfunktion im Vergleich zu den
unléslichen AR-Spiegeln besser mit den |6slichen AR-Spiegeln (McLean, C. A. et al.,
1999; Lue, L. F. et al., 1999). AuRer der AR-Bildung entsteht bei der y-Sekretase-
Spaltung ein intrazellulares Fragment, die APP-intrazellulare-Domane (APP
intracellular domain, AICD). Das AICD-Fragment enthalt einige Aminosauren der
Transmembrandomane und den C-Terminus des APPs. AICD bildet einen
multimeren Komplex mit dem nuklearen Adapterprotein Fas 65 und der
Histonacetyltransferase Tip 60 (Cao, X. and Sudhof, T. C., 2001). AICD wirkt in
ausdifferenzierten PC12-Zellen Uber eine verstarkte Expression der Glycogen

Synthase Kinase-3beta neurotoxisch (Kim, H. S. et al., 2003).

1.2.2.2. Physiologische Funktion von APP/AR

Die physiologische Funktion von APP ist noch weitgehend ungeklart. Es gibt
Hinweise auf eine Rolle in der extrazellularen Signaltransduktionskaskade. Es bildet
beispielsweise einen Komplex mit einem GTP-bindenden Protein, Gy (Nishimoto, I. et
al., 1993). Des Weiteren ist es beteiligt am axonalen Transport Uber eine Interaktion
mit Kinesin | (Kamal, A. et al., 2000). Die Deletion des APP-Gens in mutierten
Mausen flhrt jedoch nicht zu einer Verklrzung des Lebensalters (Zheng, H. et al.,
1995).

AR wird zumeist als toxisches Nebenprodukt der APP-Prozessierung bezeichnet.
Interessanterweise kommt es aber auch in der Zerebrospinalflissigkeit und im
Blutplasma gesunder Personen vor (Seubert, P. et al., 1992). Kamenetz et al.
konnten kurzlich eine physiologische Funktion von AR aufklaren. Demnach reduziert
AR die exzitatorische Neurotransmission Uber NMDA-Rezeptoren (Kamenetz, F. et
al., 2003). Dadurch wird die neuronale Aktivitat herabgesetzt. Die AR-Bildung ist
jedoch abhangig von der neuronalen Aktivitat. Substanzen, die die neuronale
Aktivitat herabsetzen, fihren zu einer Reduktion der AR-Bildung Uber eine Hemmung
der B-Sekretase. Bei Patienten mit AD scheint diese negative Ruckkopplung gestort

zu sein (Kamenetz, F. et al., 2003).
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1.2.3. Neurofibrillare Biindel

Der Hauptbestandteil der neurofibrillaren Blndel (Tangles) ist das tau-Protein. Das
tau-Protein stellt ein neuronales Mikrotubuli assoziiertes Protein (MAP) dar. Eine
seiner Funktionen ist die Stabilisierung der axonalen Mikrotubuli (Drubin, D. G. and
Kirschner, M. W., 1986). Aullerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion (Jenkins, S. M. and Johnson, G. V., 1998) und beim
Neuritenwachstum (Biernat, J. and Mandelkow, E. M., 1999). Bei Alzheimer-Demenz
akkumuliert tau in Neuronen und aggregiert zu gepaarten helikalen Filamenten
(PHFs), die Bindung an Mikrotubuli geht verloren und letztendlich kommt es zur
Degeneration von Neuronen (Garcia, M. L. and Cleveland, D. W., 2001). Das tau-
Protein liegt bei Alzheimer-Demenz in einer hyperphosphorylierten Form vor. Die
Hyperphosphorylierung kann durch eine Vielzahl von Kinasen durchgefuhrt werden.
Man geht heute davon aus, dass Fehlregulationen der Cyclin-abhangigen Kinase 5
(cyclin-dependent kinase 5, cdk 5), der Glycogen-Synthase-Kinase-3beta (GSK-
3beta), der c-Jun-Kinase (JNK), p38 oder ERK die Hyperphosphorylierung von tau
hervorrufen konnen (Liu, F. et al., 2002; Noble, W. et al., 2003). Durch die
Phoshorylierung kommt es zur Dissoziation von den Mikrotubuli und somit zu einem
Anstieg des l6slichen tau-Pools. Dieser Anstieg kdnnte eine Erklarung fur die Bildung

der PHFs bei Alzheimer-Demenz sein.

1.2.4. Genetik und Risikofaktoren

Man unterscheidet zwei Formen der Alzheimer-Demenz: 1. die sporadische Form,
von der die groRe Mehrzahl der Patienten betroffen ist und flr die das Altern der
wichtigste Risikofaktor ist, und 2. die seltene familiare Form der Alzheimer-Demenz
(FAD), bei der spezifische Genmutationen identifiziert worden sind. FAD ist eine
autosomal dominant erbliche Form der Erkrankung mit 100%iger Penetranz. Beide
Formen der AD sind jedoch gekennzeichnet durch gemeinsame klinische und
neuropathologische Befunde wie Amyloid-Plaques, Akkumulation von intrazellularen
neurofibrillaren Bundeln (Tangles), synaptischer Dysfunktion und ausgepragtem
Neuronenverlust. Die familidare Form der Alzheimer-Demenz tritt bereits vor dem 65.
Lebensjahr auf. Bislang konnten bei FAD drei verschiedene pathogenetisch
relevante Gene identifiziert werden: 1) Mutationen im APP-Gen, das auf Chromosom

21 lokalisiert ist, 2) Mutationen im Prasenilin-1-Gen auf Chromosom 14 und 3)
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Mutationen im Prasenilin-2-Gen auf Chromosom 1. Derzeit sind 16 APP-Mutationen,
136 Prasenilin-1-Mutationen und 10 Prasenilin-2-Mutationen beschrieben worden

(http://molgen-www.uia.ac.be/ADMutations). Bei Personen mit Trisomie 21 (Down-

Syndrom) kommt es durch die zusatzliche Kopie des Chromosoms 21 zu sehr
frihzeitiger Entstehung von AD, was auf einen Gendosiseffekt hinweist. Besonders
frhzeitig, im Alter von 40-50 Jahren, erkranken Personen mit Prasenilin-1-
Mutationen. Allen Mutationen ist eines gemeinsam: sie fuhren zu einer stark
erhdohten AR-Produktion. Die AR-Konzentrationen waren beispielsweise im Serum
von Patienten mit APP-, PS1- oder PS2-Mutationen erhdht (Scheuner, D. et al.,
1996). Die Mutationen verstarken die AR-Bildung, indem sie die proteolytische
Spaltung der R- oder y-Sekretase erhdhen (Citron, M. et al., 1992; Suzuki, N. et al.,
1994).

R-Sekretase a-Sekretase y-Sekretase

NH,~---TEEISEVKM

l

PSS RNV 5 [ (o] )RV LS nAV e ] T (ey N [ [e] N AV e [eAAVN VIVITLVMLKKK---COOH

I

Mutation: NL GQ V I,G,F
Phéanotyp: FAD FAD/CAA HCHWA-D FAD FAD
Codon: 670/671 692 693 716 77
Bezeichnung: ,,Swedish“ ,»Flemish® ,Dutch® ,»Florida“ ,,London*

Abb. 1.12: Schnittstellen der a-, B- und y-Sekretase im APP-Gen. Bekannte APP-Mutationen

Mutationen an der B-Sekretase-Schnittstelle fuhren zu einer erhdhten Produktion von
AR1.40 und AR¢42, wohingegen Mutationen an der y-Sekretase-Schnittstelle selektiv
die Bildung von Al31.42 erhdhen.

Die ,Schwedische Doppelmutation® im APP-Gen (K670N/M671L) direkt vor der -
Sekretase-Schnittstelle, die zum ersten Mal in einer schwedischen Familie gefunden
wurde, begunstigt beispielsweise die APP-Spaltung durch die 3-Sekretase (Haass,
C. et al., 1995) und fuhrt somit zur 6- bis 8fach erhohten AR-Produktion (Citron, M. et
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al.,, 1992; Cai, X. D. et al.,, 1993). Hierbei werden beide AR-Peptide (A4 und
AlR4_47) verstarkt produziert.

Die Mehrzahl der Patienten leidet an der sporadischen Form der Alzheimer-Demenz.
Einen wichtigen genetischen Risikofaktor fur die sporadische Form stellt das
Apolipoprotein-E-Gen dar, das flr das Apolipoprotein E kodiert, einen Bestandteil der
low-density Lipoproteine. Drei verschiedene Genvarianten kommen im Menschen
vor. Die Unterschiede liegen in Veranderungen von zwei Aminosauren (APOE €2, €3
und &4). Die g2-Isoform enthalt zwei Cysteine, die €3-Isoform ein und die g4-Isoform
kein Cystein. Genetische Analysen konnten zeigen, dass das APOg4-Allel im
Vergleich zur Normalbevdlkerung gehauft bei AD-Patienten vorkommt. Homozygote
Trager des APOE¢e4-Allels weisen ein besonders hohes Risiko auf, an Alzheimer-
Demenz zu erkranken (Corder, E. H. et al., 1993; Saunders, A. M. et al., 1993).
APQOeg4 fuhrt daruber hinaus zu einem fruheren Beginn der Erkrankung im Vergleich
zu APOg2- und APO¢3-Tragern. Interessanterweise flhrt die Vererbung des APOg2-
Allels zu einem Schutz gegenuber Alzheimer-Demenz (Corder, E. H. et al., 1994).
Der genaue Mechanismus, warum das APOe4-Protein das Risiko an AD zu
erkranken erhoht, ist noch unklar. AD-Patienten mit einem oder zwei APOcg4-Allelen
haben jedoch eine hohere Plaquedichte im Gehirn im Vergleich zu Personen, die
kein APOeg4-Allel tragen (Schmechel, D. E. et al., 1993). APOe4 scheint also
entweder die AlR-Aggregation zu beschleunigen oder die Clearance zu verhindern.
Weitere AD-Kandidatengene befinden sich auf den Chromosomen 10 und 12. Auf
Chromosom 12 befinden sich zwei Gene, die mit AD in Verbindung gebracht werden:
az-Makroglobulin und sein Rezeptor, low-density lipoprotein receptor-related protein
(LRP1). Fur beide Proteine konnte gezeigt werden, dass sie eine wichtige Rolle bei
der AR-Clearance und beim Abbau von AR spielen (Tanzi, R. E., 1999). Auf
Chromosom 10 befindet sich ein Gen, das fur das Insulin-degrading enzyme (IDE)
kodiert. IDE ist eine Thiol-ZinK-Metalloendopeptidase und spielt zusammen mit
Neprilysin und anderen Proteasen eine sehr wichtige Rolle bei AR-Clearance und
Abbau (Selkoe, D. J., 2001). IDE Mutationen flhrten beispielsweise in einem
Rattenmodell zu einem 15 — 30%igen Defizit des Insulin- und AR-Abbaus (Farris, W.
et al., 2004).
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1.2.5. Alzheimer-Demenz und oxidativer Stress

Es gibt viele Hinweise, dass oxidativer Stress eine sehr wichtige Rolle in der
Pathogenese der AD spielt (Markesbery, W. R., 1997; Butterfield, D. A. et al., 1999;
Christen, Y., 2000; Nunomura, A. et al.,, 2001). In Gehirnen von Patienten mit
sporadischer AD konnten im Vergleich zu gleichaltrigen Kontrollpatienten oxidative
Stressmarker gefunden werden: erhdhte Spiegel von Lipidperoxidations-produkten,
oxidierte Proteine und oxidierte DNA und RNA (Smith, C. D. et al., 1991; Lovell, M.
A. et al., 1995; Lyras, L. et al., 1997). Untersuchungen von antioxidativen Enzymen
wie z.B. der Superoxiddismutase, der Glutathionperoxidase und der
Glutathionreduktase weisen uneinheitliche Ergebnisse auf. Der Uberwiegende Telil
der Studien zeigt jedoch Erhdéhungen der Enzymaktivitaten in AD-Gehirnen als
Antwort auf erhdhten oxidativen Stress (Schuessel, K. et al., 2004).

Es existiert ein dualer Mechanismus zwischen AR und der Produktion von ROS.
Oxidativer Stress kann zum einen die Produktion von intrazellularem AR (Misonou,
H. et al., 2000) und von sezerniertem AR (Olivieri, G. et al., 2001) erhdhen und zum
anderen stellt AR eine Quelle fur ROS dar (Butterfield, D. A. et al., 1999). Zwischen
der Toxizitat von AR und oxidativem Stress scheint also ein enger Zusammenhang
zu bestehen.

APP-Mutationen flhren, wie im vorhergehenden Kapitel gezeigt, zu erhdhter AR-
Produktion. APP-transgene Mause weisen hohe AR-Spiegel auf und zeigen daruber
hinaus erhohte oxidative Stress-Marker (Blanchard, V. et al., 2003). PC12-Zellen,
transfiziert mit der ,Schwedischen Doppelmutation“, zeigen eine erhohte
Empfindlichkeit gegenlber Zelltod induziert durch oxidativen Stress (Marques, C. A.
et al., 2003).

NO und seine Derivate gehoren ebenfalls zur Gruppe der ROS. In den letzten Jahren
konnte eine Beteiligung von NO an der Pathogenese der AD gezeigt werden
(Dorheim, M. A. et al., 1994; Norris, P. J. et al., 1996; Law, A. et al., 2001b). In AD-
Gehirnen konnten 2- bis 3fach erhohte Spiegel des Lipidnitrierungsproduktes 5-Nitro-
y-tocopherol nachgewiesen werden, was auf erhohte NO-Spiegel bzw.
Peroxynitritspiegel hinweist (Williamson, K. S. et al., 2002). Weitere Studien konnten
zeigen, dass Gehirne von AD-Patienten erhOhte Proteinnitrierungslevel aufweisen
(Smith, M. A. et al., 1997; Hensley, K. et al., 1998). AuRerdem konnte sowohl bei
Patienten mit sporadischer AD als auch in APP-transgenen Mausen (APP23 Mause)

eine erhohte INOS- und eNOS-Expression gefunden werden, was ebenfalls auf
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erhohte NO-Spiegel hinweist (Luth, H. J. et al.,, 2001). In einer weiteren Studie
konnten Luth et al. zeigen, dass bei AD-Patienten alle drei NO-Synthase-Isoformen
uberexprimiert werden und dass die Lokalisation der NO-Synthasen Ubereinstimmt
mit der Nitrotyrosinbildung (Luth, H. J. et al., 2002). DarUber hinaus ruft A} die
Stimulation der NO-Produktion in Gliazellen hervor (Akama, K. T. et al., 1998).
Stimulation von kortikalen Neuronen aus der Ratte mit Al34.4, fUhrte ebenfalls zu einer
erhohten NO-Freisetzung und zu einem Verlust der Zellviabilitat (Law, A. et al.,
2001a). Die Reduktion der AR-induzierten NO-Freisetzung durch iNOS- und nNOS-
Inhibitoren weist auf eine Beteiligung der iINOS und der nNOS am Al-induzierten
NO-Anstieg hin (Law, A. et al., 2001a). In Erganzung hierzu zeigten Neurone von
AD-Patienten eine Uberexperssion der eNOS (NOS-3), was zu mitochondrialer
Fehlfunktion und Zelltod fuhrte (de la Monte, S. M. et al., 2003).

1.2.6. Alzheimer-Demenz und Apoptose

Die Alzheimer-Demenz ist gekennzeichnet durch synaptische Dysfunktion und das
Absterben von Neuronen (Selkoe, D. J., 2002). Viele Daten weisen daraufhin, dass
das Absterben der Neurone durch apoptotischen Zelltod erfolgt (Behl, C., 2000).
DNA-Fragmentierung, ein verandertes Gleichgewicht zwischen pro- und
antiapoptotischen Proteinen und Caspase-Aktivitat konnten in Gehirnen von AD-
Patienten gefunden werden (Su, J. H. et al., 1994; Masliah, E. et al., 1998; Kitamura,
Y. etal., 1998; Yang, F. et al., 1998; Engidawork, E. et al., 2001). Interessanterweise
zeigten auch periphere Gewebe, wie z.B. Lymphozyten von Patienten mit
sporadischer AD, eine erhdhte Sensitivitit gegenlber oxidativem Stress
(Schindowski, K. et al., 2003).
Daruber hinaus ruft AR Neurotoxizitat in Primarkulturen der Ratte und in neuronalen
Zellkulturen hervor (Yankner, B. A. et al., 1989). Die Behandlung von primaren
Rattenneuronen oder SK-N-BE-Neuronen mit AR fihrt zu apoptotischem Zelltod
(Estus, S. et al., 1997; Tamagno, E. et al., 2003). Die Aktivierung der Caspasen 2, 3,
8 und 9 konnte mit der AR-Toxizitat in Verbindung gebracht werden (Roth, K. A,
2001). Auch genetische Faktoren scheinen am Apoptoseprozess beteiligt zu sein:
Die ,Schwedische Doppelmutation im APP-Gen ruft in PC12-Zellen eine erhdhte
Sensitivitat gegenuber Zelltod nach oxidativem Stress und nach Serumreduktion
hervor (Eckert, A. et al., 2001b; Leutz, S. et al., 2002). Die Aktivitat der Caspasen 3,
8 und 9 war in den APPsw-PC12-Zellen signifikant erhdht im Vergleich zu
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Kontrollzellen (Marques, C. A. et al., 2003). AuRerdem wiesen die APPsw-PC12-
Zellen eine erhohte JNK-Aktivitat nach oxidativem Stress auf (Marques, C. A. et al.,
2003). Lymphozyten von PS1-mutierten transgenen Mausen zeigten im Vergleich zu
Kontrolltieren ebenfalls eine erhdhte Sensitivitat gegenltber Zelltod (Eckert, A. et al.,
2001a).

1.2.7. Alzheimer-Demenz und mitochondriale Fehlfunktion

Mitochondriale Fehlfunktion scheint bei der Pathogenese der AD eine sehr wichtige
Rolle zu spielen (Swerdlow, R. H. and Kish, S. J., 2002). Morphologische
Untersuchungen von frontalem und temporalem Kortex von AD-Patienten zeigten,
dass die neuronalen Mitochondrien in der Anzahl reduziert und in der GroRe
verandert sind (Hirai, K. et al.,, 2001). Gehirne von AD-Patienten weisen daruber
hinaus auch eine erniedrigte Pyruvat-Dehydrogenase- und o-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Aktivitat auf (Gibson, G. E. et al.,, 1998). Zusatzlich zeigten AD-
Patienten eine erniedrigte Aktivitat der Cytochrom-C-Oxidase (COX) im ZNS (Parker,
W. D., Jr. et al., 1990; Parker, W. D., Jr., 1991; Kish, S. J. et al., 1992; Parker, W. D.,
Jr. et al., 1994a; Parker, W. D., Jr. et al., 1994b; Maurer, I. et al., 2000; Cardoso, S.
M. et al., 2004). Dieses Phanomen war auch in Thrombozyten von AD-Patienten
nachweisbar (Bosetti, F. et al., 2002). Zusatzlich zu Cytochrom-C-Oxidase-
Aktivitatsmessungen wurden auch Proteinspiegel und Proteinuntereinheiten bei AD-
Patienten untersucht. Western-Blot-Untersuchungen zeigten hierbei erniedrigte
Cytochrom-C-Proteinspiegel bei allen 4 Untereinheiten im parietalen und temporalen
Kortex von AD-Patienten (Kish, S. J. et al., 1999). Ojaimi et al. fanden eine
Erniedrigung der COX-Untereinheit 2 und Untereinheit 4 in Purkinje-Fasern von AD-
Patienten (Ojaimi, J. et al., 1999). Eine andere Studie zeigte, dass die Komplex-3-
Core-Protein-1-Spiegel im Kortex von AD-Patienten vermindert sind (Kim, S. H. et
al., 2000). Zusatzlich fand diese Arbeitsgruppe heraus, dass die 24-kD-Untereinheit
des Komplexes 1 im temporalen und okzipitalen Kortex und die 75-kD-Untereinheit
im parietalen Kortex von AD-Patienten signifikant reduziert waren (Kim, S. H. et al.,
2001).

Es gibt aulBerdem Hinweise, dass die mitochondriale DNA in AD-Gehirnen
geschadigt ist (de la Monte, S. M. et al., 2000). So fanden Hirai et al. eine Deletion
von 5 kb in der mtDNA (AmtDNA**"") (Hirai, K. et al., 2001). Andere Arbeitsgruppen
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konnten diese Deletion nicht finden (Chang, S. W. et al., 2000). Chang et al. zeigten
jedoch eine erhohte Anzahl somatischer Punktmutationen in der mtDNA von AD-
Gehirnen (Chang, S. W. et al., 2000). Lin et al. konnten vermehrt somatische
Punktmutationen in mtDNA im Alter und bei AD-Patienten finden (Lin, M. T. et al.,
2002). Es war jedoch kein Unterschied zwischen alten Kontrollpatienten und AD-
Patienten erkennbar. Allerdings korrelierte die Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat
negativ mit der Anzahl an Punktmutationen. Ob mitochondriale DNA-Schaden eine
spezielle Storung bei AD darstellen oder einen Alterseffekt, missen noch weitere
Studien klaren.

Viele Erkenntnisse Uber mitochondriale Fehlfunktion bei AD konnten mit Hilfe der
cytoplasmic hybrid Technik gewonnen werden. Dabei wird die mitochondriale DNA
von Zellkulturen mit Hilfe von Ethidiumbromid entfernt. Zellen, bei der die eigene
mitochondriale DNA entfernt ist, werden pO Zellen genannt. Die Zellen werden
anschlielRend repopuliert aus mtDNA von Thrombozyten. Cybrid-Zelllinien, die
mitochondriale DNA aus Thrombozyten von Patienten mit sporadischer AD
enthielten, zeigten eine reduzierte COX-Aktivitat, bei gleichbleibender Komplex 1-
Aktivitat (Swerdlow, R. H. et al., 1997; Davis, R. E. et al., 1997). Das mitochondriale
Membranpotential dieser AD-Cybrid-Mitochondrien war signifikant erniedrigt (Khan,
S. M. et al., 2000). AuRerdem waren die Mitochondrien in AD-Cybrids morphologisch
verandert (Trimmer, P. A. et al., 2000). In der neuesten Studie dieser Arbeitsgruppe
wurde die Cybrid-Zelllinie  von  AD-Patienten nach verschiedenen
Passagezeitpunkten untersucht (Trimmer, P. A. et al., 2004). Die Untersuchung der
fruhen Passage zeigte keine morphologischen Unterschiede zu den Kontroll-Cybrids.
Nach sechs Passagen waren jedoch deutliche Unterschiede erkennbar: eine erhohte
Anzahl an Mitochondrien, eine reduzierte Grélze und 8fach mehr morphologisch
veranderte  Mitochondrien als in  Kontroll-Cybrids. Das mitochondriale
Membranpotential war erniedrigt und die mtDNA-Synthese gesteigert. Die AD-
Cybrids wiesen intra- und extrazellular erhohte ARq.40 und AR442 Konzentrationen
auf, was auf Beteiligung von AR an der mitochondrialen Fehlfunktion hinweist (Khan,
S. M. et al., 2000).

Diese Hypothese wird weiterhin bestatigt durch den Befund, dass die Inkubation von
isolierten Rattengehirn-Mitochondrien mit ARs.35 zu einem Verlust der Cytochrom-C-
Oxidase-Aktivitat fihrt (Canevari, L. et al., 1999). In primaren Neuronenkulturen

konnte eine Verminderung der Aktivitat aller Atmungsketten-Komplexe durch ARgs.35
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gefunden werden (Casley, C. S. et al., 2002b). Dartber hinaus wiesen die primaren
Neuronenkulturen erniedrigte ATP-Spiegel und reduzierte Glutathionspiegel auf. Die
Inkubation von ARys.3s fuhrte zusatzlich zu einer Reduktion der o-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Aktivitat und der Pyruvat-Dehydrogenase Aktivitat (Casley, C. S. et
al., 2002a). In einer weiteren Studie wurde der Effekt von AR.s.35 auf Rattenleber-
Mitochondrien untersucht. ARs.35 fiihrte zu einer Offnung der mitochondrialen Pore,
zu einer Abnahme der COX-Aktivitat und zu erhéhtem oxidativem Stress (Parks, J.
K. et al., 2001). Die Autoren gehen hierbei davon aus, dass NMDA-Rezeptoren und
NO-Synthasen am AR-induzierten oxidativen Stress beteiligt sind. Interessanterweise
ruft AR nur an Zellen mit funktionstichtiger Atmungskette eine Cytchrom-C-
Freisetzung und Caspaseaktivierung hervor, was daflir spricht, dass
funktionstichtige Mitochondrien die schadigenden Effekte von AR vermitteln
(Cardoso, S. M. et al., 2001).

Klrzlich konnte in einer Studie gezeigt werden, dass APP in neuronalen
Mitochondrien von APP-transgenen Mausen lokalisiert ist. Mitochondriales APP steht
hierbei in direktem Kontakt mit dem mitochondrialen Translokaseprotein TOM 40. Die
Arbeitsgruppe geht deshalb davon aus, dass die Hemmung der mitochondrialen
Transportproteine durch APP zu mitochondrialer Dysfunktion und zur Hemmung der
ATP-Synthese flhrt (Anandatheerthavarada, H. K. et al., 2003). Lustbader et al.
konnten AR in Mitochondrien von AD Gehirnen und von APP-transgenen Mausen
nachweisen (Lustbader, J. W. et al., 2004). Sie zeigten, dass Al im Mitochondrium
an ABAD (AR-binding alcohol dehydrogenase) gebunden ist und somit in APP-
transgenen Mausen zu Cytochrom-C-Freisetzung, ROS-Bildung und erhdhter

Apoptoserate fuhrt.

1.2.8. Therapeutische Interventionsstrategien

Die Ursachen fur das Absterben von Neuronen bei AD sind auf3erordentlich vielfaltig:
die Anhaufung von AR, vermehrt gebildete Sauerstoffradikale, mitochondriale
Fehlfunktion gefolgt von apoptotischem Zelltod, Stérung der cholinergen,
dopaminergen und glutamatergen Neurotransmission. Aus diesem Grund sind die
Wirkmechanismen bekannter Antidementiva auch sehr unterschiedlich. Zur
Behandlung der Alzheimer-Demenz werden Acetylcholinesterasehemmstoffe, der

NMDA-Antagonist Memantin, das Nootropikum Piracetam und Ginkgo-biloba-Extrakt
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verwendet. Die Wirkmechanismen von Piracetam und Ginkgo-biloba-Extrakt sind

jedoch noch nicht genau geklart.

1.2.8.1. Acetylcholinesterasehemmestoffe

Ein selektiver Verlust von cholinergen Neuronen konnte bei AD-Patienten gefunden
werden (Davies, P. and Maloney, A. J., 1976). Um das cholinerge Defizit
auszugleichen, werden Acetylcholinesterasehemmstoffe eingesetzt. Der erste Ach-
Esterase Hemmstoff war Tacrin. Tacrin wird aufgrund der kurzen Halbwertszeit und
des leberschadigenden Effektes nur selten eingesetzt. Drei weitere Ach-Esterase
Hemmstoffe werden heute zur Therapie der AD verwendet: Donepezil, Rivastigmin
und Galantamin. Alle drei Arzneistoffe sind zugelassen zur Behandlung der milden
bis moderaten AD. Sie zeigen in erster Linie eine Verbesserung der kognitiven
Leistungen. In einer im Jahr 2003 veroffentlichten Metaanalyse konnte der Nutzen
der Ach-Esterasehemmstoffe bei der AD gezeigt werden (Lanctot, K. L. et al., 2003).
Ach-Esterasehemmstoffe bekdmpfen jedoch in erster Linie die Symptome der AD,
konnen jedoch den Krankheitsprogress nicht hinauszégern. Bei Galantamin konnten
zusatzlich neuroprotektive Effekte nach Sauerstoff- und Glukoseentzug in
hippocampalen Schnitten von Rattengehirnen beobachtet werden (Sobrado, M. et
al., 2004).

1.2.8.2. Memantin

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn. Glutamaterge
Uberstimulation kann zu neuronalen Schaden filhren, auch Exzitotoxizitat genannt.
Glutamat bindet an viele Rezeptoren unter anderem auch an den NMDA-Rezeptor.
Der NMDA-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei Gedachtnisvorgangen, Demenz
und in der Pathologie der Alzheimer-Demenz (Lipton, S. A. and Rosenberg, P. A.,
1994; Olney, J. W. et al., 1998; Shimizu, E. et al., 2000). Memantin ist ein nicht-
kompetitiver NMDA-Antagonist. Seit 2003 ist Memantin zur Behandlung der
moderaten bis schweren AD zugelassen. Es ist der einzige Arzneistoff, der flr dieses
Indikationsgebiet zugelassen ist. Memantin konnte Uber einen Zeitraum von 28

Wochen das Fortschreiten der AD vermindern (Reisberg, B. et al., 2003).
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1.2.8.3. Ginkgo-biloba-Extrakt

Der standardisierte Extrakt aus getrockneten Blattern von Ginkgo biloba (EGb 761)
steht ebenfalls als Antidementivum zur Verfliigung. Der EGb 761-Extrakt ist definiert
als Trockenextrakt aus getrockneten Ginkgo-biloba-Blattern (Droge-Extrakt-
Verhaltnis 35 — 67:1), extrahiert mit Aceton/Wasser. Er besteht zu 22 — 27 % aus
Flavonglykosiden, zu 5 — 7 % aus Terpenlaktonen (2,8 — 3,4 % Ginkgolide A, B und
C und 2,6 — 3,2 % Bilobalid) und hoéchstens 5 ppm Ginkgolsauren (Monographie,
Bundesanzeiger 46, 1994). Die Flavonoidfraktion besteht in erster Linie aus

Quercetin, Kaémpferol und Isorhamnetin-Glykosiden.
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Abb. 1. 13: Strukturformeln der Inhaltsstoffe von Ginkgo-biloba-Extrakt

Viele Studien konnten zeigen, dass EGb 761 wirksam ist bei der Demenz vom
Alzheimer-Typ, bei vaskularer Demenz und bei gemischten Formen (Kleijnen, J. and
Knipschild, P., 1992a; Kleijnen, J. and Knipschild, P., 1992b; Kanowski, S. et al.,
1996; Le Bars, P. L. et al., 1997; Oken, B. S. et al., 1998; DeFeudis, F. V. and Drieu,
K., 2000; Le Bars, P. L. et al., 2000; Le Bars, P. L. et al., 2002). In der Studie von
Kanowski im Jahre 1996 wurden Patienten mit milder bis moderater praseniler und
seniler Demenz 24 Wochen mit EGb 761 (240 mg/Tag) behandelt. Der klinische
Gesamteindruck besserte sich nach EGb 761-Gabe um 32 % (Kanowski, S. et al.,
1996). Die Alltagsbewaltigung wurde signifikant verbessert. In der Studie von Le Bars
im Jahre 1997 wurden AD-Patienten flir 52 Wochen mit EGb 761 (120 mg/Tag)
behandelt. Auch hier zeigte sich eine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten im

Vergleich zu Placebo und eine Steigerung der Alltagskompetenz
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(Le Bars, P. L. et al., 1997). Diese Studien, zusammen mit zahlreichen Metaanalysen
von Doppelblindstudien, weisen daraufhin, dass EGb 761 ein wichtiges Medikament
in der Therapie der AD darstellt. DarUber hinaus konnten Andrieu et al. zeigen, dass
die Behandlung mit EGb 761 das Risiko an AD zu erkranken bei alteren Frauen
vermindert (Andrieu, S. et al., 2003). Auch im APP-transgenen Mausmodell
verbesserte die chronische Gabe von Ginkgo-biloba-Extrakt altersabhangige
Gedachtnisverluste (Stackman, R. W. et al., 2003). Zusatzlich war EGb 761 in der
Lage, die durch intrazerebroventrikulare ~ ARq40-Injektion induzierten
Gedachtnisstérungen zu vermindern (Tang, F. et al., 2002).

Uber den Wirkmechanismus von EGb 761 bzw. seiner einzelnen Bestandteile bei AD
herrscht noch Unklarheit. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass EGb 761 und seine
Bestandteile antioxidative Effekte aufweisen (Rong, Y. et al., 1996; Wei, T. et al.,
2000; Bastianetto, S. et al.,, 2000b; Schindowski, K. et al., 2001). Dartber hinaus
zeigt EGb 761 neuroprotektive Effekte (Ahlemeyer, B. and Krieglstein, J., 2003a). Es
schitzt beispielsweise hippocampale Neurone von Ratten gegen AR-induzierten
Zelltod (Bastianetto, S. et al., 2000b; Bastianetto, S. and Quirion, R., 2002) und
Rattenneuronenkulturen vor Glutamat-induziertem Zelltod (Chandrasekaran, K. et al.,
2002). Gleichermalien weist es antiapoptotische Effekte in ausdifferenzierten PC12-
Zellen auf (Smith, J. V. et al., 2002). EGb 761 hemmt die durch Serumentzug oder
Staurosporinbehandlung hervorgerufene Cytochrom-C-Freisetzung, Caspase-3-
Aktivierung und DNA-Fragmentierung (Luo, Y. et al., 2002; Smith, J. V. et al., 2002;
Massieu, L. et al.,, 2004). Zusatzlich scheint EGb 761 ganz speziell schitzende
Effekte auf die Mitochondrien auszulben (Sastre, J. et al., 2000; Sastre, J. et al.,
2002a; Sastre, J. et al, 2002b). EGb 761 schutzt beispielsweise isolierte
Lebermitochondrien bei Sauerstoffmangel (Du, G. et al., 1999). In PC12-Zellen
erhoht Bilobalid die durch mitochondriale DNA kodierten mRNA- und Proteinlevel der
COX-Untereinheiten (Chandrasekaran, K. et al.,, 2002). EGb 761 und Bilobalid
schitzen die mitochondriale Atmungskettenaktivitat und verhindern den Abfall der
ATP-Spiegel durch Hypoxie (Janssens, D. et al.,, 1995; Janssens, D. et al., 1999;
Janssens, D. et al.,, 2000). Des Weiteren verbessert EGb 761 das adrenerge,
dopaminerge, cholinerge, serotonerge und GABAerge Neurotransmittersystem
(Ahlemeyer, B. and Krieglstein, J., 2003a). EGb 761 und seine Bestandteile Uben
dementsprechend zahlreiche Effekte auf Funktionen des zentralen Nervensystems
aus (DeFeudis, F. V. and Drieu, K., 2000).
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1.2.8.4. Piracetam
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Abb. 1. 14: Strukturformel von Piracetam

Piracetam (2-oxo-1-pyrrolidineacetamid) ist ein zyklisches Derivat von GABA, ohne
jedoch GABA-Aktivitat aufzuweisen. Es ist ein sehr hydrophiler Arzneistoff.
Piracetam ist zu 100 % bioverfugbar und wird nicht metabolisiert. Die Plasmalevel
betragen 200 — 2000 uM. Piracetam wurde vor mehr als 30 Jahren zum ersten Mal
synthetisiert. Im Jahre 1971 wurde es verwendet zur Behandlung des Schwindels
und von Erkrankungen, die mit dem Alterungsprozess einhergehen. Heute wird es
eingesetzt zur symptomatischen Therapie von Hirnleistungsstorungen in einem
Dosisbereich von 4 — 8 g pro Tag, zur Behandlung von zerebrovaskularen
Beschwerden in Dosen von 12 g pro Tag und zur Behandlung des kortikalen
Myoklonus werden bis zu 24 g pro Tag verabreicht. Piracetam ist ein nootropischer
Arzneistoff (Giurgea, C. E., 1982), das heilt, er erhoht sowohl beim Tier als auch
beim Mensch die Funktion von kognitiven Prozessen wie z.B. Lernen, Gedachtnis
und Aufmerksamkeit, ohne sedative oder psychostimulierende Effekte aufzuweisen
(Waegemans, T. et al., 2002). Im Jahre 1993 konnte eine Studie an 33 Patienten mit
milder AD zeigen, dass Piracetam in einer Dosis von 8 g pro Tag uUber ein Jahr
hinweg die Progression von kognitiven Storungen reduzieren kann (Croisile, B. et al.,
1993). Tsolaki et al. konnten dardber hinaus zeigen, dass Piracetam die gleiche
Wirksamkeit wie Acetylcholinesterasehemmstoffe aufweist (Tsolaki, M. et al., 2001).
Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2002, in der 19 doppelblinde, placebokontrollierte
Studien an alteren Patienten mit Demenz und kognitiven Stérungen eingeschlossen
waren, zeigte fur Piracetam ein positives Ergebnis: Piracetam war im Vergleich zur
Placebobehandlung wirksam bei alteren Patienten mit kognitiven Stdrungen
(Waegemans, T. et al., 2002). Daruber hinaus erhdhte Piracetam die mit dem Alter
abnehmende Membranfluiditat im menschlichen Gehirn, in der Maus und in der Ratte
(Muller, W. E. et al., 1997a). Die Verbesserung der Membranfluiditat fihrte zusatzlich
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zu Veranderungen auf Rezeptorebene. Piracetam erhohte die Dichte der
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren bei alten Ratten im frontalen Kortex und
Striatum und die der NMDA-Rezeptoren im Hippocampus (Scheuer, K. et al., 1999a)
und fUhrte gleichzeitig zu einer Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten (Scheuer,
K. et al., 1999a). In hippocampalen Membranen von Patienten mit sporadischer AD
und gleichaltrigen Kontrollpersonen erhdhte Piracetam ebenfalls die Membranfluiditat
(Eckert, G. P. et al, 1999). Der Effekt war allerdings im Vergleich zu den
gleichaltrigen Kontrollpersonen in AD-Patienten starker ausgepragt. Piracetam
verbesserte in der Maus auch die Membranfluiditdt synaptosomaler und
mitochondrialer Membranen (Muller, W. E. et al.,, 1999b). Der Effekt war in alten
Mausen starker ausgepragt im Vergleich zu jungen Mausen. Piracetam scheint
dementsprechend im Alter, wenn schon eine Beeintrachtigung der Membranfluiditat
vorliegt, besonders wirksam zu sein. Neuere Befunde weisen darauf hin, dass
Piracetam neuroprotektive Effekte auf Rattenastrozyten nach Hypoxie besitzt und
apoptotischen Zelltod verhindert (Gabryel, B. et al., 2002). Piracetam verbesserte in
diesem Modell die MTT-Reduktion, erhdhte die ATP-Spiegel, verhinderte die LDH-
Freisetzung und reduzierte die Caspase-3-Aktivitat (Gabryel, B. et al., 2002).
Zusatzlich schitzten Piracetam und sein Analogon GVS-111 normale humane
kortikale Neurone und Neurone von Down-Syndrom-Patienten vor oxidativen
Schaden und Apoptose nach H;Og-Inkubation (Pelsman, A. et al., 2003). Das
neuronale Uberleben wurde verbessert und die Lipidperoxidation vermindert. Die
Effekte von GVS-111 waren jeweils starker ausgepragt als die von Piracetam. Bei
Patienten mit sporadischer AD konnte der erniedrigte zerebrale Glukoseverbrauch
durch Piracetam gesteigert werden (Heiss, W. D. et al., 1988). Naftalin et al. konnten
in einer aktuellen Studie an Erythrozyten zeigen, dass Piracetam den hemmenden
Effekt von Barbituraten, Diazepam, Melatonin und Galanin auf den D-Glukose-
Transport antagonisiert, was die Erhdhung der Glukosespiegel erklaren konnte
(Naftalin, R. J. et al., 2004). Die Arbeitsgruppe von Mingeot-Leclercq konnte zeigen,
dass Piracetam die Membrandestabilisierung durch ARgg4, verhindern kann
(Mingeot-Leclercq, M. P. et al., 2003), was ebenfalls auf einen protektiven Effekt von

Piracetam bei AD hinweist.
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1.2.8.5. Neue Therapieoptionen
1.2.8.5.1.  Statine

Der Zusammenhang zwischen Cholesterin und Alzheimer-Demenz ist schon lange
bekannt. Apo E4, ein Protein, das am Transport von Cholesterin beteiligt ist, stellt
einen Risikofaktor fur AD dar. Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass die
Einnahme von Statinen mit einem reduzierten Risiko an AD zu erkranken einherging
(Wolozin, B. et al., 2000; Jick, H. et al., 2000). Zwei kurzlich publizierte prospektive
randomisierte, Placebo-kontrollierte Studien konnten jedoch keinen Nutzen bei
Patienten mit altersbedingten kognitiven Defiziten zeigen (Shepherd, J. et al., 2002;
Wald, N. and Law, M., 2002). Statine weisen in vitro Effekte auf die APP-
Prozessierung auf. In neuronalen und peripheren Zellen erhdhten Statine die a-
Sekretase-Spaltung und somit die Bildung des neuroprotektiven sAPPa bei einer
gleichzeitigen Reduktion der AR-Produktion (Fassbender, K. et al., 2001; Kojro, E. et
al., 2001).

1.2.8.5.2. Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAIDs)

Epidemiologische Studien zeigten, dass Patienten, die lange NSAIDs, in erster Linie
Hemmstoffe der Cyclooxygenase 1, einnahmen, ein niedrigeres AD-Risiko aufwiesen
(in, t., V et al., 2001). Auch eine aktuelle Metaanalyse zeigte den protektiven Effekt
von NSAIDs auf die Entwicklung von AD (Etminan, M. et al., 2003). Der protektive
Effekt kdnnte hervorgerufen werden durch die Tatsache, dass NSAIDs in
Zellkultursystemen und in APP-transgenen Tieren die y-Sekretase-Prozessierung
modifizieren und somit zu einem Abfall der AR4.42-Produktion flihren, bei jedoch
gleichbleibenden Gesamt-AR-Spiegeln (Weggen, S. et al.,, 2001). Dieser Effekt
erwies sich als wunabhangig vom Ausmall der Cyclooxygenase-Hemmung.
Prospektive Studien mit NSAIDs zeigten jedoch keinen Nutzen in der Therapie der
AD (Aisen, P. S. et al.,, 2003; Reines, S. A. et al., 2004), weshalb man davon

ausgehen kann, dass sie eher zur Prophylaxe der AD geeignet sind.

1.2.8.5.3. AR-Vakzine
Im Jahre 1999 wurde ein immunologischer Ansatz die AR-Monomere, Oligomere und
Aggregate zu senken am APP-transgenen Mausmodell getestet. Die parenterale

Immunisierung von APP-transgenen Mausen mit synthetischem, humanem AR.4;
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fuhrte zur Antikorperbildung, die einherging mit einer Clearance von AR-
Ablagerungen und bei Immunisierung von sehr jungen Mausen mit einem Verhindern
von AR-Ablagerungen (Schenk, D. et al., 1999). Weitere Studien zeigten, dass Al3-
Immunisierung die AR-Konzentration im Gehirn verminderte und zur Verbesserung
von Lerndefiziten in diesen Mausen fuhrte (Janus, C. et al., 2000; Morgan, D. et al.,
2000). Im Mausmodell wurden keine unerwunschten Antigen-AntikOrperreaktionen
beschrieben. Die Verabreichung der ARi.42-Vakzine an Patienten mit milder bis
moderater AD flhrte bei 6 % der Patienten zu inflammatorischen Reaktionen im
Sinne einer postvakzinalen Meningoenzephalitis (Selkoe, D. J. and Schenk, D.,
2003; Check, E., 2003). Dies fuhrte zum Abbruch der Studie. Eine
Nachuntersuchung der AD-Patienten mit hohen Antikorperspiegeln gegen AR zeigte
jedoch ein langsameres Fortschreiten der kognitiven Defizite bei diesen Patienten
(Hock, C. et al., 2003). Aus diesem Grund werden gegenwartig praklinische Studien
mit anti-AR-Antikérpern durchgefihrt.

1.2.8.5.4. Modulation der Sekretasen

Ein weiterer Ansatzpunkt bei frihen Formen der AD kdnnten Substanzen sein, die
die Bluthirnschranke Uberwinden und zu einem Anstieg der a-Sekretase-Aktivitat
oder einem Abfall der [3- und y-Sekretase-Aktivitat fihren. Durch die Gabe von a-
Sekretasestimulatoren wird die Bildung von ldslichem, neuroprotektivem sAPPao
gefordert. R- und y-Sekretase-Hemmstoffe fuhren zu einer verminderten AR-
Produktion. Einige neue Substanzen konnten als vy-Sekretase-Hemmstoffe
identifiziert werden: Peptid-Aldehyde (Calpain), Difluoroketone, Cathepsin-D-
Inhibitoren und Cathepsin-Y-Blocker (Allain, H. et al., 2003). y-Sekretase-Hemmestoffe
konnten zu einer 30 — 40%igen Absenkung der AR-Spiegel fuhren. Ob der
therapeutische Nutzen eher durch y-Sekretase-Hemmstoffe bewirkt wird, die die
aktive Seite (Prasenilin) des y-Sekretase-Komplexes hemmen oder durch
Substanzen, die die Kofaktoren (Nicastrin, Aph-1 oder Pen-2) hemmen, muissen
noch weitere Untersuchungen zeigen (Selkoe, D. J., 2004). Prasenilin-
doppelknockout-Mause sterben jedoch in der Embryonalphase (Donoviel, D. B. et al.,
1999), was auf eine wichtige Rolle der Praseniline in der Embryonalphase hinweist.
In einer kurzlich veroffentlichten Studie konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass
doppelknockout-Mause, denen beide Praseniline in den postnatalen Vorderhirnzellen

fehlten, Beeintrachtigungen des Gedachtnisses und der synaptischen Plastizitat
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aufwiesen, was auf die wichtige Rolle der Praseniline bei Gedachtnisvorgangen und
bei der synaptischen Funktion hinweist (Saura, C. A. et al., 2004). Die Hemmung des
y-Sekretase-Komplexes am Prasenilin  erscheint aus diesem Grund als
Therapieoption als problematisch.

Die Entwicklung von Substanzen, die die aktive Seite der R-Sekretase hemmen,
scheint schwieriger zu sein als die Entwicklung von y-Sekretase-Hemmstoffen. Erst
nachdem die Kristallstruktur der R-Sekretase aufgeklart wurde (Hong, L. et al., 2000),
konnten effektive Inhibitoren entwickelt werden. Auf Hydroxyethylen basierende
peptidometrische Inhibitoren konnten vor Kurzem synthetisiert werden (Hom, R. K. et
al., 2004). Interessanterweise zeigen knockout Mause fur die R-Sekretase keine
offensichtlichen Defizite, aber ein verandertes Verhalten (Roberds, S. L. et al., 2001,
Harrison, S. M. et al., 2003).
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1.2.9. Ziel der Arbeit

Hauptcharakteristika der AD sind extrazellulare Plaques bestehend aus dem
Amyloid-beta-Peptid (ABR) und intrazellulare neurofibrillare Bindel bestehend aus
hyperphosphoryliertem Tau-Protein. Viele Daten weisen daraufhin, dass AR zu
mitochondrialer Fehlfunktion fuhrt. In den bisherigen Studien wurde AR immer
extrazellular und in unphysiologisch hohen mikromolaren Konzentrationen
verwendet. Die hier vorliegende Arbeit hatte daher folgendes zum Ziel: Es sollte der
Effekt der schwedischen Doppelmutation im APP-Gen (APPsw) auf den NO-
Stoffwechsel und die mitochondriale Funktion untersucht werden. Die schwedische
Doppelmutation wurde in einer unter der familiaren Form der AD leidenden Familie in
Schweden identifiziert und fuhrt zu 6- bis 8fach erhdhten AR-Spiegeln. Zur
Untersuchung von mitochondrialen Funktionsstérungen durch die schwedische
Doppelmutation im APP-Gen (APPsw) wurden PC12-Zellen und HEK-Zellen stabil
mit humanem Wildtyp-APP bzw. APPsw transfiziert. Zusatzlich wurden
untransfizierte PC12-Zellen mit extrazellularem AR44, behandelt. Es sollten zum
einen dosisabhangige Effekte von AR untersucht werden und zum anderen die Frage
geklart werden, ob in erster Linie intra- oder extrazellulare AR-Effekte an der
mitochondrialen Fehlfunktion beteiligt sind. Um sicher zu gehen, dass mdgliche
Effekte auf den NO-Stoffwechsel bzw. auf die mitochondriale Funktion durch AR und
nicht durch eine Uberexpression von APP hervorgerufen werden, wurden beide
Zelllinien mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT udber 48 h behandelt und
anschlieRend die NO-Spiegel und die mitochondriale Funktion bestimmt. Die
intrazellularen NO-Spiegel wurden mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs DAF-2DA
gemessen. Zur Bestimmung der mitochondrialen Funktion dienten die mitochondriale
Membranpotentialmessung mit den Fluoreszenzfarbstoffen R123 und TMRE, die
Messung der ATP-Spiegel mit Hilfe eines Biolumineszenzassays und die
Bestimmung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat. Aullerdem wurde die Anzahl der
Mitochondrien mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Mitotracker Red bestimmt.
Zusatzlich wurde mit Hilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie das intrazellulare
Verteilungsmuster von APP untersucht. Um eine zusatzliche Aussage uber die
Beteiligung von nitrosativem bzw. oxidativem Stress bei mitochondrialer Fehlfunktion

zu treffen, wurden die Zellen zusatzlich mit Natriumnitroprussid bzw.
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Wasserstoffperoxid versetzt und anschliefiend das mitochondriale Membranpotential
und die ATP-Spiegel bestimmt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Antidementiva, Antipsychotika und Antidepressiva
auf ihre Fahigkeit untersucht werden, Mitochondrien vor oxidativem und nitrosativem
Stress zu schiitzen. Zur Uberpriifung der protektiven Effekte auf die Mitochondrien
wurden mitochondriale Membranpotentialmessungen und Bestimmungen der ATP-
Spiegel durchgefuhrt. Substanzen, die protektive Effekte zeigten, sollten in
zusatzlichen Stressexperimenten wie z.B. nach Serumentzug oder nach AR-
Inkubation weiter untersucht werden. Zusatzlich sollten die Substanzen auch auf
antiapoptotische Effekte wie z.B. auf eine Verminderung der Caspase-Aktivitat

getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate und Materialien

Brutschrank Heraeus, Typ BB 6220

Chamberslides (Lab-Tek Chambered
Coverglass, 8 well)
Combitips 0.1 ml, 0.5 ml, 1.0 ml, 2.5 ml, 10 m|

Deckglaser fur Haemocytometer
(Neubauer Kammer)
Falconréhrchen 15 ml, 50 ml

Fluoreszenz Mikroskop, Eclipse E 800
Fluoreszenz Spektrometer,

SLM Aminco Bowman Series 2
Inversionsmikroskop, Modell TMS, Typ 104
Konfokales Laserscanmikroskop

Kryo-Rohrchen, Modell Cryo-S, 2 ml
Kuhlzentrifuge Modell J2-21 mit

JA-20 und JA-20.1 Rotor

Kulturschalen, Corning® 25 cm?, Polystyren

Laminar flow Bank

Latex Handschuhe

Magnetruhrer, Typ Poly 15, H + P Labortechnik

Mikrotiterplatten (24 well; 96 well Platten)

Mikrozentrifuge, Modell GS-6R Zentrifuge
Multipette® plus 4981, Eppendorf

Neubauer Kammer Superior
Parafilm® M,

Pasteurpipetten

pH-Meter, Modell CG 825
Photometer flr Mikrotiterplatten,
Modell Digiscan

Pipetus®-akku, Hirschmann

Heraeus Instruments
GmbH, Hanau

Nalge Nunc International
USA
Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Nikon, Japan

Firma SLM Instruments,
Urbana, USA

Nikon, Japan

Firma Leica Lasertechnik
Heidelberg

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen
Beckmann, Minchen

Dunn Labortechnik,
Asbach

Heraeus Instruments
GmbH, Hanau

Ansell GmbH, Munchen
Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

IWAKI  Dunn  Labor-
technik, Greiner Labor-
technik Frickenhausen
Beckman, Krefeld

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Firma Merck, Darmstadt
Schott, Hofheim

Firma Asys Hightech,
Eugendorf

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt
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Pipetus®-classic, Hirschmann
Plastibrand® Tip-Rack, 5 — 300 pl, Brand
Plastik-Einmal-Pipette

Pipetten Model Pipetman 10, 20,
200, 1000 und 5000
Pipetten, 10, 20, 200, 1000 und 5000 pl

Pipetten steril, 5, 10 and 25 ml

Quarzktuvetten Modell 101-QS 10 mm
Schiuttler Modell ST5

Transferpette®-8, 10 - 100 ul, Brand
Transferpette®-8, 30 - 300 ul, Brand

Ultraschallbad, Sonorex RK105H

UV/VIS Photometer, Modell U-2000
Spectrophotometer

Victor Multilabel Counter

(Fluoreszenz, Lumineszenz, Photometrie)
Vortexer Modell Reax 2000

Wasserbad, Modell Thermomix 1441
Wasserbad, Modell 1003, GFL

Waagen, Modell Ab204 und AT261
Zentrifuge, Modell GS-6R

2.1.2. Chemikalien

Antimycin A

R-Amyloidzs.3s, Lot:0539704
R-Amyloids.42, Lot:0535120

Bovines Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaCly)

Caspase-9 Substrate I, Colorimetric

Carbonyl cyanide 4-trifluoromethoxyphenylhydrazone
(FCCP)
(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate) (CHAPS)

4,5-Diaminofluorescein-Diacetat (DAF-2DA)

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]octan (DABCO)

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Abimed, Langenfeld

Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH, Hamburg

Greiner Labortechnik,
Frickenhausen

Firma Helma, Mihlheim
Firma Zipper GmbH
Staufen

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Firma Bandelin, Berlin
Hitachi, Dusseldorf

Perkin Elmer, Jugesheim

Firma Heidolph,
Kelkheim

B. Braun-Melsungen,
Disseldorf

Merck Eurolab GmbH,
Frankfurt

Mettler, Gielden
Beckman, Minchen

Fluka, Mlinchen
Bachem, Heidelberg
Bachem, Heidelberg
Sigma, Miunchen
Merck, Darmstadt
Merck Biosciences,
Darmstadt

Fluka, Minchen

Sigma, Minchen
Merck Biosciences,

Darmstadt
Sigma Munchen
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N-N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl)-S-phenylglycine
t-butyl ester (DAPT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fetales Kalberserum, Mycoplasmen-getestet (FCS)
Fluoxetin-Hydrochlorid

Galanthamin-Hydrobromid

Geneticinsulfat (G418)

Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761)

Glycerol

Haloperidol-Hydrochlorid

Hank’s Balanced Salt, Ca®*- und Mg?*-frei (HBSS)
Hydroxyethylpiperazinethansulfonat (HEPES)
Horse Serum, Mycoplasmen-getestet (HS)
Imipramin-Hydrochlorid

Isopropanol

JC-1

Magnesiumchlorid (MgCly)
Memantin-Hydrochlorid

Methanol

Mitotracker Red

Mowiol 4-88

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumnitroprussid

Oligomycin

Paraformaldehyd (PFA)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penicillin/Streptomycin-Losung, lyophilisiert (PenStrep)
Piracetam
Poly-L-Lysinhydrobromid
Rhodamine 123 (R123)

Rotenon
Tetramethylrhodamineethylester (TMRE)

2-Thenoyltrifluoroacetone

Tris (hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X- 100

Trypanblau-Ldsung, 0,4 %

Valinomycin

Wasserstoffperoxid, 3 %, 30 %

Merck Biosciences,
Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Sigma, Mlnchen
Biotrend, Kdln
Biotrend, KoIn

PAA Laboratories, Colbe

Schwabe, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Biotrend, Kdln
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Fluka, Mlinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Molecular Probes,
Leiden

Merck, Darmstadt
Sigma, Miunchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Mldnchen
Fluka, Minchen
Sigma, Miunchen
Sigma, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
UCB, Belgien
Sigma, Miunchen
Molecular Probes,
Leiden

Sigma, Minchen
Molecular Probes,
Leiden

Fluka, Minchen
Sigma, Minchen
Sigma, Miunchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fluka, Minchen
Sigma, Minchen
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2.1.3. Kits und Antikorper

Kits

Bio-Rad DC Protein Assay (Lowry) Bio Rad, Munchen
Cytochr?Mme C Oxidase Assay Kit Sigma, Miunchen
ViaLight = HT (ATP Biolumineszenzassay) Cambrex, Belgien
Antikorper

Primar-Antikorper:

Amyloid Precursor Protein, a.a. 44-63 Chemicon, Hofheim
ATP-Synthase-i} BD, Heidelberg
Sekundar-Antikorper

Goat IgG Donkey, Fluorescein gekoppelt Chemicon, Hofheim
Mouse IgG Goat, Rhodamine gekoppelt Chemicon, Hofheim

2.1.4. Puffer und Lésungen

Alle Puffer wurden mit Millipore-Wasser angesetzt und der pH-Wert mit dem pH-
Meter Uberpruft.

Puffer:

HBSS-Puffer:

Das HBSS-Fertigpulvermedium wurde in 990 ml Millipore-Wasser gelost.
AnschlielRend wurden je 5 ml CaClz-Losung (200 mM) und MgSOg4-Losung (200 mM)
und 2,358 g HEPES hinzugefugt. Im Anschluss daran wurde der pH-Wert auf 7,4
eingestellt und der Puffer bei 4 °C aufbewahrt.

PBS-Puffer:

Das 10fach Konzentrat wurde mit Millipore-Wasser 1:10 verdunnt, anschlieRend der
pH-Wert auf 7,4 eingestellt und bei 4 °C aufbewahrt.

Tris-Puffer 5 mM:

Es wurden 1,21 g/ml in 2 | Millipore-Wasser gelést und der pH-Wert auf 7,4
eingestellt.
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Mitochondrienisolations-Lysepuffer 50 ml:

75 mM NaCl

1 mM NaH;PO4

8 mM N82HPO4

250 mM Sucrose

1 mM PMSF

0.05% Digitonin

6 Tabletten Mini Complete
Millipore-Wasser

Caspase-9-Lysepuffer:

10 mM HEPES
1mMDTT

0,1 mM EDTA

0,1 % CHAPS

0,1 % Triton X 100
1 mM PMSF

1 ug/ml Pepstatin
1 ug/ml Leupeptin

Caspase-9-Assay-Puffer:

100 mM NaCl
50 mM HEPES
10 MM DTT

1 mM EDTA
10 % Glycerol
0,1 % CHAPS

Losungen:

Paraformaldehydlosung 2 %:

Paraformaldehyd (PFA) 20g
PBS-Puffer 100 ml

Der Ansatz wurde alkalisch gemacht und das PFA wurde bei ca. 90 °C im
Wasserbad gelost. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Die Losung wurde

aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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Mowiolldsung:

Glycerol 6,09
Mowiol (4-88) 2449
Millipore Wasser 6,0 ml
0,2 M Tris Puffer 12,0 ml
DABCO 25 %

6 g Glycerol, 2,4 g Mowiol (4-88) und 6 ml Millipore-Wasser wurden 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden 12 ml Tris 0.2 M hinzugefugt und
1-2 Stunden bei 50 °C unter stdndigem Ruihren inkubiert. Die Mowiolldsung wurde
aliquotiert und bei —20 °C aufbewahrt. Zu dem Mowiolstock wurde am Tag der
Messung DABCO 2,5 % hinzugeflgt. Die Lésung bleibt bei Raumtemperatur Uber
mehrere Wochen stabil.

Rhodamine 123-Stammldsung:

Rhodamine 123 wurde in einer Konzentration von 100 mM in DMSO gel6st. Die
weiteren Verdunnungen erfolgten in HBSS.

TMRE- / DAF-2DA-Stamml6sung:

TMRE wurde in einer Konzentration von 100 mM in DMSO geldst. Die weiteren
Verdinnungen erfolgten in DMSO. DAF-2DA wurde als Stammldsung in DMSO in
einer Konzentration von 5 mM eingesetzt.

Caspase-9-Substrat-Losung:

Das Caspase 9-Substrat wurde in einer Konzentration von 2 mM in DMSO gel6st.
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2.2. Zellkultur

Als Zellkulturmodelle dienten in dieser Arbeit zum einen PC12-Zellen und zum
anderen HEK-Zellen. PC12-Zellen sind Phaochomozytom-Zellen aus der Ratte
(Greene, L. A. and Tischler, A. S., 1976). HEK-Zellen stellen eine menschliche
epitheliale Nierenzelllinie dar (Graham, F. L. et al., 1977). Bei beiden Zelllinien
handelt es sich um adharente Zellen. PC12-Zellen wurden in Dulbecco’s Eagle
Medium (DMEM) unter Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum (FCS), 5 %
Pferdeserum (HS) und 50 U/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin bei 37 °C und
5 % CO,-Gehalt kultiviert. HEK-Zellen wurden in DMEM unter Zusatz von 10 % FCS
und 50 U/ml Penicillin sowie 50 ug/ml Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt
kultiviert. Die Zellen wurden alle 2 — 3 Tage gesplittet, das heil3t von der Platte
abgeldst, vereinzelt, mit frischem Medium verdinnt und in neue Petrischalen
uberfuhrt.

Die Transfektionen der Vektor-, APPwt- und APPsw-PC12-Zellen und der HEK-
Zellen wurden von Frau Dr. Barbara Steiner durchgefuhrt (Eckert, A. et al., 2001b).
Die Charakterisierung der Zellen hinsichtlich der humanen APP-Expression und der
AR-Spiegel erfolgte durch Astrid Bonert. Zur Bestimmung der APP-Expression
wurden Westernblots durchgeflhrt, zur Bestimmung der AR-Spiegel ein AR-ELISA.
Die PC12-Zellen wurden mit zwei verschiedenen Plasmiden kotransfiziert, die einen
pCMV-Promotor enthielten: Das Plasmid pCMV695 enthalt die DNA-Sequenz fur
humanes wildtyp-APP (APPwt) bzw. fir die schwedische Doppelmutation von APP
(APPsw, KM670/671NL), das Plasmid pCMVneo Ubertragt eine Neomycinresistenz.
Resistenzvektor und APP-Vektor wurden in einem Verhaltnis von 1:10 unter
Verwendung des FuGene® Transfection Reagent (Roche, Mannheim) zu PC12-
Zellen gegeben. Zur Selektion wurde dem Medium das Neomycinderivat G418
zugesetzt. Die Transfektion der HEK-Zellen erfolgte auf die gleiche Art.

Die transfizierten PC12-Zellen und HEK-Zellen wurden unter den gleichen
Bedingungen kultiviert wie die untransfizierten PC12- und HEK-Zellen. Dem Medium

wurde jedoch zusatzlich G418 zugesetzt.
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Folgende Klone wurden in dieser Arbeit verwendet:
PC12-Zellen:

PC12 vct: NEO-01

PC12 APPwt: M5

PC12 APPsw: Q8

HEK-Zellen:
HEK 293 untransfiziert
HEK 269 wt
HEK 269 sw

2.2.1. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen von der Platte abgelost und in ein
Falcon Uberfuhrt. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 1000 Umdrehungen wurde der
Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml Medium aufgenommen und gut
resuspendiert. 10 yl der Zellsuspension wurde mit 90 pl Trypanblau-Losung 0,4 %
gemischt. 10 pl dieser Suspension wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer unter
dem Lichtmikroskop gezahlt. AnschlieRend wurde die Zellzahl auf 1 Mio Zellen pro ml

eingestellt.

2.2.2. Einfrieren der Zellen in flissigem Stickstoff

Die Zellen wurden von einer mittelstark bewachsenen Platte abgespult und in ein
Falcon uUberfuhrt. Nach der Zentrifugation fir 5 min bei 1000 Umdrehungen wurde
der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium (40 % Medium,
10 % FCS, 10 % DMSO) resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Kryoréhrchen
uberfihrt und mit Hilfe einer Einfrierbox bei —80 °C eingefroren. Nach 2 Tagen

wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

2.2.3. Auftauen der Zellen

Der Auftauvorgang muss sehr schnell erfolgen. Die Kryoréhrchen wurden bei 37 °C
im Wasserbad erwarmt. AnschlielRend wurde die Zellsuspension in ein Falcon mit 10

ml vorgewarmtem Medium dberfuhrt und anschlieend fir 5 min bei 1000
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Umdrehungen zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
1 ml Medium resuspendiert und anschlie3end in eine Petrischale mit 10 ml Medium
uberfuhrt.

2.3. beta-Amyloid (AR) Peptide

Die AR44> Peptide wurden als lyophilisiertes Pulver von der Firma Bachem,
Heidelberg bezogen. Um Spontanaggregation zu vermeiden, wurden alle Schritte auf
Eis durchgefuhrt. Das lyophilisierte Pulver wurde in eiskaltem Millipore-Wasser,
dessen pH-Wert mit Ammoniak auf pH 9 eingestellt wurde, geldst, so dass eine 1
mM Stammlésung entstand. Um den Lésungsprozess zu beschleunigen, wurden die
Peptide nach Zugabe des Wassers in ein mit Eiswasser gefulltes Ultraschallbad
gegeben. Die Stammlésungen wurden sofort nach dem Auflésen aliquotiert und bei
—20 °C gelagert.

Die ARys35-Peptide wurden ebenfalls als lyophilisiertes Pulver von der Firma
Bachem, Heidelberg bezogen. Die Stammlosungen wurden in Tris-Puffer hergestellt.
Der Aggregationszustand von AR scheint einigen Studien zu Folge maligeblich fur
dessen Toxizitat zu sein (Pike, C. J. et al., 1991; Lorenzo and Yankner, 1994). Aus
diesem Grund wurden die Peptide vor Beginn der Experimente fir 24 h
voraggregiert. Hierzu wurden die Stammldsungen in Tris-Puffer verdinnt und
anschlielend fur 24 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Vor der Zugabe zu den
Zellen wurden die aggregierten Peptide auf einem Vortexer homogenisiert, um eine

gleichmalige Verteilung zu gewahrleisten.

2.4. Sammeln von konditioniertem Medium

5 Mio Kontrollzellen, APPwt-Zellen und APPsw-Zellen wurden in einer Petrischale
ausgesaht. Zusatzlich wurde noch eine 24-Well-Platte und eine 96-Well-Platte mit
Kontrollzellen ausgesaht. Nach 24 h wurden die Zellen in den Petrischalen abgelost,
in ein Falcon uUberfuhrt und fur 5 min bei 1000 Umdrehungen zentrifugiert. Das
Medium der 24-Well-Platte und der 96-Well-Platte wurde in der Zwischenzeit
vorsichtig abgesaugt. AnschlieBend wurden jeweils 100 uyl (ATP-Messung) und
500 pl (Membranpotential) des im Uberstand befindlichen Mediums der
verschiedenen Zelllinien auf die einzelnen Wells der 96-Well-Platte bzw. der 24-Well-
Platte verteilt. Die Messung des mitochondrialen Membranpotentials und der ATP-
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Spiegel erfolgte nach 24-stindiger und nach 48-stiindiger Inkubation mit dem

konditionierten Medium.

2.5. Bestimmung von intrazellularen NO-Spiegeln

Die Bestimmung der intrazellularen NO-Spiegel erfolgte mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs DAF-2DA (Kojima, H. et al., 2001). Als unpolares Moleklil
passiert DAF-2DA die Zellmembran. Im Zytoplasma wird der Acetatrest durch
Esterasen abgespalten, wodurch die nichtfluoreszierende Muttersubstanz DAF-2
intrazellular akkumuliert (Abb. 2.1). Nach Reaktion mit NO und Sauerstoff entsteht
das fluoreszierende DAF-2-Triazol (DAF-2T). DAF-2 reagiert nicht mit stabilen
oxidierten Formen von NO wie z.B. Nitrat, Nitrit oder mit reaktiven Sauerstoffspezies
wie dem Superoxidanionradikal, Wasserstoffperoxid oder Peroxynitrit. Es ist also
sensitiv fur NO und kann sehr niedrige NO-Spiegel im Bereich von 2 — 5 nM

detektieren. Die Messung erfolgte mit Hilfe des Victor® Multilabel Counters.

DAF-2DA DAF-2 DAF-2T

Abb. 2.1: Strukturformel von DAF-2DA, Spaltung durch Esterasen, Anlagerung von NO

Die 24-Well-Platten wurden mit Polylysin (0.1 mg/ml) beschichtet, um ein Abldsen
der Zellen bei den Waschschritten zu vermeiden. Zur Beschichtung wurden in jedes
Well 200 pl Polylysin pipettiert, 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und 3mal mit
sterilem Wasser gewaschen. Anschlielfend wurden die PC12-Zellen und die HEK-
Zellen in die 24-Well-Platte ausgesaht. Dabei wurden pro Well 200.000 Zellen in
500 ul Medium aufgenommen. Um die NO-Synthaseaktivitat zu hemmen, wurde mit

NO-Synthasehemmestoffen Uber einen Zeitraum von 48 h vorinkubiert. Bei L-NAME

53



2. MATERIAL UND METHODEN

(20 mM) handelt es sich um einen unselektiven NO-Synthasehemmstoff, der alle drei
Formen gleichermallen hemmt. 1400 W (1 mM) ist ein selektiver Hemmstoff der
induzierbaren NO-Synthase (Garvey, E. P. et al., 1997), N”-propyl-L-arginine (1 mM)
stellt einen selektiven Hemmstoff der neuronalen NO-Synthase dar (Babu, B. R. and
Griffith, O. W., 1998). Am Versuchstag wurden die Zellen mit DAF-2DA in einer
Konzentration von 10 uM fur 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der
Inkubation wurde das Medium vorsichtig komplett abgesaugt und anschliel3end
500 pl HBSS pro Well hinzugefugt. Nach 5-minutiger Zentrifugation bei 1500
Umdrehungen wurde erneut abgesaugt und 500 pyl HBSS hinzugefugt. Die Messung
erfolgte am Victor® Multilabel Counter bei einer Exzitationswellenlange von 490 nm
und einer Emissionswellenlange von 535 nm (Einstellung: Rhodamine Bottom).

Als NO-Donoren wurden Papa-NONOate (Keefer, L. K. et al., 1996) und Spermine-
NONOate verwendet (Abb. 2.2). Bei den NONOaten handelt es sich um NO-
Donoren, die spontan pH-abhangig nach einer Reaktion 1. Ordnung dissoziieren und
2 Molekile NO freisetzen. Papa-NONOate setzt NO bei 37 °C mit einer
Halbwertszeit von 13 min frei, wohingegen Spermine-NONOate bei 37 °C eine

Halbwertszeit von 37 min aufweist.

3 N:O
-0 N/ HNM

Abb. 2.2: Strukturformeln von Papa-NONOate (links) und Spermine-NONOate (rechts).

Nach Aufnahme des Basalwertes wurde mit den beiden NO-Donoren stimuliert und

anschlie3end bei 37 °C Uber 1 h gemessen.

2.6. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials erfolgte mit Hilfe von zwei
Fluoreszenzfarbstoffen, Rhodamine 123 (R123) (Baracca, A. et al., 2003) und
Tetramethylrhodamineethylester (TMRE) (Collins, T. J. et al., 2002). Bei beiden
Farbstoffen handelt es sich um Kationen, die sich in Abhangigkeit vom

Membranpotential selektiv in die mitochondriale Matrix einlagern (Abb. 2.3). Je hdoher
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die Fluoreszenzintensitat ist, desto starker negativ ist das mitochondriale

Membranpotential.

CH, -
L3 X

H,N 0 _NH+ X H,N 0 N\CH3
= =
O COOMe O COOEthyl

R 123 TMRE

Abb. 2.3: Strukturformeln von R123 und TMRE

Die Etablierung der mitochondrialen Membranpotentialmessung wurde am
Fluoreszenzspektrometer durchgefuhrt. Hierzu wurden 2,5 Millionen Zellen in einer
Petrischale ausgesaht. Am folgenden Tag wurde mit Rhodamine 123 oder TMRE
15 min auf dem Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Abspilen
der Petrischale geerntet, in ein Falcon uberfuhrt und 5 min bei 1000 Umdrehungen
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1000 pl HBSS
resuspendiert. Danach wurden weitere 3 ml HBSS hinzugefugt und wiederum bei
1000 Umdrehungen abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde nochmals wiederholt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1000 pl HBSS resuspendiert und
die Fluoreszenzintensitat in einer Quarzkivette am Fluoreszenzspektrometer bei
einer Exzitationswellenlange von 507 nm und einer Emissionswellenlange von 529
nm bestimmt. Als Kontrollstimulantien wurden H;O, und der mitochondriale
Entkoppler FCCP verwendet. H,O, wurde Uber den Zeitraum von 6 h inkubiert,
FCCP wurde direkt in die Kuvette gespritzt. Man erkennt einen dosisabhangigen
Abfall der Rhodamine-123-Fluoreszenz mit steigenden H,O,-Konzentrationen, was
gleichbedeutend ist mit einem Abfall des mitochondrialen Membranpotentials (Abb.
2.4 A). Die Stimulation mit H,O, wurde auch mit TMRE als Fluoreszenzfarbstoff
durchgefuhrt (Abb. 2.4 B). Man erkennt ebenfalls eine Abnahme der TMRE-
Fluoreszenz mit steigenden H,O,-Konzentrationen, das heilt eine Abnahme des

mitochondrialen Membranpotentials. Die Messschwankungen waren jedoch starker
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ausgepragt als bei Rhodamine 123. Zur Durchfihrung von spontanen Stimulationen
mit FCCP war der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamine 123 nicht geeignet, denn
Rhodamine 123 zeigte keine spontane Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials. Diese Daten sind in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von
Salvioli et al.,, die ebenfalls zeigen, dass Rhodamine 123 nicht fur
Spontanstimulationen geeignet ist (Salvioli, S. et al., 1997). Nach dem Anfarben mit
TMRE fuhrte jedoch die Stimulation mit FCCP zu einem dosisabhangigen Anstieg
der TMRE-Fluoreszenzintensitat, was gleichbedeutend ist mit einem Abfall des
mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 2.4 C). TMRE reagiert bei spontaner
Stimulation mit einem charakteristischen Anstieg der Fluoreszenz, wenn mit
Substanzen, die das Membranpotential erniedrigen, stimuliert wird (Krohn, A. J. et
al., 1999). Die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach spontaner
Stimulation fuhrt zu einem Austreten des Farbstoffs aus dem Mitochondrium ins
Zytosol, was zur Folge hat, dass der Farbstoff weniger abgeschirmt ist und somit

eine hohere Fluoreszenzintensitat aufweist.
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Abb. 2.4: Einfluss von H,0, und FCCP auf das mitochondriale Membranpotential.

A, 6 h Stimulation mit H,O,, Messung des mitochondrialen Membranpotentials mit R123; man erkennt
eine konzentrationsabhangige Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. B, 6 h Stimulation
mit H,O,, Messung des mitochondrialen Membranpotentials mit TMRE; man erkennt ebenfsalls eine
konzentrationsabhangige Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials, aber gréRere
Schwankungen. C, spontane Stimulation mit FCCP nach 100 Sekunden, Messung des
mitochondrialen Membranpotentials mit TMRE, konzentrationsabhangiger Anstieg der TMRE-
Fluoreszenz, was gleichbedeutend ist mit einer Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
(ungepaarter student’s t-test, ***p<0.001, *p<0.05 versus Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M.

von 4 — 6 Experimenten.

In den Vorversuchen zeigte sich, dass Rhodamine 123 besser fur Langzeitversuche
und TMRE besser flr Spontaneffekte geeignet ist. Eine Ursache hierflr konnte sein,
dass TMRE nach Stimulation schneller Membranen Uberwindet und sich nicht an

Strukturen der mitochondrialen Matrix anlagert. Aus diesem Grund wurde
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Rhodamine 123 fur die Langzeitversuche und Tetramethylrhodamineethylester flr
Spontaneffekte verwendet. Die Membranpotentialmessung wurde zusatzlich am
Victor® Multilabel Counter etabliert. Hierzu wurden die PC12-Zellen (200.000 Zellen
pro 500 yl Medium pro Well) in einer 24-Well-Platte am Vortag des Versuchs
ausgesaht. Am Versuchstag wurden die Zellen mit dem jeweiligen Stimulus wie z.B.
Wasserstoffperoxid 500 yM flir 6 h oder Natriumnitroprussid 500 uM fur 24 h
inkubiert. 15 min vor Beendigung der Inkubation wurde Rhodamine 123 (0,4 uM)
hinzugefligt und auf dem Schuttler Stufe 5 inkubiert. Nach der Inkubation wurden pro
Well 500 yl HBSS hinzugefugt und anschlielend bei 1500 Umdrehungen fur 5 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und erneut 500
Ml HBSS hinzugefugt. Nach weiterer Zentrifugation bei 1500 Umdrehungen fur 5 min
wurde wieder abgesaugt und danach 500 pl HBSS hinzugefligt. Die Messung
erfolgte am Victor® Multilabel Counter bei einer Exzitationswellenldnge von 490 nm
und einer Emissionswellenlange von 535 nm (Einstellung: Rhodamine Bottom).

Zur Etablierung der Methode am Victor® Multilabel Counter wurde mit verschiedenen
Natriumnitroprussid (SNP)-Konzentrationen Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert.
Man erkennt auch hier eine dosisabhangige Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (Abb. 2.5).

20000+

10000+

R123-Fluoreszenz

co 0.25mM 05mM 0.75mM

SNP

Abb. 2.5: Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach SNP-Inkubation.

PC12 Zellen wurden fir 24 h mit SNP inkubiert, anschlie®Rend Messung des mitochondrialen
Membranpotentials mit R123; man erkennt einen dosisabhangigen Abfall der R123-Fluoreszenz, was
gleichbedeutend ist mit einem Abfall des mitochondrialen Membranpotentials (ungepaarter student’s t-

test, ***p<0.001 versus Kontrollzellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.
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Das Versuchsprotokoll wurde bei der Messung mit Tetramethylrhodamineethylester
dahingehend verandert, dass nur ein Waschschritt mit HBSS durchgeflhrt wurde.
Die Messung erfolgte dann ebenfalls am Victor® Multilabel Counter bei einer
Exzitationswellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm
(Einstellung: TMRE Bottom). Nach Aufnahme des Basalwertes wurde mit den
verschiedenen Komplexinhibitoren (Rotenon 2 pM, TTFA 10 uM, Antimycin 2 uM,
NaN; 10 mM und Oligomycin 10 pM) stimuliert und anschlieend Uber einen
Zeitraum von 8 min gemessen. Nach 8 min wurde das Plateau erreicht. Die Delta-

Werte wurden durch Subtraktion des Basiswertes vom 8-min-Wert bestimmt.

2.7. Bestimmung der ATP-Spiegel

ATP-Spiegel wurden mit Hilfe des VialLight HT® Kits der Firma Cambrex bestimmt.
Die Zellen wurden hierzu mit einem Gemisch aus Nukleotid-Releasing-Reagenz und
ATP-Monitoring-Reagenz versetzt. Das Nukleotid-Releasing-Reagenz dient der Lyse
der Zellen, das ATP-Monitoring-Reagenz dient der Bestimmung der ATP-Spiegel.
Das Testprinzip des Kits beruht auf folgender Reaktion (Crouch, S. P. et al., 1993):

L Luciferase o .
ATP + Luciferin + O, W Oxyluciferin + AMP + Pp, +CO,+Licht

Abb. 2.6: Biolumineszenzreaktion

Die Intensitat des emittierten Lichtes ist hierbei proportional zur ATP-Konzentration
(Crouch, S. P. et al., 1993). Die ATP-Konzentration kann mit Hilfe eines ATP-
Standards bestimmt werden. Der Biolumineszenzassay stellt ein sehr sensitives
Verfahren zur Bestimmung der ATP-Spiegel dar und ist selektiv fur ATP.

Die PC12-Zellen wurden in einer Dichte von 20.000 Zellen in 100 yl Medium pro Well
in einer weilRen 96-Well-Platte am Vortag ausgesaht. Am Versuchstag wurde mit
einem Stressor wie z.B. Wasserstoffperoxid 100 pM oder Natriumnitroprussid
500 uM inkubiert. Vor dem Ende der Inkubation wurden 200 ul ATP-Monitoring-
Reagenz und 9,8 ml Nukleotid-Releasing-Reagenz gemischt und 15 min inkubiert.
AnschlielRend wurden je 100 pl des Gemisches aus Nukleotid-Releasing-Reagenz

und ATP-Monitoring-Reagenz pro Well zu pipettiert. Die Messung erfolgte am Victor®
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Multilabel Counter mit Hilfe der Biolumineszenzeinstellung. Als ATP-Standard wurde
eine Verdunnungsreihe mit 6 verschiedenen ATP-Konzentrationen (0,01 yM bis 10
MM) hergestellt. Je 10 pl dieses Standards wurden in 90 pl Medium pipettiert.

Mit Hilfe einer Standardgerade der verschiedenen ATP-Konzentrationen wurden die
Lumineszenzwerte in ATP-Konzentrationen umgerechnet.

Zur Etablierung der Methode wurde eine Zeitreihe mit H,O, durchgefiihrt (Abb. 2.7).
Bei einer Konzentration von 50 bzw. 100 pM H;O, kam es zu einem zeit- und
dosisabhangigen Abfall der ATP-Spiegel. Der Maximaleffekt war nach 30 min
erreicht. Nach langerer H,O,-Inkubationsdauer waren die Zellen in der Lage, das

Defizit an ATP wieder zu kompensieren.
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Abb. 2.7: Abnahme der Lumineszenzintensitiat nach Stimulation mit H,0..

2.8. Inkubation mit Ginkgo-biloba-Extrakt und Piracetam

Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761) und Piracetam wurden auf ihre Fahigkeit, die
mitochondriale Funktion zu stabilisieren, untersucht. Hierzu wurden das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel nach Stimulation mit einem
Stressor wie z.B. H,O, oder SNP bei gleichzeitiger Anwesenheit von EGb 761 oder
Piracetam bestimmt. EGb 761 wurde in DMSO gel6st, die weiteren Verdlinnungen
erfolgten in Medium. Piracetam wurde in Wasser gelést und in Wasser
weiterverdunnt. Folgende Inkubationsschemata wurden verwendet:
1) eine Stunde Vorinkubation von EGb 761 und Piracetam, danach Zugabe des
Stressors (H202 oder Natriumnitroprussid)
2) Vorinkubation mit dem Stressor, 30 min nach Insult Zugabe von EGb 761 oder
Piracetam
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3) Vorinkubation mit dem Stressor, 30 min nach Insult Mediumwechsel, 23 h
Inkubation mit EGb 761 oder Piracetam
4) 6 h Vorinkubation mit EGb 761 oder Piracetam, anschlie®end akute

Stimulation mit Hemmstoffen der mitochondrialen Atmungskette

2.9. Isolierung von Mitochondrien

Die Mitochondrien aus PC12-Zellen wurden mit Hilfe der Digitoninlyse isoliert
(Gottlieb, R. A. and Granwville, D. J., 2002). Zur Mitochondrienisolierung wurden 5 Mio
Zellen pro 10 ml Medium ausgesaht. Am folgenden Tag wurden die Zellen geerntet
und bei 1000 Umdrehungen fir 5 min abzentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen
des Uberstandes wurde mit 250 ul PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde mit 200 pl Mitochondrienisolationslysepuffer versetzt,
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurde flr 10 min bei 800 g
und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und bei
Hochstgeschwindigkeit (20.000 g) erneut fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul PBS aufgenommen.

2.10. Protein-Bestimmung nach Lowry

Der Proteingehalt der erhaltenen mitochondrialen Fraktion wurde mit dem
Proteinassay der Firma BioRad bestimmt. Er beruht auf der Bestimmungsmethode
nach Lowry. Bei der Lowry-Methode wird ein Kupfer-Proteinkomplex in alkalischer
Losung gebildet, der ein Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagenz (Folin-
Ciocalteau-Phenol-Reagenz) reduziert. Hieraus resultiert eine intensiv blaue
Farbung, die photometrisch vermessen wird.

In eine 96-Well-Platte wurden 5 pl der mitochondrialen Fraktion bzw. des Standards
(BSA-Losung) oder 5 ul PBS pipettiert. Anschlieend wurden 25 i
Kupfertartratidsung (Reagenz A) und 200 pl des Folin-Ciocalteau-Reagenzes
(Reagenz B) zugefugt. Die Platte wurde 15 min geschuttelt und anschlieRend die
Absorption bei 620 nm vermessen. Die Werte der mitochondrialen Fraktion wurden
mit Hilfe der Standardgerade (0,05 mg/ml bis 0,5 mg/ml BSA) in

Proteinkonzentrationen umgerechnet.
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2.11. Bestimmung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat

Die Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitdt wurde mit Hilfe des Cytochrom-C-Oxidase-
Assay-Kits der Firma Sigma bestimmt (Rasmussen, U. F. and Rasmussen, H. N.,
2000). Die Absorption von Cytochrom C bei einer Wellenlange von 550 nm andert
sich mit dem Oxidationsstatus. Diese Erkenntnis wird im Cytochrom-C-Oxidase-Kit
als Messprinzip verwendet. Cytochrom C wird durch Natriumhydrosulfit reduziert zu
Ferrocytochrom C und anschliefend reoxidiert durch die Cytochrom-C-Oxidase zu
Ferricytochrom C. Die Oxidation von Ferrocytochrom C durch die Cytochrom-C-
Oxidase ist eine biphasische Reaktion mit einem schnellen Anstieg der Aktivitat
gefolgt von einer langsamen Reaktionsrate. Die schnelle Reaktion lauft innerhalb von
45 Sekunden ab.

Die mitochondrialen Fraktionen wurden mit PBS auf einen Proteingehalt von 80 pg
Protein eingestellt. An jedem Messtag wurden die Natriumhydrosulfittdsung und die
Zur

Ferrocytochrom-C-Lésung wurde Cytochrom C in Wasser geldst und anschliel3end

Ferrocytochrom-C-Substrat-Losung frisch  hergestellt. Herstellung der
Natriumhydrosulfittdsung hinzupipettiert (12,4 bis 25 pul), um das Cytochrom C zu
reduzieren. Die Farbe der Losung veranderte sich hierbei von dunkelrot nach hellrot.
Das Verhaltnis der Absorptionen von Assp nm und Asgs nm €iner 1:20-Verdinnung in
Assay-Buffer sollte zwischen 10 und 20 liegen. Als Positivkontrolle diente reine

Cytochrom-C-Oxidase.

Folgendes Reaktionsschema wurde durchgefihrt:

Probe Assay-Buffer Enzyme- Probenvolumen | Cytochrom-C-
Dilution-Buffer Losung

Leerwert 950 ul 100 pl - 50 pl

Probe 950 ul (100-x) pl X Ml 50 ul

Positivkontrolle | 950 pl 60 pl 40 pl 50 pl

Assay-Buffer wurde jeweils in einer Kuvette vorgelegt, anschlie3end die Probe bzw.
die Cytochrom-C-Positivkontrolle zupipettiert und gemischt. AnschlieRend wurde der
Enzyme-Dilution-Buffer hinzugefugt und gemischt. Die Kuvette wurde ins Photometer
gestellt, Cytochrom-C-Losung zupipettiert und die Messung bei 550 nm bei
Raumtemperatur gestartet. Die Messdauer betrug 60 Sekunden. Die Positivkontrolle

oder die mitochondriale Fraktion fihrten zu einem Abfall der Absorption bei 550 nm.
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Die Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat wurde mit folgender Formel berechnet:

Uil (AA/MINg, pe- AA/MIN orert) X dil X 1.1
mil =

(Volumen des Enzyms) x 21.84

Abb. 2.8: Formel zur Berechnung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat
(AA:  Abnahme der Absorption bei 550 nm, dil: Verdinnung, 21.84: Differenz der

Extinktionskoeffizienten zwischen reduziertem und oxidiertem Cytochrom c bei 550 nm)

Zur Etablierung der Methode wurde der Assay mit verschiedenen Konzentrationen
der Cytochrom-C-Oxidase-Positivkontrolle durchgefiihrt und der Abfall der Absorption
bei 550 nm beobachtet. Es kam zu einem konzentrationsabhangigen Abfall der
Absorption bei 550 nm (Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: Abnahme der Absorption bei 550 nm in Abhéngigkeit von der zugefiigten

Enzymmenge.

2.12. Bestimmung der Anzahl der Mitochondrien mit Hilfe des
Fluoreszenzspektrometers

Die Anzahl der Mitochondrien wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Mitotracker

Red CMXRos bestimmt. Mitotracker Red CMXROS lagert sich unabhangig vom

mitochondrialen Membranpotential selektiv in die Mitochondrien ein. Der Farbstoff

enthalt eine thiol-reaktive Chloromethylgruppe (Abb. 2. 10). Diese Gruppe ist in der

Lage, mit Thiolgruppen von mitochondrialen Proteinen zu reagieren.
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Thiol Bindung

v

CH,S—— Peptid

Mitotracker Red CMXROS Mitotracker Red konjugiert

Abb. 2. 10: Strukturformel von Mitotracker Red und Bindung in der Zelle

Zur Bestimmung der Mitochondrienanzahl wurden 2,5 Millionen Zellen in einer
Petrischale ausgesaht. Am folgenden Tag wurde mit Mitotracker Red 100 nM bei
37 °C fur 30 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Abspllen der
Petrischale geerntet, in ein Falcon Uberfuhrt und 5 min bei 1000 Umdrehungen
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1000 pl HBSS
resuspendiert. Danach wurden weitere 3 ml HBSS hinzugeflgt und wiederum bei
1000 Umdrehungen abzentrifugiert. Der Waschschritt wurde nochmals wiederholt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1000 pyl HBSS resuspendiert und
die Fluoreszenzintensitat am Fluoreszenzspekirometer bei einer Exzitations-
wellenlange von 579 nm und einer Emissionswellenlange von 599 nm bestimmt. Je

hdher das Fluoreszenzsignal, desto gréfler ist die Anzahl der Mitochondrien.

2.13. Konfokale Laserscanmikroskopie

Die Verwendung des konfokalen Laserscanmikroskops bietet die Maoglichkeit,
dreidimensionale Bilder aufzunehmen (Pawley 1995), was eine Aussage Uber die
intrazelluare Architektur erlaubt. Die Kombination aus Argon-Krypton-Laser und den
vorhandenen Filtern erlaubt die Anregung bei drei diskreten Wellenlangen (488 nm,
568 nm und 647 nm).
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Abb. 2.11: Prinzip der konfokalen Laserscanmikroskopie

Im Unterschied zum konventionellen Mikroskop erzeugt das konfokale Mikroskop
zunachst nur einen Bildpunkt, der genau einen Punkt aus der Brennebene des
Objektes darstellt. Um ein vollstandiges Bild des Objektes zu erhalten, muss das
Objekt Punkt fir Punkt gescannt werden. Zum Scannen des Objektes muss der
Anregungsstrahl (grin) nacheinander auf viele Punkte des Objektes gelenkt werden
(Abb. 2.11). Laserlicht ist hierfur besonders geeignet, weil ein Laserstrahl
monochomatisches Licht mit hoher Intensitat auf einen kleinen Punkt fokussieren
kann. Zum Scannen werden zwei Scanspiegel bendtigt: einer flr die Punkte einer
Zeile (X-Richtung) und einer fir die Zeilen eines Bildes (Y-Richtung). Das
Fluoreszenzlicht (rot) wird ebenfalls Uber diese Spiegel zum Detektor geleitet. Der
Rechner rekonstruiert aus der gemessenen Fluoreszenzintensitat jedes einzelnen
Punktes ein Bild des Objektes. Das Objekt kann darUber hinaus auch in Richtung
des Strahlenganges (Z-Richtung) bewegt werden. Dadurch kdnnen mehrere
Schichten des Objektes gescannt werden und somit vom Rechner ein

dreidimensionales Bild erzeugt werden.
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Am Tag vor der Messung wurden 100.000 Zellen/300 ul Medium in Polylysin-
beschichteten Chamber Slides ausgesaht. Am Messtag wurden folgende Farbungen
vorgenommen:

1) Anfarbung mit Mitotracker Red (100 nM) oder Rhodamine 123 (1 uM)

Hierzu wurden die Zellen fir 30 min bei 37 °C mit Mitotracker Red oder 15 min bei
RT mit Rhodamine 123 inkubiert und anschliefend 3x mit PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgte mit 2 % Paraformaldehyd fir 15 min bei Raumtemperatur.
Anschlieend wurde nochmals mit PBS gewaschen und die Zellen mit Mowiol, das
2,5 % DABCO enthielt, eingedeckelt. Bei der Doppelfarbung mit Rhodamine 123 und
Mitotracker Red wurde zuerst mit Rhodamine 123 flr 15 min inkubiert, 3x mit PBS
gewaschen und anschliefsend mit Mitotracker Red flr 30 min inkubiert und wiederum
3x mit PBS gewaschen. Die Fixierung erfolgte genauso wie bei der Einzelfarbung.

2) Antikorperfarbung mit anti-APP/ bzw. anti-ATP-Synthase-[3-Antikorper

Die Zellen wurden nach Fixierung mit 2 % Paraformaldehyd (15 min bei RT) mit 1 %
Triton / PBS (15 min) permeabilisiert. Die Blockierung erfolgte mit 5 % BSA/PBS fur
20 min. Die Inkubation des ersten Primarantikorpers (anti-APP-AK) und des zweiten
Primarantikdrpers (anti-ATP-Synthase-R-Antikdrper) erfolgte gleichzeitig Uber Nacht
bei 4 °C. Am Folgetag wurde nach dreimaligem Waschen mit PBS der erste
Sekundarantikorper hinzugefigt und 30 min bei 4 °C inkubiert. Gleich im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Sekundarantikorper fur 30 min bei 4 °C.
Anschlieend wurde 3x mit PBS gewaschen und die Zellen mit Mowiol, das 2,5 %
DABCO enthielt, eingedeckelt.

Nachdem die Zellen in Mowiol eingedeckelt waren, wurden sie mit dem
Laserscanmikroskop (CLSM; Firma Leica Lasertechnik, Heidelberg) vermessen. Es
wurde das 100fache Olinversionsobjektiv verwendet. Die gespeicherten

Informationen wurden mit Hilfe der Imaris- und Selima-Software bearbeitet.

2.14. Caspase-9-Assay

Der Caspase-9-Assay beruht auf dem Prinzip der Kolorimetrie. Die Spaltung von Ac-
LEHD-pNA durch Caspase 9 zu p-Nitroanilin kann kolorimetrisch bei 405 nm Uber
30 min am Victor® Multilabel Counter vermessen werden. Ein Anstieg der Absorption
bei 405 nm stellt ein Mal} fur die Caspase-9-Aktivitat dar.
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5 Mio Zellen pro Petrischale wurden am Tag vor der Messung ausgesaht. Zur
Etablierung der Methode wurden die PC12-Zellen fur 2, 4, und 6 h mit SNP 0,5 mM
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen von der Platte abgeldst, in ein Falcon
uberfihrt und bei 1000 Umdrehungen fur 5 min abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet
wurde mit 200 ul eiskaltem PBS gewaschen und erneut bei 1000 Umdrehungen
5 min zentrifugiert. Im Anschluss daran erfolgte auf Eis die 30-minltige Lyse in 100
pl Lysepuffer (10 mM HEPES, 0.1 % Triton X-100, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid,
0.1 mM EDTA, 1 mM Dithiothreitol, 1 pg/ml Pepstatin A, 1 ug/ml Leupeptin, 0.1 %
CHAPS, pH 7.4). Das Lysat wurde anschlieend bei 20.000 g und 4 °C fur 20 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vom Pellet abgetrennt und bei —20 °C
eingefroren.

Zur Bestimmung der Caspase-9-Aktivitdat wurde folgendes Reaktionsschema
verwendet:

Negativkontrolle: 90 ul Assaypuffer + 10 ul Caspase-9-Substrat

Positivkontrolle: 100 ul einer 50 yM p-Nitroanilin-Lésung in Assaypuffer

Proben: 80 ul Assaypuffer + 10 ul Zellextrakt + 10 pyl Caspase-9-Substrat

Der Assaypuffer setzt sich wie folgt zusammen: NaCl 100 mM, HEPES 50 mM, DTT
10 mM, EDTA 1 mM, Glycerol 10 %, CHAPS 0.1 %.

Die Mischung aus Assaypuffer und Zellextrakt wurde 10 min stehen gelassen,
anschlielend wurden 10 yl Caspase-9-Substrat hinzugefigt und die Messung am
Victor® Multilabel Counter bei 405 nm gestartet. Die Messung wurde (ber einen

Zeitraum von 30 min durchgefthrt.

0.03+

0.024

0.014

Absorption bei 405 nm

0.00

Kontrolle SNP 2h  SNP 4h  SNP 6h

Abb. 2.12: Zunahme der Absorption bei 405 nm nach SNP-Inkubation.
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Bei einer 2-stindigen Natriumnitroprussidinkubation war die Caspase-9-Aktivitat
maximal (Abb. 2.12). Celio Maques konnte bei einer 2-stindigen H,O,-Inkubation
ebenfalls eine maximale Aktivierung der Caspase 9 beobachten (Marques, C. A. et
al., 2003).

Zur Untersuchung der Effekte von EGb 761 und Piracetam auf die Caspase-9-
Aktivitat wurde mit EGb 761 bzw. Piracetam flr 24 h inkubiert. 2 Stunden vor dem
Ende der Inkubation wurde mit Natriumnitroprussid stimuliert und anschlief3end die

Caspase-9-Aktivitat bestimmt.

Die Berechnung der Caspase-9-Aktivitat erfolgte mit folgender Formel:

Caspase-9-Aktivitat (pmol/min) = Steigung (pro min) x Konversionsfaktor x Assay-
Volumen (100 pl)
Konversionsfaktor = 50 uM / Mittelwert der Absorption von p-Nitroanilin (50 uM)

2.15. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mit der Prism 3®-Software der
Firma GraphPad. Angegebene Messwerte sind Mittelwerte mit Standardfehler vom
Mittelwert (+ S.E.M.). Zur Prufung von statistisch signifikanten Unterschieden
zwischen zwei Messgruppen wurde ein zweiseitiger Student’s t-Test durchgefiuhrt.
Bei Vergleich von mehr als zwei Gruppen mit nur einer Messvariablen wurde eine
einseitige (one-way) ANOVA (Varianzanalyse) mit anschlieRendem Tukey’s posthoc
Test durchgefuhrt oder eine Repeated Measures ANOVA. Bei zwei veranderlichen

Messvariablen wurde eine zweiseitige (two-way) ANOVA gerechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Zellmodelle

3.1.1. AB-Spiegel der APP-transfizierten PC12- und HEK-Zellen

In dieser Arbeit wurden APP-transfizierte PC12- und HEK-Zellen verwendet. Die
schwedische Doppelmutation im APP-Gen fuhrt in PC12-Zellen (0,2 nmol/l) und in
HEK-Zellen (5,42 nmol/l) zu einer erhdhten AR-Sekretion im Vergleich zu APPwt-
PC12- und APPwt-HEK-Zellen (Bonert, A. et al., 2004) (Tabelle 1). APPsw-PC12-
Zellen produzieren niedrige AR-Spiegel, die jenen bei Patienten mit sporadischer AD
entsprechen. Die APP-Expression ist jedoch in APPwt- und APPsw-PC12-Zellen
gleich stark ausgepragt (Eckert, A. et al., 2001b) und ist im Vergleich zur endogenen
APP-Expression in Kontroll-PC12-Zellen zweifach erhdht. APPsw-HEK-Zellen weisen
20fach erhohte AR-Spiegel auf, was vergleichbar ist mit AR-Spiegeln von Patienten
mit familidrer AD und was gleichzeitig die starkeren Effekte in einigen Versuchen
erklart. AuRerdem lasst sich daraus schlieRen, dass der Sekretionsweg von AR in
APPsw-HEK-Zellen starker ausgepragt ist als in PC12-Zellen. Die endogene humane
APP-Expression ist in Kontroll-HEK-Zellen zweifach erhdht im Vergleich zu APPsw-
PC12-Zellen. Daruber hinaus haben sowohl APPwt- als auch APPsw-HEK-Zellen
eine 3fach erhohte APP-Expression im Vergleich zu Kontroll-HEK-Zellen und eine
6fach erhdhte APP-Expression im Vergleich zu APPsw-PC12-Zellen (Bonert et al.,
2004). Der Vergleich der beiden Zelllinien erlaubt es deshalb, dosisabhangige

Effekte von AR auf die mitochondriale Funktion zu untersuchen.
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AB-Sekretion in pg/ml Medium

Zelltyp co APPwt | APPsw

PC12- | 367+152 | 17.33+3.18 | 97.33+9.56

*k% *k%

Zellen +

HEK- 3547 £1.16| 259.1 £7.91 | 2598 £ 26.29

*k% *k%k

Zellen

One way ANOVA, posthoc Tukeys Multiple Comparison Test, ***p<0.001 vs.
Kontrollzellen, *** p<0.001, ** p<0.01 vs. APPwt Zellen. Werte stellen Mittelwerte
+ S.E.M. von 3 — 4 Experimenten dar.

Tabelle 1: AR-Sekretion von PC12-Zellen und HEK-Zellen in pg/ml Medium

3.2. Amyloid beta erhoht die NO-Produktion und fuhrt zu

mitochondrialer Fehlfunktion bei Alzheimer-Demenz

3.2.1. Erhohte NO-Spiegel in APPsw-PC12- und APPsw-HEK-Zellen

Die Bildung von NO scheint in der Pathogenese der AD eine entscheidende Rolle zu
spielen (Law, A. et al., 2001b). Aus diesem Grund wurden die intrazellularen NO-
Spiegel in APP-transfizieten PC12- und HEK-Zellen mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs DAF-2DA bestimmt. Beide Zelllinien weisen erhdhte NO-
Spiegel in folgender Reihenfolge auf: co < APPwt < APPsw (Abb. 3.1 A, B). Die
Erhdhung der NO-Spiegel ist bei beiden Zelllinien gleichermallen ausgepragt. Sie
betragt ca. 10 % zwischen Kontrollzellen und APPsw-Zellen. Betrachtet man
allerdings die absoluten DAF-2DA-Werte, so fallt auf, dass APPsw-HEK-Zellen
hohere NO-Werte aufweisen als APPsw-PC12-Zellen. Um den Effekt von
extrazellularem AR auf die NO-Spiegel zu untersuchen, wurden darUber hinaus
untransfizierte PC12-Zellen mit extrazelluldarem Af31.42 Uber einen Zeitraum von 24 h
behandelt und anschlieend die intrazellularen NO-Spiegel bestimmt. Nach Ald4_42-

Stimulation findet man ebenfalls einen Anstieg der NO-Spiegel um 5 % mit einem
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Maximaleffekt bei 1 nM AR (Abb. 3.1 C). Der NO-Anstieg ist jedoch weniger stark

ausgepragt als durch die APPsw-Transfektion.
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Abb. 3.1: Intrazellulare NO-Spiegel von APP-transfizierten PC12-Zellen und HEK-Zellen sowie
NO-Spiegel nach extrazellularer AR-Behandlung.

A: APPsw-PC12-Zellen weisen signifikant erhdhte basale NO-Spiegel auf (ANOVA, ***p<0.001 versus
Kontroll-PC12-Zellen, *p<0.05 versus APPwt-PC12-Zellen). B: basale NO Spiegel sind in APPsw-
HEK-Zellen erhdht im Vergleich zu Kontroll-HEK-Zellen (ANOVA, ***p<0.001 versus Kontroll-HEK-
Zellen, *p<0.05 versus APPwt-HEK-Zellen). C: Anstieg der NO Spiegel nach extrazellularer Af-
Behandlung (ANOVA, **p<0.01, *p<0.05 versus unbehandelte PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte +
S.E.M. von 6 — 12 Experimenten.

3.2.2. Erhohte NO-Synthase-Aktivitat in APPsw-PC12-Zellen
Um zu Uberprifen, ob die erhdhten NO-Spiegel in den APPsw-PC12-Zellen

hervorgerufen werden durch eine erhohte NO-Synthase-Aktivitat, wurden
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Kontrollzellen, APPwt-PC12-Zellen und APPsw-PC12-Zellen mit dem unselektiven
NO-Synthase-Hemmstoff L-NAME flr 48 h inkubiert. Der unselektive NO-Synthase-
Hemmstoff L-NAME ist in der Lage, die NO-Spiegel der APPsw-PC12-Zellen auf die
Level der Kontrollzellen zu senken, was eine erhohte NO-Synthase-Aktivitat in diesen
Zellen impliziert (Abb. 3.2 A). Um zu untersuchen welche NO-Synthase-Isoform am

AR-bedingten NO-Anstieg beteiligt ist, wurden die Zellen aullerdem mit dem

selektiven iINOS-Hemmstoff 1400W und dem selektiven nNOS-Hemmstoff Nw-propyl-
L-arginine inkubiert. Der Abfall der NO-Spiegel in APPsw-PC12-Zellen nach
Stimulation mit dem nNOS-Inhibitor N*-propyl-L-arginine betragt ca. 9,4 % verglichen
mit 4,2 % in den Kontrollzellen und 3,7 % in APPwt-Zellen (Abb. 3.2 B). Nach
Inkubation mit dem iINOS-Hemmstoff 1400W betragt die Reduktion der NO-Spiegel
ca. 13,7 % in APPsw-PC12-Zellen verglichen mit 3,3 % in Kontrollzellen und 4,6 % in
APPwt-Zellen (Abb. 3.2 C). Es scheinen dementsprechend beide Isoformen am AlR-
induzierten NO-Anstieg beteiligt zu sein. Die Beteiligung der eNOS kann nicht
ausgeschlossen werden. Zur Zeit sind jedoch keine selektiven eNOS-Inhibitoren

erhaltlich.
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Abb. 3.2: Bestimmung der NOS-Aktivitit in APP-transfizierten PC12-Zellen.

Die NOS-Aktivitat ist in APPsw-PC12-Zellen erhéht. Die NO-Spiegel der APP-transfizierten Zellen
wurden nach 48 h Inkubation mit und ohne NO-Synthase-Hemmstoffe (A: L-NAME, B: N®Propyl-L-

arginine,

C:

1400W) gemessen

(ANOVA,

"p<0.001, p<0.05 versus Kontroll-PC12-Zellen,

***n<0.001, **p<0.01 versus unbehandelte APPwt- and APPsw-PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte +
S.E.M. von 6 — 14 Experimenten.

3.2.3. Erniedrigte NO-Toleranz in APPsw-PC12-Zellen

Um zu untersuchen, welchen Einfluss externes NO auf die erhdhten NO-Spiegel der

APPsw-PC12-Zellen

ausubt,

wurden

die APP-transfizierten Zellen

mit 2
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verschiedenen NO-Donatoren versetzt. Papa-NONOate setzt NO schnell frei
(Halbwertszeit bei 37 °C: 13 min), wohingegen Spermine-NONOate einen langsam
freisetzenden NO-Donator darstellt (Halbwertszeit bei 37 °C: 37 min). Es zeigte sich
folgendes Bild: APPsw-PC12-Zellen reagieren bei niedrigen Konzentrationen der
NO-Donatoren mit einer starkeren Zunahme der NO-Spiegel im Vergleich zu APPwt-
und Kontroll-PC12-Zellen (Abb. 3.3). Bei hdheren Konzentrationen sind jedoch keine

Unterschiede mehr zwischen APPwt- und APPsw-PC12-Zellen erkennbar.
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Abb. 3.3: NO-Spiegel der APP-transfizierten Zellen nach Stimulation mit NO-Donoren.

A: beispielhafter Verlauf des NO-Anstiegs nach Stimulation mit Papa-NONOate 50 uM. B:
beispielhafter Verlauf des NO-Anstiegs nach Stimulation mit Spermine-NONOate 100 uM. C: APPsw-
PC12-Zellen zeigen einen starkeren NO-Anstieg nach Stimulation mit Papa-NONOate 10 yM im
Vergleich zu APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen. D: das gleiche Bild zeigt sich nach Stimulation mit
Spermine-NONOate 100 pM. E: nach Stimulation mit Papa-NONOate 50 yM reagieren sowohl APPwt-
als auch APPsw-PC12-Zellen mit einem verstarkten NO-Anstieg. F: nach Stimulation mit Spermine-
NONOate 200 uM zeigt sich das gleiche Bild wie bei E (ANOVA, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 versus
APPwt- oder Kontroll-PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 8 Experimenten. Dargestellt
ist der Anstieg der DAF-2DA-Fluoreszenz nach Stimulation.

3.2.4. AR verandert das mitochondriale Membranpotential

Mitochondrien stellen einen sehr wichtigen Regulator wahrend des
Apoptoseprozesses dar (Newmeyer, D. D. and Ferguson-Miller, S., 2003). Aus
diesem Grund wurde der Effekt der APPsw-Mutation und von extrazellularem AR auf
die mitochondriale Funktion in PC12-Zellen und HEK-Zellen untersucht.

Einen wichtigen Marker fur die mitochondriale Funktion stellt das mitochondriale
Membranpotential dar. AR zeigt je nach Dosis und akuter bzw. chronischer Gabe
unterschiedliche Effekte auf das mitochondriale Membranpotential. APPsw-PC12-
Zellen weisen im Vergleich zu Kontrollzellen und APPwt-PC12-Zellen eine
Hyperpolarisation auf (Abb. 3.4 A). Wohingegen APPsw-HEK-Zellen, die 20fach
erhdohte AR-Spiegel aufweisen, ein signifikant erniedrigtes Membranpotential zeigen
(Abb. 3.4 B). Diese Daten sind in Ubereinstimmung mit den Apoptosedaten
(Marques, C. A. et al.,, 2003), bei denen APPsw-HEK-Zellen im Gegensatz zu
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APPsw-PC12-Zellen basal eine erhdhte Apoptoserate zeigten. Die Behandlung von
untransfizierten PC12-Zellen mit extrazellularem AR fuhrt ebenfalls zu einem Abfall
des mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 3.4 C). Allerdings ist dieser Abfall
schwacher ausgepragt als in den APPsw-HEK-Zellen. Dieser Befund weist wiederum
daraufhin, dass intrazellulare @ AR-Effekte und  Effekte von  APP-
Prozessierungsprodukten am Abfall des mitochondrialen Membranpotentials beteiligt
sind. Man kann daher davon ausgehen, dass man auf der einen Seite zwischen
akuten und chronischen AR-Effekten unterscheiden muss und auf der anderen Seite

zwischen Effekten von niedrigen und héheren ARR-Konzentrationen.
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Abb. 3.4: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (y,) in APP-transfizierten
PC12-Zellen, APP-transfizierten HEK-Zellen und in untransfizierten PC12 Zellen, die mit

extrazellularem AR behandelt wurden.
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A: Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials in APPsw-PC12-Zellen (ANOVA,
**p<0.01 versus Kontroll-PC12-Zellen, *p<0.05 versus APPwt-PC12-Zellen). B: Das mitochondriale
Membranpotential ist signifikant reduziert in APPwt-HEK-Zellen und APPsw-HEK-Zellen verglichen mit
Kontroll-HEK-Zellen (ANOVA, ***p<0.001 versus Kontroll-HEK-Zellen). C: Behandlung mit
extrazellularem AR fihrt zu einem Abfall des mitochondrialen Membranpotentials in untransfizierten
PC12-Zellen (ANOVA, ***p<0.001, **p<0.01 versus unbehandelte PC12-Zellen). Werte sind
Mittelwerte + S.E.M. von 6 — 15 Experimenten.

3.2.5. Erniedrigte ATP-Spiegel in APPsw PC12- und APPsw-HEK-Zellen

Mitochondrien sind die wichtigste Quelle fur die ATP-Bildung. Sowohl die APPsw-
PC12-Zellen als auch die APPwt-PC12-Zellen weisen im Vergleich zu Kontroll-PC12-
Zellen erniedrigte ATP-Spiegel auf (Abb. 3.5 A). APP-transfizierte HEK-Zellen weisen
ebenfalls erniedrigte ATP-Spiegel in der folgenden Reihenfolge auf: APPsw < APPwt
< Kontrollzellen (Abb. 3.5 B). Der Abfall der ATP-Spiegel in den APPsw-HEK-Zellen
ist starker ausgepragt als in den APPsw-PC12-Zellen (Marques C.A. et al., 2004).
Diese Befunde weisen auf dosisabhangige Effekte von AR auf die ATP-Spiegel hin.
Zusatzlich sind die absoluten ATP-Werte in den APPsw-HEK-Zellen geringer als in
den APPsw-PC12-Zellen. Die extrazellulare Behandlung von untransfizierten PC12-
Zellen mit A4, fihrte ebenfalls zu einer Abnahme der ATP-Spiegel (Abb. 3.5 C).
Genauso wie bei der Bestimmung der NO-Spiegel lag der Maximaleffekt bei 1 nM

und war schwacher ausgepragt als bei den APPsw-PC12-Zellen (37 % versus 13 %).
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Abb. 3.5: Bestimmung der ATP-Spiegel in APP-transfizierten PC12-, APP-transfizierten HEK-
Zellen und in untransfizierten PC12-Zellen, die extrazelluldar mit AR behandelt wurden.

A: Abfall der ATP-Spiegel in APPwt- und APPsw-PC12-Zellen (ANOVA, ***p<0.001 versus Kontroll-
PC12-Zellen, *p<0.05 versus APPwt-Zellen). B: ATP-Spiegel von APPwt- and APPsw-HEK-Zellen
sind signifikant erniedrigt (ANOVA, ***p<0.001, *p<0.05 versus Kontroll-HEK-Zellen, **p<0.01 versus
APPwt-HEK-Zellen). C: extrazellulare AR-Behandlung fihrt zu einer Reduktion der ATP-Spiegel
(ANOVA, ***p<0.001 versus unbehandelte PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 9 -18

Experimenten.

3.2.6. Behandlung von Kontroll-PC12-Zellen mit konditioniertem Medium
von Kontroll-PC12-Zellen, APPwt- und APPsw-PC12-Zellen

Um zu Uberpriufen, ob sezerniertes AR von APPwt- und APPsw-PC12-Zellen
ebenfalls toxische Effekte auf Mitochondrien austbt, wurde Uber 24 h hinweg
Medium von Kontrollzellen, APPwt- und APPsw-PC12-Zellen gesammelt und
anschliellend Kontrollzellen fur 24 bzw. 48 h mit diesem Medium inkubiert. Im
Anschluss daran wurden das mitochondriale Membranpotential bzw. die ATP-Spiegel
bestimmt. Interessanterweise ist auch nach Inkubation mit konditioniertem Medium
eine Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials und der ATP-Spiegel
erkennbar (Abb. 3.6). Nach 24 h findet man lediglich leichte Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel (Abb. 3.6 A, B). Nach 48 h
sind Effekte sowohl unter APPwt- als auch bei APPsw-Medium zu beobachten, wobei
die Effekte unter APPsw-Medium starker ausgepragt sind (Abb. 3.6 C, D), was
ebenfalls auf dosisabhangige Effekte von AR hinweist. Auffallig ist allerdings auch

hier, dass die Reduktion der ATP-Spiegel in APPsw-PC12-Zellen starker ausgepragt
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ist als in Kontroll-PC12-Zellen, die mit konditioniertem Medium von APPsw-PC12-

Zellen behandelt wurden, was auf intrazellulare AR-Effekte schlief3en lasst.
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Abb. 3.6: Effekte von konditioniertem Medium von APPwt- und APPsw-PC12-Zellen auf die

mitochondriale Funktion.
A: Das mitochondriale Membranpotential ist nach 24-stiindiger Inkubation mit APPsw-Medium leicht
erniedrigt. B: Man findet eine leichte ATP-Reduktion nach 24 h. C: Nach 48 h ist eine deutliche
Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials unter APPwt- und APPsw-Medium erkennbar. D:
Deutliche ATP-Reduktion nach 48-stindiger Inkubation mit APPsw-Medium (ANOVA, ***p<0.001,

**p<0.01 versus Kontrollzellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.
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3.2.7. Der y-Sekretasehemmstoff DAPT normalisiert NO-Spiegel, ATP-
Spiegel und stabilisiert das mitochondriale Membranpotential

Um zu Uberprufen, ob die erhdhten NO-Spiegel, die reduzierten ATP-Spiegel und
das veranderte mitochondriale Membranpotential durch eine intrazellulare AR-
Anreicherung oder durch die APP-Uberexprimierung zustande kommen, wurden die
APP-transfizierten PC12- und HEK-Zellen mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT
behandelt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass DAPT zu einer Reduktion von AfR-
Spiegeln in HEK-Zellen, im Gehirn, im Plasma sowie im Liquor von transgenen
Mausen flhrt, ohne die APP-Prozessierung zu beeinflussen (Dovey, H. F. et al.,
2001; Vandermeeren, M. et al., 2001; Lanz, T. A. et al., 2003). In PC12-Zellen und
HEK-Zellen weist DAPT keine neurotoxischen Effekte auf (Bonert et al., 2004). Im
MTT-Assay konnte keine erniedrigte MTT-Reduktion nach 24-, 48- und 72-stliindiger
DAPT-Inkubation beobachtet werden. Es ist jedoch bereits nach 24-stundiger
DAPT-Inkubation eine deutliche Abnahme der sezernierten AR-Menge erkennbar
(Tabelle 2).

Co APPwt | APPsw | APPsw | APPsw
+ +
DAPT | DAPT
(24 h, | (48 h,
1 M) | 1 uM)
PC12 3.67 17.33 97.33 19.81 19.44
Zellen * * * * +
1.52 3.18 9.56 0.40 0.41
+4++ *kk *kk
HEK 35.47 259.1 2598 73.69 15.77
Zellen T * * + +
1.16 7.91 26.29 0.65 0.15
+++ +++ *hk kkk

One way ANOVA, posthoc Tukeys Multiple Comparison Test, ***p<0.001 vs. Kontroll-PC12- oder
HEK-Zellen, ™ p<0.001 vs. APPwt- oder APPsw-Zellen. Werte stellen Mittelwerte + S.E.M. von 3 — 4
Experimenten dar.

Tabelle 2: AR-Sekretion von PC12-Zellen und HEK-Zellen in pg/ml Medium unter basalen
Verhiltnissen und nach 24- bzw. 48-stiindiger DAPT-Inkubation.
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Nach 48-stindiger Inkubation fuhrt DAPT in APP-transfizierten PC12- und HEK-
Zellen zu einer deutlichen Abnahme der sezernierten AR-Spiegel (Tabelle 2) (Bonert
et al., 2004). Gleichzeitig fuhrt die Inkubation der APPwt- und APPsw-transfizierten
PC12-Zellen und HEK-Zellen mit DAPT zu einer Abnahme der erhohten NO-Spiegel
und zu einer Zunahme der reduzierten ATP-Spiegel (Abb. 3.7). Die Effekte von
DAPT auf NO- und ATP-Spiegel sind jeweils dosisabhangig, mit einem maximalen

Effekt bei einer Konzentration von 1 pM.
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Abb. 3.7: NO-Spiegel und ATP-Spiegel der APP-transfizierten PC12- und HEK-Zellen nach 48-
stiindiger Inkubation mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT.

A, B: DAPT fihrt zu einer Abnahme der NO-Spiegel in APP-transfizierten PC12-Zellen und APP-
transfizierten HEK-Zellen. C, D: Zunahme der ATP-Spiegel in APP-transfizierten PC12-Zellen und
APP-transfizierten HEK-Zellen nach DAPT-Inkubation (Student’s t-test, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05

versus unbehandelte Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.

Die Hemmung der y-Sekretase durch 48-stindige DAPT-Inkubation flhrt auch zu
Effekten auf das mitochondriale Membranpotential (Abb. 3.8). APPwt- und APPsw-
PC12-Zellen weisen, wie in Kapitel 3.2.4 gezeigt, eine leichte Hyperpolarisation des

mitochondrialen Membranpotentials auf. Nach Inkubation mit DAPT erkennt man
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eine  Abnahme dieser Hyperpolarisation, das heil3t einen Wegfall des
Gegenregulationsmechanismus der APPwt- und APPsw-PC12-Zellen. APPwt- und
APPsw-HEK-Zellen weisen unter basalen Bedingungen ein signifikant erniedrigtes
mitochondriales Membranpotential auf. Hier fuhrt die DAPT-Inkubation zu einer
Stabilisation des mitochondrialen Membranpotentials. Auch hier werden maximale

Effekte bei einer DAPT-Konzentration von 1 uM erreicht.
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Abb. 3.8: Die Inkubation mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT stabilisiert das mitochondriale

Membranpotential.
A, B: DAPT fihrt zu einer Abnahme der Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials in

APP-transfizierten PC12-Zellen und zu einer Erhéhung des mitochondrialen Membranpotentials in
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APP-transfizierten HEK-Zellen (Student’s t-test, **p<0.01, *p<0.05 versus unbehandelte Kontrolle).

Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.

Um zu uberprifen, ob die Effekte des y-Sekretasehemmstoffes DAPT auf die ATP-
Spiegel und auf das mitochondriale Membranpotential lediglich durch die
Normalisierung der NO-Spiegel bedingt sind, wurden die APPsw-HEK- und APPsw-
PC12-Zellen in einem weiteren Versuch fur 48 h mit dem NOS-Hemmstoff L-NAME
behandelt und anschlieBend die mitochondriale  Funktion  untersucht.
Interessanterweise waren die Effekte von L-NAME auf die ATP-Spiegel und auf das
mitochondriale Membranpotential im Vergleich zur DAPT-Inkubation wesentlich
schwacher ausgepragt, weshalb davon auszugehen ist, dass die Hemmung der Al}-
Produktion durch DAPT Uber die Normalisierung der NO-Spiegel hinaus Effekte auf
die mitochondriale Funktion ausubt.

3.2.8. APPsw-Zellen haben eine erhohte Anzahl an Mitochondrien

Um ausschlieBen zu koénnen, dass die reduzierten ATP-Spiegel Folge eines
Verlustes von Mitochondrien sind, wurde die Anzahl der Mitochondrien mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs Mitotracker Red bestimmt. Mitotracker Red lagert sich selektiv
und unabhangig vom mitochondrialen Membranpotential in die Mitochondrien ein.
Die Anzahl der Mitochondrien wurde am CLSM und am Fluoreszenzspektrometer
bestimmt. APPsw-PC12-Zellen und auch APPsw-HEK-Zellen scheinen mehr
Mitochondrien aufzuweisen als APPwt- und Kontrollzellen (Abb. 3.9 A, B; Abb. 3.10).
Die ATP-Reduktion scheint also nicht durch mitochondrialen Verlust hervorgerufen
zu werden sondern durch mitochondriale Fehlfunktion. Eine Vermehrung der
Mitochondrien scheint jedoch die mitochondriale Fehlfunktion nicht kompensieren zu
konnen.

Im Zuge dieser Messung wurde auch gleichzeitig die Lokalisation des Farbstoffs
Rhodamine 123 in der Zelle Uberpriuft. Hierzu wurde eine Doppelfarbung mit
Rhodamine 123 und Mitotracker Red durchgefuihrt. Man erkennt eine deutliche
Kolokalisation der beiden Farbstoffe (Abb. 3.9 C). Rhodamine 123 lagert sich

dementsprechend selektiv in die Mitochondrien ein.
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C

Abb. 3.9: Anfarbung der Mitochondrien in APP-transfizierten PC12-Zellen.

A: Kontroll-PC12-Zellen, APPwt- und APPsw-PC12-Zellen wurden mit Mitotracker Red angefarbt. B:
Kontroll-HEK-Zellen, APPwt-HEK-Zellen und APPsw-HEK-Zellen nach Anfarbung mit Mitotracker Red.
C:. APPsw-PC12-Zellen wurden angefarbt mit Mitotracker Red (links), die gleiche Zelle wurde
zusatzlich mit Rhodamine 123 angefarbt (Mitte), Kolokalisation von Mitotracker Red und Rhodamine
123 (rechts).
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Abb. 3.10: APPsw-PC12-Zellen haben mehr Mitochondrien als APPwt-PC12-Zellen und Kontroll-
PC12-Zellen.
(ungepaarter Student’s t-test, *p<0.05 versus Kontroll-PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M.

von 6 Experimenten.

3.2.9. APP ist im Mitochondrium lokalisiert

Des weiteren sollte Uberprift werden, ob APP in Mitochondrien von stabil
transfizierten APPsw-PC12-Zellen lokalisiert ist. Als Mitochondrienmarker wurde ein
ATP-Synthase-Antikdrper verwendet. Dieser wurde zusammen mit einem APP-
Antikorper und fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikdrpern inkubiert. Es zeigte sich
eine Kolokalisation der beiden Antikorper, was auf eine Anwesenheit von APP im
Mitochondrium schlieRen lasst (Abb. 3.11). Die Kolokalisation war nicht komplett,
doch ein groRer Teil der Mitochondrien zeigte die Anwesenheit von APP. In
Erganzung hierzu konnte Astrid Bonert mittels Westernblot ebenfalls in der
mitochondrialen Fraktion von APPwt- und APPsw-PC12-Zellen APP nachweisen
(Bonert, A. et al.,, 2004). Zusatzlich konnte auch in einer kirzlich veréffentlichten
Studie gezeigt werden, dass APP aulier im endoplasmatischen Retikulum und in der
Plasmamembran auch im Mitochondrium lokalisiert ist (Anandatheerthavarada, H. K.
et al., 2003). In dieser Studie wurden allerdings transient transfizierte Zellen

verwendet.
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Abb. 3.11: APP ist in Mitochondrien von APPsw-PC12-Zellen lokalisiert.

Dargestellt sind zwei verschiedene APPsw-PC12-Zellen. Links: Anfarbung mit APP-Antikorper. Mitte:
Anfarbung mit ATP-Synthase-Antikérper als Marker fiir die Mitochondrien. Rechts: Kolokalisation von
APP- und ATP-Synthase-Antikorper.

3.2.10. Geschadigte mitochondriale Atmungskette in APPsw-PC12-

Zellen

Erhdhte NO-Spiegel sind in der Lage, die mitochondriale Atmungkette, insbesondere
die Cytochrom-C-Oxidase, zu hemmen. Da APPsw-PC12-Zellen basal erhohte NO-
Spiegel aufweisen, wurden Mitochondrien aus PC12-Zellen isoliert und anschlie3end
die Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat bestimmt. Ubereinstimmend mit den erhéhten
NO-Spiegeln weisen APPsw-PC12-Zellen eine signifikant erniedrigte Cytochrom-C-
Oxidase-Aktivitat auf (Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat von APP-transfizierten Zellen.
Die Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat ist signifikant erniedrigt in APPsw-PC12-Zellen (ANOVA, *p<0.05

versus Kontroll-PC12-Zellen). Werte sind Mittelwerte £ S.E.M. von 12 Experimenten.

Um auch eine Aussage Uber die anderen Atmungsketten-Komplexe zu erhalten,
wurde das mitochondriale Membranpotential mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs
TMRE nach Stimulation mit selektiven Komplexinhibitoren bestimmt. Fur Komplex |
ist kein Unterschied zwischen den drei Zelltypen erkennbar. Die Komplexe II, IlI, IV
und V der APPsw-PC12-Zellen reagieren hierbei mit einer starkeren Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials als die Kontroll-PC12-Zellen, was auf eine
Beeintrachtigung dieser mitochondrialen  Atmungsketten-Komplexe hinweist
(Abb. 3.13). Interessanterweise reagieren die Komplexe IV und V auch in APPwt-
PC12-Zellen besonders empfindlich auf die jeweiligen Komplexinhibitoren, was dafur
spricht, dass eine Beeintrachtigung der Komplexe IV und V auch schon durch die

sehr niedrigen AR-Spiegel in den APPwt-PC12-Zellen ausgeldst werden kann.
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Abb. 3.13: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials nach Stimulation mit

Komplexinhibitoren.

A: Stimulation mit Rotenon, die Membranpotentialdnderung ist bei allen Zelltypen gleich ausgepragt.

B: Stimulation mit TTFA, APPsw-PC12-Zellen

reagieren mit der starksten Abnahme des
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mitochondrialen Membranpotentials. C: Stimulation mit Antimycin, die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials ist in APPsw-PC12-Zellen am starksten ausgepragt. D: Stimulation mit
Natriumazid, APPwt- und APPsw-Zellen reagieren mit einer starkeren Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials als Kontrollzellen. E: Stimulation mit Oligomycin, Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials ist in APPwt- und APPsw-PC12-Zellen gleich stark ausgepragt. (ANOVA,***
p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 versus Kontrolizellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 4 — 8

Experimenten. Dargestellt ist der Anstieg der TMRE-Fluoreszenz nach Stimulation.

In der folgenden Tabelle sind die oben dargestellten Ergebnisse nochmals

zusammmengefasst:

Hemmung der

Atmungskette APPwt APPsw

Komplex | durch Rotenon

(2 uM) n.s. n.s.
Komplex Il durch

Thenoyltrifluoroaceton
(10 pM)

Komplex Il durch
Antimycin (2 uM)
Komplex IV durch
Natriumazid (10 mM)

Komplex V durch
Oligomycin (10 uM)

n.s. +36.31 % *

n.s. +128.61 % ***

+119.8 % *** +131.0 % ***

+27.0 % * +23.5 % **

One way ANOVA posthoc Tukeys Multiple Comparison Test, n.s.: nicht signifikant,
*p < 0.05, **p<0.01, ***p < 0.001 vs. Kontrollzellen. Werte sind Mittelwerte + S.E.M.
von 4 — 8 Experimenten.

Tabelle 3: Abfall des mitochondrialen Membranpotentials der APPwt- und APPsw-PC12-Zellen
nach  Stimulation mit Atmungsketteninhibitoren verglichen mit Kontrollzellen
(Kontrolle=100 %).

3.2.11. Oxidativer Stress schadigt die Mitochondrien

Oxidativer Stress scheint an der Pathogenese der AD beteiligt zu sein. Celio
Marques konnte in seiner Doktorarbeit zeigen, dass oxidativer Stress zu erhéhtem
apoptotischen Zelltod in APPsw-PC12-Zellen fuhrt (Eckert, A. et al., 2001b; Marques,
C. A. et al.,, 2003). Oxidativer Stress wurde hierbei hervorgerufen durch das

membranpermeable Wasserstoffperoxid (H202). Um zu untersuchen, ob oxidativer
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Stress auch in APPsw-PC12-Zellen mitochondriale Fehlfunktion beglnstigt, wurde
das mitochondriale Membranpotential nach Stimulation mit H,O, bestimmt. APPsw-
PC12-Zellen reagieren nach Inkubation mit H,O, im Vergleich zu APPwt-PC12-
Zellen und Kontrollzellen mit einer starkeren Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (Abb. 3.14 A), das heil3t, die unter basalen Bedingungen
vorliegende Hyperpolarisation in APPsw-PC12-Zellen dekompensiert und es kommt
durch oxidativen Stress zur verstarkten Depolarisation des mitochondrialen

Membranpotentials.
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Abb. 3.14: Mitochondriales Membranpotential und ATP-Spiegel nach Wasserstoff-

peroxidinkubation.
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A: APPsw-Zellen zeigen eine starkere Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach 2, 4
und 6 h Wasserstoffperoxidinkubation (0.5 mM) (ANOVA, **p<0.01, *p<0.05 versus Kontroll-PC12-
Zellen); dargestellt ist der Abfall der R123-Fluoreszenz nach Stimulation mit H,O,. B: Die Reduktion
der ATP-Spiegel ist nach Wasserstoffperoxidinkubation (0.1 mM) in APPwt- und APPsw-Zellen starker
ausgepragt als in Kontrollzellen (ANOVA, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 versus Kontrollzellen oder
APPwt-Zellen). Werte sind Mittelwerte £ S.E.M. von 5 — 9 Experimenten.

Die Abnahme der ATP-Spiegel nach H,O»-Gabe ist ebenfalls in APPwt- und APPsw-
PC12-Zellen starker ausgepragt als in Kontrollzellen (Abb. 3.14 B). Interessant ist
auch die Tatsache, dass die Kontrollzellen in der Lage sind, die ATP-Spiegel nach 4-
und 6-stundiger H,O,-Inkubation wieder zu stabilisieren. Dieser Effekt ist bei APPsw-
PC12-Zellen wesentlich schwacher ausgepragt. Die APPsw-PC12-Zellen weisen also
eine reduzierte Kapazitat auf, das mitochondriale Membranpotential und die ATP-

Spiegel nach oxidativem Stress zu stabilisieren und zeigen konstant ein ATP-Defizit.

3.2.12. Nitrosativer Stress schadigt die Mitochondrien

NO spielt eine wichtige Rolle bei Zelltodprozessen (Chae, I. H. et al., 2004). Aus
diesem Grund wurde der Effekt von Natriumnitroprussid (SNP), einem NO-Donor, auf
die Mitochondrien untersucht. APPsw-PC12-Zellen reagieren nach 24-stindiger
SNP-Inkubation im Vergleich zu APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen mit einer starkeren
Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 3.15 A). Die Reduktion der
ATP-Spiegel ist ebenfalls in APPsw-PC12-Zellen am starksten ausgepragt
(Abb. 3.15 B). Die APPsw-Mutation scheint also die Zellen empfindlicher gegenlber

nitrosativem Stress zu machen.
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Abb. 3.15: Mitochondriales Membranpotential und ATP-Spiegel nach Inkubation mit
Natriumnitroprussid.

A: APPsw-Zellen zeigen eine starkere Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach 24 h
SNP-Inkubation (0.5 mM) (ANOVA, **p<0.01 versus Kontroll-PC12-Zellen); dargestellt ist der Abfall
der R123-Fluoreszenz nach Stimulation mit SNP. B: die Reduktion der ATP-Spiegel ist in APPwt- und
APPsw-Zellen starker ausgepragt als in Kontrollzellen (ANOVA, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 versus

Kontrollzellen oder APPwt-Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 7 — 9 Experimenten.

3.2.13. Serumentzug fiihrt zu mitochondrialer Fehlfunktion

Zellen brauchen Serum, um unter in vitro Bedingungen wachsen zu kénnen. Serum
stellt Wachstumsfaktoren zur Verfligung, die fur das Wachstum der Zellen essentiell
sind. Ein Entzug von Serum stellt eine milde Form von oxidativem Stress dar. Steffen
Leutz konnte in seiner Doktorarbeit zeigen, dass APPsw-PC12-Zellen im Vergleich
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zu APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen nach Serumentzug eine hohere Apoptoserate
aufweisen (Leutz, S. et al., 2002). Besonders interessant ist in diesem
Zusammenhang die Tatsache, dass die APPwt-PC12-Zellen im Vergleich zu Kontroll-
PC12-Zellen weniger empfindlich auf Serumentzug reagieren. Die humane APPwt-
Expression scheint also einen protektiven Effekt unter Serumentzug auszutben. Die
Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials zeigte ein sehr ahnliches Bild:
Bei den APPwt-Zellen ist die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach
Serumentzug geringer ausgepragt als in Kontroll-PC12-Zellen (Abb. 3.16). APPsw-
Zellen weisen jedoch die starkste Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
auf. Hier wiederum scheint die APPsw-Mutation die Zellen empfindlicher gegentber

einem sekundaren Insult zu machen.
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Abb. 3.16: Abfall des mitochondrialen Membranpotentials nach 24-stiindigem Serumentzug.
APPsw-PC12-Zellen zeigen eine starkere Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach
Serumentzug im Vergleich zu APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen (ungepaarter students t-test,
**p<0.01, *p<0.05 versus Kontroll-PC12-Zellen und APPwt-Zellen). Werte sind Mittelwerte + S.E.M.

von 6 Experimenten. Dargestellt ist der Abfall der R123-Fluoreszenz nach Serumentzug.
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3.3. Uberpriifung von Antidementiva, Antipsychotika und
Antidepressiva auf ihre protektiven Eigenschaften auf

mitochondrialer Ebene

3.3.1. Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials und der

ATP-Spiegel nach nitrosativem Stress

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob in der Therapie der AD
verwendete Antidementiva bzw. Psychopharmaka einen protektiven Effekt auf die
Mitochondrien ausuben. Es standen zur Verflgung Memantin, Galantamin, Ginkgo
biloba Extrakt EGb 761, Piracetam und Trolox als Antidementiva und Fluoxetin,
Imipramin und Haloperidol als andere Psychopharmaka. Die PC12-Zellen wurden
Uber 24 h mit SNP behandelt, 30 min nach Insult wurden die Arzneistoffe
hinzugeflgt. Interessanterweise wiesen Piracetam und Ginkgo-biloba-Extrakt nach
nitrosativem Stress protektive Effekte auf das mitochondriale Membranpotential und
die ATP-Spiegel auf (Abb. 3.17).

Die protektiven Effekte von Piracetam und Ginkgo biloba Extrakt wurden in weiteren

Versuchen genauer untersucht.
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Abb. 3.17: Ginkgo biloba Extrakt und Piracetam weisen protektive Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel auf.

A: PC12-Zellen wurden 24 h mit SNP behandelt, 30 min nach Insult erfolgte die Zugabe der
Antidementiva, anschlieBend Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials. B: PC12-Zellen
wurden 24 h mit SNP behandelt, 30 min nach Insult erfolgte die Zugabe der Psychopharmaka,
anschlielend Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials. C: Design wie bei A nur
Bestimmung der ATP-Spiegel. D: Design wie bei B nur Messung der ATP-Spiegel. Werte sind
Mittelwerte + S.E.M. von 5 — 13 Experimenten.
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3.4. Schitzender Effekt von Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761) auf

die Mitochondrien
3.4.1. Effekte auf untransfizierte PC12-Zellen

3.4.1.1. EGb 761 schutzt Mitochondrien vor dem Angriff von
Natriumnitroprussid

Um zu Uberprufen, ab welcher Konzentration EGb 761 protektive Effekte auf die
Mitochondrien bei nitrosativem Stress ausibt, wurden die Zellen mit
Natriumnitroprussid uber einen Zeitraum von 24 h behandelt. 30 min nach Insult
wurde EGDb 761 in verschiedenen Konzentrationen hinzugefugt. Hierbei zeigte sich,
dass EGb 761 ab einer Konzentration von 0,01 mg/ml in der Lage ist, sowohl die
mitochondriale Membranpotentialabnahme als auch die Reduktion der ATP-Spiegel
nach nitrosativem Stress zu verringern (Abb. 3.18). Unter basalen Bedingungen weist
EGb 761 jedoch keine Effekte auf die ATP-Spiegel auf.

Um den protektiven Effekt von EGb 761 auf das mitochondriale Membranpotential
nochmals zu verdeutlichen, wurden zusatzlich Aufnahmen am konfokalen
Laserscanmikroskop durchgefihrt. Hierzu wurde ebenfalls EGb 761 30 Minuten nach
SNP-Inkubation hinzugefigt und die Rhodamine 123-Fluoreszenz nach 24 h am
CLSM betrachtet (Abb. 3.19).
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Abb. 3.18: Protektiver Effekt von EGb 761 auf die SNP-induzierte mitochondriale Fehlfunktion.

A: PC12-Zellen wurden 24 h mit SNP inkubiert, EGb 761 wurde 30 min nach Insult hinzugegeben und
das mitochondriale Membranpotential bestimmt, B: gleiche Bedingungen, Bestimmung der ATP-
Spiegel (Student’s t-test, ***p<0.001, **p<0.01,*p<0.05). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6

Experimenten.

Die Rhodamine 123-Fluoreszenz wird durch Inkubation mit SNP deutlich vermindert,
was auf einen Abfall des mitochondrialen Membranpotentials hinweist (Abb. 3.19
Mitte). Die zusatzliche Inkubation mit EGb 761 fihrt zu einer Erhdéhung der
Rhodamine 123-Fluoreszenz und somit zu einer Stabilisierung des mitochondrialen
Membranpotentials (Abb. 3.19 Rechts).

Abb. 3.19: Rhodamine 123 Anfarbung von PC12-Zellen.
Links: Anfarbung von Kontrollzellen. Mitte: 24 h Inkubation mit SNP 0.5 mM. Rechts,
Gesamtinkubationszeit: 24 h, 30 min nach SNP-Inkubation Zugabe von 0.01 mg/ml EGb 761.
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EGb 761 vermindert interessanterweise auch dann die Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials und die Reduktion der ATP-Spiegel, wenn das
Medium nach 30-mindtiger Stimulation mit SNP ausgetauscht und im Anschluss
daran EGb 761 fur 23 h hinzugefugt wird (Abb. 3.20 A, C). EGb 761 scheint also
auch die Regenerationsbereitschaft der Zellen zu verbessern, wenn der Stressor, in

diesem Fall SNP, schon wieder entfernt wurde. Es kann somit zu keiner direkten

Reaktion von EGb 761 mit SNP kommen.
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Abb. 3.20: Nachbehandlung mit EGb 761 verbessert die Mitochondrienfunktion nach NO-

Schadigung.
A: 30-minutige Behandlung der PC12-Zellen mit SNP, Medium austauschen, EGb 761 Inkubation Uber

23 h, Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials. B: 2-stiindige Behandlung mit SNP,
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Medium austauschen, nach 23-stiindiger EGb 761-Behandlung Bestimmung des mitochondrialen
Membranpotentials, C: gleiche Bedingungen wie bei A, allerdings Bestimmung der ATP-Spiegel
(gepaarter student’s t-test, **p<0.01, *p<0.05 versus SNP-Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M.

von 6 — 8 Experimenten.

Verlangert man die Zeit bis zum Austausch des Mediums auf 2 h, so ist der
protektive Effekt auf die Mitochondrien geringer ausgepragt als nach 30-minutiger
SNP-Inkubation (Abb. 3.20 B).

3.4.1.2. EGb 761 schitzt Mitochondrien vor dem Angriff von

Wasserstoffperoxid

Um zu uberprufen, ob Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761) auch protektive Effekte auf
die mitochondriale Funktion nach oxidativem Stress ausubt, wurden PC12-Zellen mit
H,0O, geschadigt und die Effekte von EGb 761 beobachtet. PC12-Zellen wurden nach
zwei verschiedenen Protokollen behandelt. Zuerst wurde getestet, ob EGb 761 in der
Lage ist, die Zellen vor mitochondrialem Schaden zu schitzen. Hierzu wurden die
Zellen mit 0.01 mg/ml oder 0.1 mg/ml EGb 761 vorbehandelt. Nach 1 h wurde H,0,
(0.5 mM) hinzugeflgt und nach 6 h das mitochondriale Membranpotential bestimmt.
Als zweites wurde der protektive Effekt von EGb 761 nach oxidativem Stress
getestet. PC12-Zellen wurden hierbei ebenfalls fur 6 h mit H,O, (0.5 mM) behandelt.
30 min nach Insult wurde EGb 761 hinzugefligt und anschlieRend das mitochondriale
Membranpotential bestimmt. EGb 761 zeigt gegeniber HyO-induzierter
mitochondrialer Fehlfunktion protektive Effekte (Abb. 3.21 A). Eine signifikante
Reduktion der Membranpotentialveranderungen zeigt sich ab einer Konzentration
von 0.01 mg/ml EGb 761. Interessanterweise weist EGb 761 auch protektive Effekte
auf, wenn es nach H,O, verabreicht wird (Abb. 3.21 B). Es scheint also neben seinen
Radikalfanger-Eigenschaften auch auch die Regenerationsfahigkeit der Zellen zu
verbessern. Unter basalen Bedingungen weist EGb 761 keine Effekte auf das

mitochondriale Membranpotential auf.
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Abb. 3.21: Protektiver Effekt von EGb 761 auf die H,0,-induzierte Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials.

A: PC12-Zellen wurden mit EGb 761 vorbehandelt, nach 1 h wurde H,O, hinzugefiigt und insgesamt
6 h mit H,O, inkubiert. B: PC12-Zellen wurden ebenfalls 6 h mit H,O, behandelt, aber in diesem
Experiment wurde EGb 761 30 min nach Insult hinzugegeben (gepaarter Student’s t-test, ***p<0.001,
**p<0.01,*p<0.05). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.
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3.4.1.3. EGb 761 stabilisiert die mitochondriale Funktion nach
Serumentzug

Wie in Abb. 3.16 gezeigt, fuhrt 24-stlindiger Serumentzug zu mitochondrialer
Fehlfunktion. Die Behandlung der PC12-Zellen mit EGb 761, 30 min nach dem
Entzug des Serums, vermindert die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials und die Reduktion der ATP-Spiegel nach 24-stindigem
Serumentzug (Abb. 3.22). EGb 761 stabilisiert also auch unter serumreduzierten
Bedingungen die mitochondriale Funktion. Besonders ausgepragt ist der Effekt auf
der Ebene der ATP-Spiegel (Abb. 3.22 B). Hier erkennt man schon ab einer
Konzentration von 0.005 mg/ml EGb 761 einen protektiven Effekt auf die ATP-

Spiegel.
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Abb. 3.22: EGb 761 stabilisiert die mitochondriale Funktion nach Serumentzug.

A: Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials wird durch EGb 761 vermindert. B: die
Reduktion der ATP-Spiegel ist nach EGb 761-Behandlung im Vergleich zu Kontrollzellen geringer
ausgepragt (student’s t-test; ***p<0.001,"*p<0.01, *p<0.05 versus Serumentzugkontrolle). Werte sind

Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.

3.4.1.4. Ginkgo-biloba-Extrakt stabilisiert die Funktion der mitochondrialen

Atmungsketten-Komplexe

Defekte der mitochondrialen Atmungskette scheinen eine entscheidene Rolle bei der
AD zu spielen. Aus diesem Grund wurden Effekte von EGb 761 auf die
mitochondriale Atmungskette untersucht. EGb 761 wurde hierbei fur 6 h vorinkubiert,
die Zellen anschlielfend mit TMRE angefarbt und nach Aufnahme des Basalwertes
mit verschiedenen Komplexinhibitoren stimuliert. Die Komplexe der Atmungskette
werden nach der Schadigung durch die Komplexinhibitoren durch EGb 761 in
unterschiedlichem Ausmaly geschutzt: Die Komplexe II, IV und V werden schon
durch EGb 761 Konzentrationen im Bereich von 0.01 mg/ml geschitzt, wohingegen
die Komplexe | und Il erst ab Konzentrationen von 0.1 mg/ml geschitzt werden
(Abb. 3.23). Die Komplexe Il, IV und V scheinen also besonders gut auf EGb 761-

Gabe anzusprechen.
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Abb. 3.23: Schiitzende Effekte von EGb 761 auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe.

Vorinkubation mit EGb 761

Komplexinhibitoren. A: Rotenon 2 uM. B: TTFA 10 uM.
Oligomycin 10 uyM (ungepaarter Student’s t-test, **p<0.01,

Mittelwerte + S.E.M. von 4 — 12 Experimenten. Dargestellt

Stimulation.

Uber einen Zeitraum von 6 h, anschlieBend Stimulation mit

C: Antimycin 2 pM. D: NaN; 10 mM. E:
*p<0.05 versus Kontrollizellen). Werte sind

ist der Anstieg der TMRE-Fluoreszenz nach

In der folgenden Tabelle sind nochmals die Effekte von EGb 761 auf die

mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe zusammengefasst:

Schadigung Protektion durch EGb 761
10 100 pg/ml
Komplex | Rotenon +
| Thenoyltrifluoroaceton ++ ++
I Antimycin +
v Natriumazid + ++
V Oligomycin + +

Tabelle 4: Protektive Effekte von EGb 761 auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe
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3.4.1.5. Protektive Effekte von EGb 761 auf die Tributyltin-induzierte

mitochondriale Dysfunktion

Tributyltin gehort zur Gruppe der Triorganotin-Substanzen. Es stellt einen potenten
Induktor der Caspaseaktivierung und Apoptose dar (Stridh, H. et al., 1998; Stridh, H.
et al., 1999). Viele Daten weisen daraufhin, dass Tributyltin zu Cytochrom C-
Freisetzung und zu einer Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials fuhrt
(Nishikimi, A. et al., 2001; Gogvadze, V. et al.,, 2002). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass Tributyltin zu einer Hemmung des Komplexes 5 der mitochondrialen
Atmungskette fuhrt (Gogvadze, V. et al, 2002) und den Adenin-Nukleotid-
Translokator (ANT) modifiziert (Nishikimi, A. et al., 2001). Man geht davon aus, dass
Tributyltin  Thiolgruppen im ANT modifiziert und somit zu einer Offnung der
mitochondrialen Pore gefolgt von Cytochrom C-Freisetzung fuhrt (Nishikimi, A. et al.,
2001). AuRRerdem gibt es Hinweise, dass Tributyltin den Malonat-Transport und den
Nitrat/Chlorid-Transport ins Mitochondrium verhindert (Powers, M. F. and Beavis, A.
D., 1991). Fur Ginkgo-biloba-Extrakt konnte bereits gezeigt werden, dass es die
Entwicklung des zytotoxischen Odems durch Triethyltin in Ratten verringern kann
(Otani, M. et al, 1986). EGb 761 reduzierte hierbei nicht nur den erhdhten
Wassergehalt und die Elektrolytkonzentration, sondern reduzierte auch den
Myelinschaden (Otani, M. et al., 1986). Um Aufschlisse uber mogliche
Angriffspunkte von EGb 761 und Bestandteilen des Ginkgo-biloba-Extraktes am
Mitochondrium zu erhalten, wurden die PC12-Zellen mit EGb 761 fir 6 h
vorbehandelt und anschlieBend mit Tributyltin stimuliert. Tributyltin fihrt auch in
PC12-Zellen zu einer signifikanten = Abnahme des  mitochondrialen
Membranpotentials. Bei Vorinkubation mit EGb 761 ist die Abnahme jedoch
signifikant geringer ausgepragt als in den Kontrollzellen (Abb. 3.24). EGb 761 ist
dementsprechend in der Lage, den Tributyltin-induzierten mitochondrialen Schaden

zu reduzieren.
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Abb. 3.24: EGb 761 schiitzt die Mitochondrien vor der Schadigung durch Tributyltin.

Die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials ist nach 6-stiindiger EGb 761 Vorinkubation
geringer ausgepragt als in Kontrollzellen (Student’s t-test, **p<0.01, *p<0.05 versus Kontrollzellen).
Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 9 Experimenten. Dargestellt ist der Anstieg der TMRE-

Fluoreszenz nach Stimulation.

3.4.2. Effekte von EGb 761 auf transfizierte PC12-Zellen

3.4.2.1. Protektiver Effekt von EGb 761 bei nitrosativem Stress in APP-
transfizierten PC12-Zellen

Wie in Abb. 3.15 gezeigt, reagieren APPsw-PC12-Zellen im Vergleich zu APPwt- und
Kontroll-PC12-Zellen signifikant empfindlicher auf nitrosativen Stress. Aus diesem
Grund ist es sehr interessant zu untersuchen, ob EGb 761 seine schutzenden
Effekte auch in APPsw-PC12-Zellen ausubt. APPsw-Zellen wurden deshalb Uber
24 h mit SNP behandelt und 30 min nach Insult EGb 761 hinzugefugt. Auch hier ist
erkennbar, dass die APPsw-Zellen im Vergleich zu APPwt- und Kontrollzellen mit
einer starkeren Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials reagieren
(Abb. 3.25 A). Interessanterweise besitzt EGb 761 auch in APPsw-Zellen einen
schutzenden Effekt auf das mitochondriale Membranpotential. Die ATP-Reduktion
nach 24-stundiger SNP-Inkubation ist in allen Zelltypen gleichermalien ausgepragt,
wobei die APPsw-PC12-Zellen, wie in Abb. 3.5 schon gezeigt, unter basalen
Bedingungen erniedrigte ATP-Spiegel aufweisen. EGb 761 ist auch in den APPsw-
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nach SNP-Inkubation zu stabilisieren

die ATP-Spiegel

SNP 0.5 mM

in der Lage,

(Abb. 3.25 B).
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EGb 761

EGb 761

EGb 761
Abb. 3.25: EGb 761 weist auch in APPsw-Zellen nach SNP-Inkubation einen protektiven Effekt

auf die Mitochondrien auf.
*p<0.05 versus SNP-Kontrolle); dargestellt ist der Abfall der ATP-Konzentration nach Stimulation mit

die ATP-Spiegel in APPsw-PC12-Zellen (Student's t-test, 'p<0.05 versus Kontrolizellen, **p<0.01,
SNP. Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 7 — 12 Experimenten.

A: EGb 761 vermindert die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials in APPsw-PC12-Zellen;
dargestellt ist der Abfall der Rhodamine Fluoreszenz nach Stimulation mit SNP. B: EGb 761 stabilisiert
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3.4.2.2. Protektiver Effekt von EGb 761 auf die mitochondrialen
Atmungsketten-Komplexe in APP-transfizierten PC12-Zellen

Wie in Abb. 3.23 gezeigt, schutzt EGb 761 schon in einer Konzentration von
0.01 mg/ml die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe I, IV und V. Aus diesem
Grund wurden in den APP-transfizierten Zellen auch genau diese Komplexe
untersucht. Die Komplexe I, IV und V reagieren in APPsw-PC12-Zellen besonders
empfindlich auf die Zugabe der Komplexinhibitoren. EGb 761 ist in der Lage, auch in
APPsw-Zellen den Abfall des mitochondrialen Membranpotentials signifikant zu
vermindern (Abb. 3.26). Bei den Kompexen IV und V sind die protektiven Effekte
sogar bei APPwt- und APPsw-Zellen starker ausgepragt als bei den Kontrollzellen
(Abb. 3.26 B, C).
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Abb. 3.26: Protektiver Effekt von EGb 761 auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe II,

IV und V in APP-transfizierten Zellen.
A: Stimulation mit TTFA 10 pM. B: Stimulation mit NaN; 10 mM. D: Stimulation mit Oligomycin 10 uM

(Student’s t-test, 'p<0.05, “p<0.01, **p<0.001 versus Kontrollzellen, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
versus jeweilige Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 — 12 Experimenten. Dargestellt ist

der Anstieg der TMRE-Fluoreszenz nach Stimulation.

111



3. ERGEBNISSE

3.4.3. Ginkgo-biloba-Extrakt verringert Caspase-9-Aktivitat

Caspase 9 spielt eine sehr wichtige Rolle beim intrinsischen mitochondrialen
Apoptoseweg: Die Aktivierung von Caspase 9 fuhrt zur Aktivierung von Caspase 3
und somit letztendlich zum Zelltod. Da Caspase 9 den Mitochondrien nachgeschaltet
ist und EGb 761 protektive Effekte auf die Mitochondrien austbt, war es nun
interessant zu untersuchen, ob EGb 761 auch in der Lage ist, die Caspase-9-Aktivitat
nach nitrosativem Stress zu reduzieren. Hierzu wurde 22 h mit EGb 761 vorinkubiert
und anschlielend Uber einen Zeitraum von 2 h mit SNP stimuliert. EGb 761 ist in der
Lage ab einer Konzentration von 0.1 mg/ml die Caspase-9-Aktivitat nach 2-stindiger

SNP-Inkubation signifikant zu senken (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: EGb 761 reduziert die Caspase-9-Aktivitidt nach SNP-Inkubation.
PC12-Zellen wurden mit EGb 761 fiir 22 h vorbehandelt, anschlieRend erfolgte eine 2-stiindige SNP-
Inkubation (Student’s t-test, *p<0.05 versus SNP-Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 5

Experimenten.
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3.5. Schitzender Effekt von Piracetam auf die Mitochondrien

3.5.1. Effekte auf untransfizierte Zellen

3.5.1.1. Piracetam schutzt die Mitochondrien vor Schadigung durch
nitrosativen Stress

Als zweites Antidementivum zeigte Piracetam protektive Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel nach nitrosativem Stress. Aus
diesem Grund sollten genauere Untersuchungen uber die protektiven Effekte von
Piracetam am Mitochondrium durchgefuhrt werden. SNP wurde hierbei zum einen
6 h und zum anderen 24 h inkubiert und jeweils 30 min nach Insult Piracetam in
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Interessanterweise ist Piracetam sowohl
bei 6-stindiger als auch bei 24-stundiger SNP-Inkubation in der Lage, die Abnahme
des mitochondrialen Membranpotentials zu vermindern (Abb. 3.28). Nach 24-
stindiger SNP-Inkubation ist bemerkenswert, dass Piracetam schon in einer
Konzentration von 500 uM die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
signifikant erniedrigt (Abb. 3.28 B). Zusatzlich ist Piracetam ab einer Konzentration
von 500 uM in der Lage, die ATP-Spiegel nach SNP-Inkubation zu stabilisieren (Abb.
3.28 C, D). Unter basalen Bedingungen zeigt Piracetam jedoch keine Effekte auf die
ATP-Spiegel.
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Abb. 3.28: Die Behandlung mit Piracetam vermindert die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials und die Reduktion der ATP-Spiegel nach SNP-Inkubation.

A: PC12-Zellen wurden 6 h mit SNP behandelt, 30 min nach Insult erfolgte die Piracetamzugabe,
anschlieBend Messung des mitochondrialen Membranpotentials. B: PC12-Zellen wurden 24 h mit
SNP behandelt, 30 min nach Insult erfolgte die Piracetamzugabe, anschlieRend Messung des
mitochondrialen Membranpotentials. C: gleiches Design wie bei A nur ATP-Messung. D: gleiches
Design wie bei C nur ATP-Messung (ANOVA, **p<0.01, *p<0.05 versus SNP-Kontrolle). Werte sind
Mittelwerte + S.E.M. von 8 — 12 Experimenten.

Interessanterweise weist Piracetam auch dann protektive Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel auf, wenn SNP nach 30-
minutiger Inkubation ausgewaschen wird und anschlieRend Piracetam Uber den
Zeitraum von 23 h hinzugefigt wird (Abb. 3.29 A, D). Verlangert man die Dauer der
SNP-Inkubation vor dem Auswaschen, erkennt man, dass die Schadigung durch
SNP groler wird und der protektive Effekt von Piracetam in Abhangigkeit von der
Zeit geringer (Abb. 3.29 B). Nach 4- bzw. 6-stindiger SNP-Inkubation und
anschlie®endem Auswaschen, ist kein schutzender Effekt von Piracetam mehr
vorhanden (Abb. 3.29 C, D).
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Abb. 3.29: Piracetam verbessert die Regenerationsfahigkeit des mitochondrialen
Membranpotentials und der ATP-Spiegel nach SNP-Inkubation.

A: PC12-Zellen wurden 30 min mit SNP behandelt, nach einem Mediumwechsel wurde Piracetam fir
23 h hinzugefugt und das mitochondriale Membranpotential bestimmt. B: gleiches Design nur 2 h
SNP-Inkubation. C: gleiches Design nur 4 h SNP-Inkubation. D: gleiches Design nur 6 h SNP-
Inkubation. E: gleiches Design wie bei A nur ATP-Messung (ANOVA, **p<0.01, *p<0.05 versus SNP-
Kontrolle). Werte sind Mittelwerte = S.E.M. von 6 — 18 Experimenten.

Da nach 24-stindiger SNP-Inkubation ab einer Konzentration von 500 uyM Piracetam
ein protektiver Effekt auf das mitochondriale Membranpotential erkennbar ist, wurde
diese Konzentration verwendet, um eine SNP-Konzentrationsreihe durchzufihren.
Hierzu wurde SNP in den Konzentrationen 0.25 mM, 0.5 mM und 0.75 mM fir 24 h
inkubiert und 30 min nach Insult Piracetam 500 yM hinzugeflgt. Es ist erkennbar,
dass die Schadigung der Mitochondrien, das heil3t die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials mit steigender SNP-Konzentration zunimmt (Abb. 3.30). Der
protektive Effekt von Piracetam nimmt mit steigender SNP-Konzentration ab. Bei
leichter Schadigung scheint Piracetam dementsprechend besonders protektiv zu

sein.
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Abb. 3.30: Protektiver Effekt von Piracetam auf das mitochondriale Membranpotential bei

verschiedenen SNP-Konzentrationen

PC12-Zellen wurden 24 h mit SNP behandelt, 30 min nach Insult erfolgte die Piracetamzugabe,
anschlieRend Messung des mitochondrialen Membranpotentials (gepaarter student's t-test,
***p<0.001, *p<0.05 versus jeweilige SNP-Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6

Experimenten.

3.5.1.2. Piracetam schutzt die Mitochondrien vor Schadigung durch
oxidativen Stress

Des weiteren sollte der protektive Effekt von Piracetam nach oxidativem Stress
untersucht werden. Hierzu wurden PC12-Zellen mit H,O, geschadigt und die Effekte
von Piracetam auf die mitochondriale Funktion Uberprift. Das Versuchsdesign war
identisch gewahlt mit dem der Ginkgo-biloba-Extrakt-Inkubation: 1) 1 h
Vorbehandlung mit Piracetam und anschlieRend 6 h H,Oz-Inkubation, 2) 6 h HyO,-
Inkubation und 30 min nach Insult Piracetamzugabe. Interessanterweise ist
Piracetam in der Lage, die Mitochondrien vor dem Angriff von H,O; zu schitzen. Die
Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials ist bei beiden Ansatzen geringer
ausgepragt als in Kontrollzellen (Abb. 3.31). Hierbei wird deutlich, dass Piracetam die
mitochondriale Funktion direkt stabilisiert und somit protektiv wirkt. Nach 30-minatiger
H,O,-Inkubation kann man davon ausgehen, dass das H,O, schon komplett in die

Zelle aufgenommen wurde und schon erste Stressreaktionen in Gang gesetzt hat.
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Piracetam reduziert die mitochondriale Membranpotentialabnahme nach H,O,-

Abb. 3.31:

Inkubation.

nach 1 h wurde H,0O, hinzugefiigt und insgesamt

6 h mit H,O, inkubiert. B: PC12-Zellen wurden ebenfalls 6 h mit H,O, inkubiert, aber in diesem

A: PC12-Zellen wurden mit Piracetam vorbehandelt,

Experiment wurde Piracetam 30 min nach Insult hinzugegeben (ANOVA, **p<0.01,*p<0.05). Werte

sind Mittelwerte + S.E.M. von 5 — 6 Experimenten.
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3.5.1.3. Piracetam stabilisiert die mitochondriale Funktion nach

Serumentzug

Genauso wie Ginkgo-biloba-Extrakt sollte auch Piracetam auf seine Fahigkeit
Uberpruft werden, die mitochondriale Funktion nach Serumentzug zu stabilisieren. Es
wurde hierzu wiederum ein 24-stindiger Serumentzug durchgefuhrt und 30 min nach
Eintritt des Serumentzuges Piracetam hinzugefugt. Es ist erkennbar, dass Piracetam
sowohl den Abfall des mitochondrialen Membranpotentials als auch die Reduktion
der ATP-Spiegel deutlich vermindert (Abb. 3.32). Piracetam schutzt also die

Mitochondrien vor dem zellularen Stress, der durch Serumentzug hervorgerufen wird.
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Abb. 3.32: Die Behandlung mit Piracetam vermindert die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials und die Reduktion der ATP-Spiegel nach Serumentzug.

A: 24 h Serumentzug, 30 min nach Insult Piracetamzugabe, Bestimmung des mitochondrialen
Membranpotentials. B: gleiche Bedingungen, Bestimmung der ATP-Spiegel (ANOVA, **p<0.01,

*p<0.05 versus Serumtzug-Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.

Serumentzug stellt einen sehr starken Eingriff in den Energiehaushalt der Zelle dar.
Um zu untersuchen, ob Piracetam bei milderen Eingriffen einen starker ausgepragten
Effekt auf die Mitochondrien aufweist, wurde eine stufenweise Serumreduktion
durchgeflhrt. Die Zellen wurden mit Medium, das 15 %, 10 %, 5 %, 2 % und 0 %
Medium enthalt fir 24 h versetzt und 30 min danach Piracetam in einer
Konzentration von 500 uM hinzugefiigt. Man erkennt, dass das mitochondriale
Membranpotential erst nach einer Serumreduktion auf 2 % Serum leicht abfallt (Abb.
3.33 A). Piracetam ist in der Lage, diesen leichten Abfall komplett zu kompensieren.
Bei der Bestimmung der ATP-Spiegel fallt auf, dass die Reduktion der ATP-Spiegel
schon bei 10 % Serum im Medium leicht einsetzt und bei 5 % Serum schon stark
ausgepragt ist (Abb. 3.33 B). Bei noch niedrigeren Serumkonzentrationen sinken die
ATP-Spiegel immer starker ab. Bei 10 % Serum ist Piracetam in der Lage, die
Abnahme der ATP-Spiegel komplett aufzuheben. Je starker der Effekt durch die
Serumreduktion ist, desto schwacher ist der protektive Effekt von Piracetam
ausgepragt (Abb. 3.33 B). Das heildt, bei 0 % Serum ist der schitzende Effekt von

Piracetam am geringsten.
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Abb. 3.33: Piracetam verbessert die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials und die
Reduktion der ATP-Spiegel nach 24 h stufenweiser Serumreduktion.

A: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials. B: Messung der ATP-Spiegel (gepaarter t-
test, ***p<0.001, *p<0.05 versus jeweilige Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 10 — 15

Experimenten.
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3.5.1.4. Effekte von Piracetam auf die mitochondriale Atmungskette

Da Piracetam protektive Effekte auf das mitochondriale Membranpotential und die
ATP-Spiegel aufweist, war es interessant zu untersuchen, ob Piracetam auch
protektive Effekte auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe hat. Hierzu
wurde mit Piracetam fur 6 h vorinkubiert und anschlielend das mitochondriale

Membranpotential nach Stimulation mit Komplexinhibitoren bestimmit.
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Abb. 3.34: Protektive Effekte von Piracetam auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe.
A: Stimulation mit Rotenon 2 uM. B: Stimulation mit TTFA 10 yM. C: Stimulation mit Antimycin 10 uM.
D: Stimulation mit NaN3; 10 mM. E: Stimulation mit Oligomycin 10 yM (ANOVA, ***p<0.001, **p<0.01,
*p<0.05 versus jeweilige Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 — 12 Experimenten.

Dargestellt ist der Anstieg der TMRE-Fluoreszenz nach Stimulation.

Piracetam reduziert die Effekte der verschiedenen Komplexinhibitoren aufs
mitochondriale Membranpotential (Abb. 3.34). Die Komplexe I, Il und Ill werden ab
einer Piracetamkonzentration von 500 uM geschutzt. Eine signifikante Protektion der
Komplexe IV und V tritt bei einer Piracetamkonzentration von 1000 puM auf.
Piracetam scheint also die Atmungsketten-Komplexe gegeniber dem hemmenden

Effekt der Komplexinhibitoren zu schitzen.
Piracetam zeigt dementsprechend in unterschiedlichem Ausmal} ausgepragte Effekte

auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe. In der nachfolgenden Tabelle sind

die Effekte nochmals zusammengefasst:
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Schadigung Protektion durch Piracetam
500 1000 10000 pmol/l
Komplex | Rotenon + + +
Il Thenoyltrifluoroaceton + + +
I Antimycin -+ + ++
IV Natriumazid + +
V  Oligomycin + ++

Tabelle 5: Protektive Effekte von Piracetam auf die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe

3.5.1.5. Keine protektiven Effekte von Piracetam auf die durch Tributyltin
induzierte mitochondriale Dysfunktion

Die Effekte von Piracetam auf die durch Tributyltin induzierte mitochondriale

Membranpotentialabnahme wurden zusatzlich untersucht. Im Gegensatz zu Ginkgo-

biloba-Extrakt weist Piracetam nach 6-stundiger Vorinkubation keinerlei protektive

Effekte nach Tributyltin-Stimulation auf (Abb. 3.35).

Tributyltin 1 uM
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Abb. 3.35: Piracetam weist keine protektiven Effekte nach Tributyltin-Stimulation auf.
Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 9 Experimenten. Dargestellt ist der Anstieg der TMRE-

Fluoreszenz nach Stimulation mit Tributyltin.
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3.5.1.6. Protektive Effekte von Piracetam nach extrazellularer Inkubation
mit AB1-42

Piracetam ist in der Lage, die Progression von kognitiven Storungen bei AD-
Patienten zu reduzieren (Croisile, B. et al., 1993). In Abb. 3.4 konnte gezeigt werden,
dass AR44, schadigende Effekte auf das mitochondriale Membranpotential ausubt.
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob Piracetam protektive Effekte auf die AR-
Neurotoxizitat aufweist und somit die Wirksamkeit von Piracetam bei AD-Patienten
auf eine Reduktion der AR-Neurotoxizitat zurlickgefuhrt werden kann. Hierzu wurde
Uber einen Zeitraum von 24 h mit A44, inkubiert, 30 min nach Insult Piracetam
hinzugefugt und anschlieend das mitochondriale Membranpotential bestimmt.
Interessanterweise ist Piracetam in der Lage, die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials nach AR.42-Inkubation signifikant zu reduzieren (Abb. 3.36).
Besonders bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass ab einer
Piracetam-Konzentration von 500 pM die Abnahme des mitochondrialen

Membranpotentials durch AR nahezu vollstandig verhindert werden kann.
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Abb. 3.36: Behandlung mit Piracetam reduziert die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials nach AR-Stimulation.

24-stiindige Al3q4o-Inkubation, 30 min nach Insult Piracetamzugabe, anschlieRend Bestimmung des
mitochondrialen Membranpotentials (Repeated Measures ANOVA, *p<0.05 versus AR-Kontrolle).

Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 6 Experimenten.
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3.5.2. Effekte von Piracetam auf transfizierte Zellen

3.5.2.1.

transfizierten PC12-Zellen

Protektiver Effekt von Piracetam nach nitrosativem Stress in APP-

Da Piracetam protektive Effekte nach extrazellularer Al31.42-Inkubation aufweist, sollte

Uberpruft werden, ob Piracetam auch in den APP-transfizierten PC12-Zellen, die

chronisch AR-Stress im pikomolaren Bereich ausgesetzt sind, protektive Effekte nach

nitrosativem Stress aufweist. Die APP-transfizierten Zellen wurden deshalb Uber 24 h

mit SNP behandelt und 30 min nach Insult Piracetam hinzugefugt und das

mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel bestimmt. Interessanterweise,

ist Piracetam in der Lage, auch in den APPsw-PC12-Zellen die mitochondriale

Membranpotentialabnahme und die Reduktion der ATP-Spiegel zu verringern

(Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Piracetam schiitzt die Mitochondrien von APPsw-PC12-Zellen vor nitrosativem

Stress
A: Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials; dargestellt ist der Abfall der R123-

Fluoreszenz nach Stimulation mit SNP. B: Messung der ATP-Spiegel (ANOVA, "p<0.001 versus
Kontroll-PC12-Zellen, **p<0.01, *p<0.05 versus jeweilige Kontrolle); dargestellt ist der Abfall der ATP-

Konzentration nach Stimulation mit SNP. Werte sind Mittelwerte £ S.E.M. von 7 — 15 Experimenten.

3.5.2.2. Piracetam schutzt die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe
in APP-transfizierten PC12-Zellen

Bei den Komplexen lll und IV findet man nach Zugabe von Komplexinhibitoren, wie
in Abb. 3.13 gezeigt, in den drei Zelltypen sehr stark unterschiedliche
Membranpotentialveranderungen. Beim Komplex Il reagieren die APPsw-PC12-
Zellen besonders empfindlich, beim Komplex IV reagieren APPwt- und APPsw-
PC12-Zellen beide mit einer starkeren Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen. Aus diesem Grund wurden
diese beiden Komplexe ausgewahlt und der Effekt von Piracetam untersucht.
Piracetam in einer Konzentration von 1000 uM ist sogar in den APPsw-PC12-Zellen
in der Lage, die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials nach Stimulation
mit den Komplexinhibitoren der Komplexe Il und IV zu vermindern (Abb. 3.38). Dies
ist besonders bemerkenswert, denn die mitochondriale Membranpotentialabnahme

ist in den APPsw-Zellen jeweils am starksten ausgepragt.
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Abb. 3.38: Behandlung der APPsw-PC12-Zellen mit Piracetam fiihrt zu einem Schutz der

mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe Ill und IV.

A: Stimulation mit Antimycin 2 pM. B: Stimulation mit NaN; 10 mM (ANOVA, "*p<0.001, *p<0.05

versus Kontroll-PC12-Zellen, **p<0.01, *p<0.05 versus jeweilige Kontrolle). Werte sind Mittelwerte +

S.E.M. von 9 — 12 Experimenten. Dargestellt ist der Anstieg der TMRE-Fluoreszenz nach Stimulation.
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3.5.3. Piracetam verringert Caspase-9-Aktivitat

Da Caspase 9 einen wichtigen Regulator des intrinsischen Apoptoseweges darstellt,
soliten die Effekte von Piracetam auf die Caspase-9-Aktivitat untersucht werden.
Nach 22-stlindiger Piracetamvorinkubation und anschlieBend 2 h SNP-Inkubation
reduzierte Piracetam ab einer Konzentration von 1000 pM im Vergleich zu den
Kontrollzellen signifikant die Caspase-9-Aktivitat (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39: Piracetam reduziert die Caspase-9-Aktivitat nach SNP-Inkubation.
22 h Piracetamvorinkubation, anschliefend 2 h SNP-Inkubation, Bestimmung der Caspase-9-Aktivitat

(ANOVA, *p<0.05 versus SNP-Kontrolle). Werte sind Mittelwerte + S.E.M. von 5 Experimenten.
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4. Diskussion

4.1. Effekte der schwedischen Doppelmutation auf die NO-

Produktion und die mitochondriale Funktion

4.1.1. Vorteile der APPsw-Transfektion im Vergleich zu extrazellularer AR-

Inkubation

Die Alzheimer-Demenz ist gekennzeichnet durch Stérungen des Energiehaushaltes
(Blass, J. P. et al., 2002) sowie durch Veranderungen der mitochondrialen
Morphologie und Funktion im Gehirn (Hirai, K. et al.,, 2001). Stérungen des
Glukosestoffwechsels (Hoyer, S., 2004) und erhohter oxidativer Stress (Christen, Y.,
2000) sind ebenfalls charakteristische Veranderungen im AD-Gehirn und tragen zu
mitochondrialer Fehlfunktion bei. Der genaue Entstehungsmechanismus der
mitochondrialen Fehlfunktion bei AD ist allerdings noch nicht geklart.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte deutlich gezeigt werden, dass das Amyloid-
beta-Peptid zu  dosisabhangigen  mitochondrialen  Veranderungen und
mitochondrialer Fehlfunktion fuhrt. In den bisherigen Veroffentlichungen zu dieser
Thematik wurde AR immer extrazellular hinzugeflugt und die mitochondriale Funktion
anschlieBend entweder an isolierten Mitochondrien oder an intakten Zellen
untersucht (Pereira, C. et al., 1998; Canevari, L. et al., 1999; Casley, C. S. et al.,
2002b; Abramov, A. Y. et al., 2004). Diese Studien sind dahingehend problematisch,
als dass AR immer in unphysiologisch mikromolarer Konzentration verwendet wurde.
Aulerdem entspricht die Untersuchung von AR-Effekten an isolierten Mitochondrien
nicht den tatsachlichen Verhaltnissen in der Zelle, da die Mitochondrien aus dem
zellularen Kontext entfernt wurden und somit keine Interaktionen mit anderen
Zellbestandteilen stattfinden kdnnen.

Die Transfektion von PC12-Zellen mit humanem Wildtyp-APP bzw. mit der
schwedischen Doppelmutation bietet zum einen die Mdglichkeit, chronische Effekte
von AR im pikomolaren Bereich auf die mitochondriale Funktion (Citron, M. et al.,
1992) und zum anderen dosisabhangige Effekte von AR zu untersuchen. Die AR-
Spiegel in den APPsw-PC12-Zellen entsprechen den physiologischen AR-Spiegeln in
Patienten mit sporadischer AD (Scheuner, D. et al., 1996; Selkoe, D. J., 2002). Der
Vergleich dieses Zellsystems mit den APPsw-transfizierten HEK-Zellen, die Al3-
Spiegel im niedrigen nanomolaren Bereich aufweisen, bietet die Maoglichkeit
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dosisabhangige Effekte von AR auf die mitochondriale Funktion zu untersuchen.
APPsw-HEK-Zellen, die hohe pathologische AR-Spiegel aufweisen, spiegeln hierbei
die Verhaltnisse in Patienten mit familidarer AD wieder (Scheuner, D. et al., 1996).
Viele Daten weisen heute daraufhin, dass AR intrazellular gebildet wird (Hartmann,
T., 1999). AR kann intrazellular im ER und Golgi-Apparat aggregieren. Fruher ging
man davon aus, dass aggregiertes AR toxische Effekte auslost, heute wird die
Plaque-Bildung nicht mehr als initiales toxisches Ereignis der AD angesehen. Aus
diesem Grund haben beide Zellmodelle den Vorteil, dass nicht nur extrazellulare
Effekte von AR auf die mitochondriale Funktion untersucht werden kdnnen, sondern
dass auch intrazellulare AR-Effekte und Effekte von anderen APP-Prozessierungs-
produkten wie z.B. AICD auf die mitochondriale Funktion erfasst werden kénnen.
Diese Tatsache ist besonders wichtig, denn zum einen wird heute diskutiert, dass
intrazellulares AR toxische Effekte aufweist und zum anderen ist bekannt, dass AICD
in ausdifferenzierten PC12-Zellen neurotoxische Effekte aufweist (Kim, H. S. et al.,
2003). Die Effekte von intrazellularem AR und AICD kdnnten ebenfalls zu den
toxischen Effekten auf mitochondrialer Ebene beitragen.

Da bei einem Groldteil der Patienten die AD sporadischer Natur ist und APPsw-
PC12-Zellen diesen Verlauf der Erkrankung wiederspiegeln, wurden die meisten

Versuche auch mit diesem Zellmodell durchgefihrt.

4.1.2. Effekte von AR auf den NO-Stoffwechsel

Die Daten in dieser Arbeit weisen daraufhin, dass NO eine sehr wichtige Rolle bei
der Al3-induzierten mitochondrialen Dysfunktion und bei Zelltodprozessen spielt. Die
Expression der schwedischen Doppelmutation fihrt sowohl in PC12- als auch in
HEK-Zellen zu einem Anstieg der NO-Spiegel (Abb. 3.1, S. 71). Dieser Anstieg ist
wesentlich starker ausgepragt als nach 24-stundiger extrazellularer AR-Inkubation
von untransfizierten PC12-Zellen, nach der nur ein leichter Anstieg erkennbar ist
(Abb. 3.1, S. 71). Die extrazellulare AR-Gabe kann also den langfristigen
kummulierenden Effekt der APPsw-Transfektion nicht komplett nachahmen, was
dafur spricht, dass intrazellulare Effekte in APPwt- und APPsw-Zellen mal3geblich am
AR-induzierten NO-Anstieg beteiligt sind (Kienlen-Campard, P. et al., 2002).

Aulerdem weisen die Daten daraufhin, dass der NO-Anstieg durch eine erhéhte NO-
Synthaseaktivitat hervorgerufen wird, denn die NO-Spiegel der APPsw-PC12-Zellen
konnen durch den unselektiven NO-Synthase-Hemmstoff, L-NAME, auf die Level der
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Kontroll-PC12-Zellen gesenkt werden (Abb. 3.2, S. 73). Beteiligt am AR-induzierten
NO-Anstieg sind, wie in Abb. 3.2 gezeigt, die neuronale und die induzierbare NO-
Synthase. Eine Beteiligung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, denn es sind bisher keine selektiven eNOS-Inhibitoren
erhaltlich. Daten von Parks et al. weisen ebenfalls daraufhin, dass AR seine
neurotoxischen Effekte Uber einen NO-Synthase-Mechanismus vermittelt (Parks, J.
K. et al., 2001). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die durch Al3-induzierte
ROS-Bildung durch einen unselektiven NOS-Hemmstoff signifikant gesenkt werden
kann. Es wurde jedoch in dieser Studie keine Aussage darlUber getroffen, welche
Isofom daran beteiligt ist. Der Befund aus der hier vorliegenden Arbeit, dass die
iINOS und die nNOS am AR-induzierten NO-Anstieg beteiligt sind, deckt sich mit
Daten von Law et al., die zeigen konnten, dass primare Rattenneuronenkulturen
nach ARq4z-Inkubation mit einer verstarkten NO-Freisetzung reagieren (Law, A. et
al., 2001a) und dass diese NO-Freisetzung unter Beteiligung der nNOS und der
INOS erfolgt. Es gibt zusatzlich Hinweise, dass AR in PC12-Zellen zu einer
Aktivierung von MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinase) wie z.B. ERK 1 und
ERK 2 flhrt und dass diese zur Phoshorylierung von CREB (cyclic AMP reponse
element binding protein) fihren kdnnen (Sato, N. et al., 1997). Der Promotor des
nNOS-Gens enthalt CREs (cAMP/ Ca®" response elements). An diese CREs bindet
CREB und reguliert somit die nNOS-Expression (Sasaki, M. et al., 2000). AR scheint
also uber eine Aktivierung von MAP-Kinasen, die Phosphorylierung von CREB zu
fordern und somit die nNOS-Expression zu verstarken. Zusatzlich gibt es Daten Uber
eine gesteigerte iINOS-Expression und erhdhte NO-Produktion nach AR-Stimulation
in Astrozyten (Ayasolla, K. et al., 2004). Die Autoren konnten zeigen, dass die
gesteigerte iINOS-Expression uUber die Zytokine TNF-a und Interleukin-113 vermittelt
wird. In einer kurzlich veroffentlichten Studie wurde der Effekt von AR auf die NMDA-
Rezeptor-induzierte LTP (long-term potentiation) untersucht. AR flhrte zu einer
Hemmung der durch NMDA-Rezeptoren induzierten LTP. Interessanterweise war
dieser Effekt in iINOS-knock-out-Mausen und nach Stimulation mit dem iINOS-
Hemmstoff 1400W verschwunden, was darauf hinweist, dass Al den hemmenden
Effekt auf die LTP Uber eine Stimulation der iNOS-Aktivitat bewirkt. AR scheint
demnach die NO-Produktion Uber eine Aktivierung von NO-Synthasen zu steigern.
Dartber hinaus konnten Hanson et al. zeigen, dass der NO-Donor SIN-1 in

Neuroblastom-Zellen, die humanes Wildtyp-APP Uberexprimieren, die Sekretion von
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AR1.40, jedoch nicht von AR44, signifikant erhoht (Hanson, A. J. et al.,, 2003). Es
konnte sich also um einen positiven Rickkopplungsmechanismus handeln, das heif3t
AR erhoht die NO-Spiegel und erhéhte NO-Spiegel fihren zu verstarkter Aldq.40-
Sekretion. Es ware dementsprechend in weiterfUhrenden Untersuchungen
interessant, die APPsw-PC12-Zellen mit einem NO-Donor zu stimulieren und
anschlieend die AR-Produktion zu bestimmen.

APPsw-PC12-Zellen haben jedoch nicht nur erhdohte NO-Spiegel, sondern weisen
auch nach Stimulation mit NO-Donoren hohere NO-Spiegel auf als APPwt- und
Kontroll-PC12-Zellen (Abb. 3.3, S. 75). Dies konnte auf eine erniedrigte
Bindungskapazitat von NO in APPsw-PC12-Zellen hinweisen. NO wird in
Mitochondrien hauptsachlich an Proteinthiole gebunden (Costa, N. J. et al., 2003).
Wichtige  Thiole in Mitochondrien sind beispielsweise Glutathion,
Glutathionperoxidase, Glutaredoxin, Thioredoxin und Peroxiredoxin. Der
Glutathionpool ist der wichtigste Thiol-Redox-Puffer der Mitochondrien (Costa, N. J.
et al., 2003). Die einzige Moglichkeit, wie NO direkt mit Thiolen reagieren kann, ist
uber Thiyl-Radikale, und diese Reaktion fuhrt zur Bildung von S-Nitrosothiolen. Eine
weitere Mdglichkeit zur Reaktion von Thiolen mit NO erfolgt Uber die Bildung von
Peroxynitrit und anschlielender Reaktion mit Thiolen. Es ist durchaus vorstellbar,
dass in APPsw-PC12-Zellen, die basal schon erhdhte NO-Spiegel aufweisen, mehr
Thiolbindungsstellen besetzt sind und somit extern zugefihrtes NO in APPsw-PC12-
Zellen schlechter abgepuffert werden kann, woraus dann héhere NO-Spiegel nach

Stimulation mit NO-Donoren resultieren.

4.1.3. Effekte von AR auf die mitochondriale Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette ist sehr empfindlich gegentber dem Angriff von NO
und Peroxynitrit (Brown, G. C. and Borutaite, V., 2002; Radi, R. et al., 2002; Sarti, P.
et al., 2003). In Ubereinstimmung mit diesem Befund weisen sowohl APPwt- als auch
APPsw-PC12-Zellen eine reduzierte Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat auf. Die
Reduktion der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat ist allerdings in APPsw-PC12-Zellen
starker ausgepragt als in APPwt-PC12-Zellen (Abb. 3.12, S. 88), was auf AlR-
dosisabhangige Effekte hinweist. Ursache fur die reduzierte Cytochrom-C-Oxidase-
Aktivitat konnte hierbei ein direkter hemmender Effekt von NO sein (Sarti, P. et al.,
2000; Cooper, C. E., 2002). Passend zu diesen Daten weisen auch viele Studien an
AD-Patienten auf eine Beeintrachtigung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat hin
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(Maurer, I. et al., 2000; Cottrell, D. A. et al., 2002; Cardoso, S. M. et al., 2004). In
Erganzung dazu konnte auch eine Reduktion der Cytochrom-C-Oxidase-
Untereinheiten in AD-Gehirnen gefunden werden (Kish, S. J. et al., 1999; Ojaimi, J.
et al., 1999). Zusatzlich ergab die Messung des mitochondrialen Membranpotentials
nach Stimulation mit selektiven Komplexinhibitoren fur die Komplexe I, Ill, und V
eine starkere Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials in APPsw-PC12-
Zellen, was auf eine Beeintrachtigung der Atmungsketten-Komplexe II, lll und V in
diesen Zellen hinweist (Abb. 3.13, S. 89). Da Peroxynitrit in der Lage ist, alle
Atmungsketten-Komplexe  gleichermalien  zu hemmen, konnte  diese
Beeintrachtigung durch Peroxynitrit hervorgerufen werden. Besonders interessant in
diesem Zusammenhang ist der Befund, dass in APPwt-PC12-Zellen die Komplexe 1V
und V ebenfalls beeintrachtigt sind. Die niedrigen AR-Spiegel in APPwt-PC12-Zellen
scheinen die Funktion der Komplexe IV und V zu beeintrachtigen. Sie reagieren
dementsprechend besonders empfindlich auf AR. Interessanterweise findet man
auch bei Behandlung von primaren Rattenneuronen mit AR einen Abfall der
Aktivitaten aller mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe (Casley, C. S. et al.,
2002b). Zusatzlich konnte in Gehirnen von AD-Patienten eine Reduktion von
Komplex-I-Untereinheiten gefunden werden (Kim, S. H. et al., 2000).

Zusatzlich zu der Hemmung der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe durch die
erhdhten NO-Spiegel in APPwt- und APPsw-PC12-Zellen kénnte auch das
Vorhandensein von APP bzw. AR im Mitochondrium eine Funktionsstdrung der
Atmungsketten-Komplexe hervorrufen. In Versuchen am konfokalen
Laserscanmikroskop konnte APP im Mitochondrium von APPsw-PC12-Zellen durch
eine Kolokalisation des APP-Antikorpers mit dem mitochondrienselektiven ATP-
Synthase-Antikdrper nachgewiesen werden (Abb. 3.9, S. 85). Erganzend hierzu
konnte Astrid Bonert mittels Westernblot ebenfalls APP in der mitochondrialen
Fraktion von APPsw-PC12-Zellen nachweisen (Bonert, A. et al., 2004). Passend zu
diesem Befund konnte in einer kirzlich veroffentlichten Studie gezeigt werden, dass
APP in neuronalen Mitochondrien APP-transgener Mause lokalisiert ist und somit
mitochondriale Dysfunktion und eine Hemmung der ATP-Synthese bewirkt
(Anandatheerthavarada, H. K. et al., 2003). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte darlber
hinaus nachweisen, dass der N-Terminus von APP hierbei im Mitochondrium und der
C-Terminus auferhalb des Mitochondriums lokalisiert ist. Sequenzanalysen von APP

zeigten, dass drei positive Ladungen an den Aminosaurepositionen +40, +44 und
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+51 verantwortlich sind fur die Anreicherung von APP im Mitochondrium. Zusatzlich
konnten sie zeigen, dass mitochondriales APP in direktem Kontakt mit dem
mitochondrialen Translokase-Protein TOM 40 steht. Die Arbeitsgruppe geht deshalb
davon aus, dass die mitochondriale Dysfunktion durch eine Hemmung der
mitochondrialen Transportproteine durch mitochondriales APP hervorgerufen wird.
Lustbader et al. konnten zusatzlich AR im Mitochondrium von AD-Gehirnen und von
APP-transgenen Mausen nachweisen (Lustbader, J. W. et al., 2004). Sie zeigten,
dass AR im Mitochondrium an ABAD (AR-binding alcohol dehydrogenase) gebunden
ist und somit in APP-transgenen Mausen zu Cytochrom-C-Freisetzung, ROS-Bildung
und erhohter Apoptoserate fuhrt. Die Blockade von ABAD mit Hilfe eines ABAD-
Decoy-Peptids flhrte zu einer Hemmung der Cytochrom-C-Freisetzung, einer
verminderten ROS-Bildung und zu einer reduzierten Apoptoserate, was die
Wichtigkeit von ABAD bei der AR-induzierten mitochondrialen Dysfunktion bestatigt.
Die Hemmung von ABAD konnte dementsprechend die mitochondriale Dysfunktion
reduzieren und stellt somit einen moglichen Therapieansatz bei AD dar. Eine andere
Arbeitsgruppe konnte ebenfalls AR-Anreicherungen in Mitochondrien Kkortikaler
Neurone von AD-Patienten finden (Fernandez-Vizarra, P. et al, 2004).
Interessanterweise waren AR-Anreicherungen im Mitochondrium in einem friheren
Stadium der AD-Erkrankung erkennbar als gepaarte helikale Tau-Filamente, was
darauf hinweist, dass mitochondriale Fehlfunktion ein sehr frihes Ereignis in der
Pathogenese der AD darstellt. Zusatzlich stitzt dieser Befund die These, dass die
Anreicherung von AR vor der Bildung von helikalen Tau-Filamenten erfolgt. Diese
Studien bestatigen die Vermutung, dass APP bzw. Al in Mitochondrien lokalisiert ist
und zu einer Stérung der mitochondrialen Atmungskettenfunktion fihren kdnnen.
Man kann deshalb davon ausgehen, dass mitochondriale Fehlfunktion auf der einen
Seite Uber erhdhte NO-Spiegel und auf der anderen Seite durch direkte Effekte von
APP bzw. AR auf die Mitochondrien hervorgerufen werden kann. Die Arbeitsgruppe
um Casley geht davon aus, dass intrazellular gebildetes AR in der Lage ist, direkt an
die Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheiten zu binden und somit die Anlagerung von
Cytochrom C zu verhindern (Casley, C. S. et al., 2002a). Diese Daten stimmen
Uberein mit Untersuchungen von Parker et al., die zeigen, dass isolierte Cytochrom-
C-Oxidase aus AD-Gehirnen einen Verlust zweier Cytochrom-C-Bindungsstellen
aufweist (Parker, W. D., Jr. and Parks, J. K., 1995). Es kann aulRerdem nicht
ausgeschlossen werden, dass auch andere APP-Prozessierungsprodukte wie AICD
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schadigende Effekte auf die Mitochondrien austuben. Um genauere Erkenntnisse zu

erlangen, mussen noch weitere Untersuchungen durchgeflihrt werden.

4.1.4. Effekte von AR auf die ATP-Spiegel

Die Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmungskette in APPsw-PC12-Zellen
stimmt Uberein mit den basal erniedrigten ATP-Spiegeln in APPsw-PC12-Zellen
verglichen mit APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen (Abb. 3.5, S. 78). Interessant in
diesem Zusammenhang ist der Befund, dass APPwt-PC12-Zellen im Vergleich zu
Kontroll-PC12-Zellen auch schon erniedrigte ATP-Spiegel aufweisen, dass der Effekt
aber nicht so stark ausgepragt ist wie in APPsw-PC12-Zellen. Die reduzierten ATP-
Spiegel in APPwt-Zellen lassen sich durch die Beeintrachtigung der Komplexe IV und
V erklaren. Die sehr niedrigen AR-Spiegel der APPwt-PC12-Zellen Uben
dementsprechend auch schon einen hemmenden Effekt auf die ATP-Synthese aus.
Interessanterweise schlagt sich die ATP-Reduktion in APPwt- und APPsw-PC12-
Zellen noch nicht auf die Uberlebensrate der Zellen nieder, denn APPwt- und
APPsw-PC12-Zellen weisen basal keine erhdhten Apoptoselevel auf (Marques, C. A.
et al., 2003). Die APPsw-PC12-Zellen scheinen also in der Lage zu sein, den
beeintrachtigten Energiehaushalt zu kompensieren. Anders ist die Situation in
APPsw-HEK-Zellen: APPsw-HEK-Zellen weisen basal ebenfalls signifikant
erniedrigte ATP-Spiegel auf (Abb. 3.5, S. 78). Die ATP-Reduktion ist noch starker
ausgepragt als in APPsw-PC12-Zellen, was wiederum auf AR-dosisabhangige
Effekte schlieRen lasst. APPsw-HEK-Zellen kdénnen das ATP-Defizit nicht
ausgleichen und weisen deshalb basal eine signifikant erhdhte Apoptoserate im
Vergleich zu Kontroll-HEK-Zellen auf (Marques C.A. et al., 2004).
Nach extrazellularer AR-Behandlung von untransfizierten PC12-Zellen findet nur eine
leichte Reduktion der ATP-Spiegel statt (Abb. 3.5, S. 78), was wiederum darauf
hinweist, dass AR seine schadigenden Effekte auf den mitochondrialen
Energiestoffwechsel in erster Linie durch intrazellulare Effekte hervorruft. Um
ausschlielRen zu kdnnen, dass ein Verlust an Mitochondrien die Reduktion der ATP-
Spiegel bedingt, wurde die Anzahl der Mitochondrien bestimmt. Aufgrund der
ermittelten Daten kann ausgeschlossen werden, dass die Reduktion der ATP-Spiegel
durch einen Verlust an Mitochondrien hervorgerufen wird, denn die APPsw-
Transfektion erhéht sowohl in PC12-Zellen als auch in HEK-Zellen die Anzahl der
Mitochondrien (Abb. 3.9, S. 85). Die ATP-Reduktion scheint dementsprechend durch
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mitochondriale Fehlfunktion hervorgerufen zu werden und nicht Folge eines
Verlustes an Mitochondrien zu sein. Die erhdhte Anzahl der Mitochondrien in APPsw-
Zellen kdnnte zum einen durch die erhéhten NO-Spiegel und zum anderen durch das
chronische ATP-Defizit hervorgerufen werden. Die Zellen konnten versuchen, das
ATP-Defizit durch eine gesteigerte Mitochondriensynthese auszugleichen. Nisoli et
al. konnten ebenfalls eine gesteigerte Mitochondriensynthese nach Inkubation mit
NO-Donoren in einer humanen Zelllinie zeigen (Nisoli, E. et al., 2003). Die erhdhte
Mitochondriensynthese wurde in diesem Fall durch eine erhohte mRNA-Expression
des Peroxisomen-Proliferator-aktivierenden-Rezeptor-Gamma-Koaktivator-1-Alpha
(PGC-1a) hervor-gerufen. PGC-1a. stellt einen Hauptregulator der mitochondrialen
Biogenese dar (Lehman, J. J. et al., 2000). Er erhoht die Expression des nuklearen
Atmungsfaktors (nuclear respiratory factor-1, NRF-1) und des
Mitochondrientranskriptionsfaktors (mtTFA). Diese verstarken die Expression von
nuklearen und mitochondrialen Genen, die bei der Mitochondriensynthese eine
wichtige Rolle spielen. Man kann also davon ausgehen, dass die chronisch erhdhten
NO-Spiegel in APPsw-PC12- und APPsw-HEK-Zellen die Mitochondriensynthese
erhéhen. Zusatzlich weisen viele Daten daraufhin, dass oxidativer Stress die
Mitochondrienmasse und den mitochondrialen DNA-Gehalt signifikant erhoéht (Lee, H.
C. et al.,, 2000; Wei, Y. H. et al.,, 2001; Lee, H. C. et al.,, 2002). Es wurden
beispielsweise humane Lungenfibroblasten Gber 48 h mit Wasserstoffperoxid
behandelt und anschlieBend die mitochondriale Masse und der mtDNA-Gehalt
bestimmt. Beide Parameter waren nach oxidativem Stress signifikant erhoht. Die
erhohte mitochondriale Biogenese nach mildem oxidativem Stress wird hierbei
wiederum Uber eine Erhdhung der mRNA-Spiegel des nukledren Atmungsfaktors
(NRF-1) und des Peroxisomen-Proliferator-aktivierenden-Rezeptor-Gamma-
Koaktivators-1-Alpha hervorgerufen (Lee, H. C. et al., 2002). Die Hochregulierung
der Anzahl Mitochondrien stellt eine Art Kompensationsmechanismus der Zelle dar,
um das Energiedefizit zu verringern. Dieser Kompensationsmechanismus ist aber
trotzdem nicht ausreichend, um die reduzierten ATP-Spiegel in APPsw-PC12- und
APPsw-HEK-Zellen auszugleichen.
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4.1.5. Einfluss von AR auf das mitochondriale Membranpotential

Das mitochondriale Membranpotential stellt ebenfalls einen sehr wichtigen Marker flr
die Funktion der Mitochondrien dar. Ausgehend von NADH werden die Elektronen
Uber die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe auf Sauerstoff Ubertragen.
Gleichzeitig werden Protonen in den Intermembranraum gepumpt, wodurch ein
Spannungsgradient (Membranpotential) aufgebaut wird. Unter physiologischen
Bedingungen wird ein mitochondriales Membranpotential von ca. —150 bis —180 mV
aufrechterhalten (Abb. 4.1).

Physiologische Bedingungen

Mitochondriale Matrix

FADH,
ADP+P, ATP

Innere
Mitochondriale
Membran

Membranpotential
-150 bis —180mV

Intermembranraum

Abb. 4.1: Membranpotential unter physiologischen Bedingungen

Nach akuter extrazellularer AR1.42-Inkubation kommt es zu einem leichten Abfall des
mitochondrialen Membranpotentials bei AR-Konzentrationen im nanomolaren Bereich
(Abb. 3.4, S. 76), die nicht physiologischen Verhaltnissen entsprechen. Dieser
Befund ist in Ubereinstimmung mit Studien, die ebenfalls nach extrazellularer AR-
Inkubation eine Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials in PC12-Zellen
beobachten konnten (Pereira, C. et al., 1998; Jang, J. H. and Surh, Y. J., 2003).
Extrazellulare AR442-Inkubation fuhrt zu einem Anstieg der NO-Spiegel, gefolgt von

einer Hemmung des Komplexes IV der Atmungskette und einer Reduktion der ATP-
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Spiegel (Abb. 4.2). Diese Hemmung der mitochondrialen Atmungskette fuhrt zu
einem Abfall der entlang der Atmungskette transportierten Elektronen und somit zu
einem verminderten Austransport von Protonen, was zu einem Abfall des
mitochondrialen Membranpotentials fuhrt. Die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials ist ein wichtiger Induktor des mitochondrialen apoptotischen

Zelltodweges.

Extrazellulares AB

FADH, l
% ADP+P, ATP
NO NI

NADH POA
Innere .
Mitochondriale ANT Abfall des MP
Membran @

Gestorte Atmungskettenfunktion Cytochrom C l

Oxidase Hemmung
Zelltod

Abb. 4.2: Abfall des mitochondrialen Membranpotentials (MP) nach 24-stiindiger extrazellularer
AR-Inkubation.

Im Gegensatz hierzu weisen APPsw-PC12-Zellen eine Hyperpolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials auf (Abb. 3.4, S. 76). Sie sind chronisch Al3-
Spiegeln im pikomolaren Bereich ausgesetzt. Man kann davon ausgehen, dass sie,
um zellulare Funktionen und Zellviabilitat aufrechtzuerhalten, eine Art
Abwehrmechanismus aufweisen. Folgender Mechanismus ist vorstellbar: APPsw-
PC12-Zellen weisen aufgrund der erhdhten NO-Spiegel eine chronische Hemmung
der mitochondrialen Atmungskette auf (Abb. 4.3). Diese Hemmung fuhrt zu einer
vorubergehenden Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. Die chronische
Hemmung der mitochondrialen Atmungskette durch die erhdhten NO-Spiegel fuhrt im
Sinne einer Adaption dazu, dass die ATP-Synthase ihre Funktion umdreht (Moncada,
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S. and Erusalimsky, J. D., 2002). Sie hydrolysiert nun zytosolisches ATP zu ADP und
Phosphat und pumpt gleichzeitig Protonen in den Intermembranraum. Dies wiederum
tragt zur Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials bei. Gleichzeitig hat
die Hemmung der mitochondrialen Atmungskette durch NO eine Steigerung der
anaeroben Glykolyserate zur Folge (Almeida, A. et al., 2001). Das mittels Glykolyse
gebildete ATP kann mit Hilfe des Adenin-Nukleotid-Translokators (ANT) ins
Mitochondrium aufgenommmen werden und steht somit der ATP-Synthase zur
Verfugung. Die ATP-Synthase hydrolysiert das tGber den ANT aufgenommene ATP
und pumpt vermehrt Protonen in den Intermembranraum. Dies fuhrt zur
Hyperpolarisation der inneren mitochondrialen Membran und zum Uberleben der

Zellen.

chronischer AB-Stress
im pikomolaren Bereich

l ADP+P, ATP

: i NO I
NADH 2
0)
Innere E I "

Mitochondriale

Hyperpolarisation

Membran des MP
H* ATP l
ADP+P, Uberleben
Glucose

Abb. 4.3: Bei chronischem AR-Stress zeigen APPsw-PC12-Zellen einen Abwehrmechanismus.
Die Glykolyserate wird gesteigert und es kommt zu einer Hyperpolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials (MP).

APPsw-PC12-Zellen weisen, wie in Abb. 3.12 (S. 88) und Abb. 3.13 (S. 89) gezeigt,

eine fehlerhafte mitochondriale Atmungskette auf. Es ware deshalb durchaus
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denkbar, dass sie auf glykolytisch gewonnenes ATP angewiesen sind, um Uberleben
zu kénnen. In Zellen, deren mitochondriale DNA komplett entfernt wurde und die auf
glykolytisch gewonnenes ATP angewiesen sind, erfolgt der ATP-Transport ins
Mitochondrium Uber den ANT-Isoform 2 (Loiseau, D. et al., 2002). Der Adenin-
Nukleotid-Translokator wird in diesen Zellen Uberexprimiert, um vermehrt ATP
aufnehmen zu konnen. Zellen, die mutierte mitochondriale DNA enthalten, weisen
ebenfalls eine gesteigerte Glykolyserate auf (Gajewski, C. D. et al., 2003).
Interessanterweise wurden im Liquor von AD-Patienten erhdhte Laktatspiegel
gefunden, was ebenfalls auf eine gesteigerte Glykolyserate hinweist (Redjems-
Bennani, N. et al., 1998; Parnetti, L. et al., 2000). Mancuso et al. konnten dartber
hinaus zeigen, dass auch die Blut-Laktatkonzentrationen in Patienten mit AD
signifikant erhoht sind (Mancuso, M. et al., 2003). Die Laktatspiegel waren hierbei
invers korreliert mit der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat in Thrombozyten dieser
Patienten. Eine Steigerung der Glykolyserate zum Ausgleich von Energiedefiziten
scheint also auch bei Patienten mit sporadischer AD einen wichtigen
Abwehrmechanismus darzustellen. Es ware deshalb sehr interessant in einem
weiteren Projekt die Laktatspiegel im Medium und im Lysat von APPsw-PC12-Zellen
zu messen, um zu Uberprufen, ob die Glykolyserate in diesen Zellen erhoht ist.

Wie kommt es nun zur gesteigerten Glykolyse durch erhéhte NO-Spiegel? Man geht
heute davon aus, dass NO zu einer Phosphorylierung der AMP-aktivierten Protein-
Kinase und somit zu einer Aktivierung der Phosphofruktokinase 2 fuhrt (Almeida, A.
et al.,, 2004). Die Phosphofruktokinase 2 induziert die Bildung von Fruktose-2,6-
Bisphosphat, dem Hauptaktivator der Phosphofruktokinase 1 (Van Schaftingen, E. et
al., 1982). Phosphofruktokinase 1 stellt den wichtigsten Regulator der Glykolyse dar
(Uyeda, K., 1979). Es ware dementsprechend interessant zu untersuchen, ob die
APPsw-PC12-Zellen aufgrund der erhdhten NO-Spiegel auch eine erhohte Aktivitat
der AMP-aktivierten Kinase und der nachgeschalteten Enzyme aufweisen. Sehr
interessant in diesem Zusammenhang ist der Befund, dass die AMP-aktivierte Kinase
in der Lage ist, die c-Jun-Kinase zu aktivieren (Kefas, B. A. et al., 2003). Celio
Marques konnte in seiner Doktorarbeit zeigen, dass die c-Jun-Kinase-Aktivitat nach
oxidativem Stress in APPsw-PC12-Zellen besonders stark erhoht ist (Marques, C. A.
et al., 2003). Die durch die erhdhten NO-Spiegel unter Umstanden gesteigerte AMP-
aktivierte Kinase-Aktivitat konnte also die erhohte c-Jun-Kinase-Aktivitat in den

APPsw-PC12-Zellen nach oxidativem Stress erklaren. Es ist zusatzlich bekannt, dass
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eine Aktivierung der AMP-aktivierten Kinase zu Apoptose fuhren kann (Kefas, B. A.
et al., 2004). Dieser Befund koénnte erklaren, warum APPsw-PC12-Zellen im
Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen nach oxidativem Stress mit einer hodheren
Apoptoserate reagieren (Marques, C. A. et al., 2003).

APPsw-HEK-Zellen, die hohe AR-Spiegel im nanomolaren Bereich aufweisen, zeigen
im Gegensatz zu APPsw-PC12-Zellen eine signifikante Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 3.4, S. 76). APPsw-HEK-Zellen haben
demnach keine Moglichkeit, die mitochondrialen Defekte, die durch die hohen AR-
Spiegel hervorgerufen werden, zu kompensieren. Es ist bekannt, dass AR in der
Lage ist, die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen zu erhéhen (Butterfield, D.
A., 2003). Hierbei gibt es viele Hinweise, dass die Aminosaure Methionin an Position
35 im AR1.42-Peptid eine wichtige Rolle bei oxidativem Stress spielt (Butterfield, D. A.
and Bush, A. |, 2004). Der Ersatz von Methionin an Position 35 durch
Methioninsulfoxid ergibt ein AR-Peptid, das keinen oxidativen Stress mehr hervorruft
und nicht mehr neurotoxisch ist (Varadarajan, S. et al., 2001).

Es ware also durchaus mdglich, dass die hohen AR-Spiegel in APPsw-HEK-Zellen
die Bildung von Superoxidanionradikalen hervorrufen, die mit NO zur Bildung von
Peroxynitrit fUhren kdnnen (Abb. 4.4). Die erhdhten Peroxynitrit-Spiegel in APPsw-
HEK-Zellen koénnten dann zu einer Offnung der mitochondrialen Pore fiihren
(Halestrap, A. P. et al., 1997; Vieira, H. L. et al., 2001b). Man geht hierbei davon aus,
dass Peroxynitrit Thiolgruppen im Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) modifiziert
und somit zur Offnung der mitochondrialen Pore fiihrt (Vieira, H. L. et al., 2001a). Die
Offnung der mitochondrialen Pore macht die innere mitochondriale Membran
permeabel fur Protonen und fihrt zum Zusammenbrechen des mitochondrialen
Membranpotentials. Zusétzlich fihrt die Offnung der mitochondrialen Pore zu
Cytochrom-C- und Smac-Freisetzung und letztendlich zum Zelltod. Ubereinstimmend
mit diesen Uberlegungen weisen APPsw-HEK-Zellen auch basal eine signifikant
erhdhte Apoptoserate auf. Zusatzlich ist die Cytochrom-C- und Smac-Freisetzung in
APPsw-HEK-Zellen unter basalen Bedingungen schon deutlich sichtbar (Bonert, A. et
al., 2004). APPsw-HEK-Zellen weisen demnach bereits basal sehr stark ausgepragte

mitochondriale Defizite auf.
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Abb. 4.4: Chronischer AR-Stress in APPsw-HEK-Zellen oder ein sekundarer Insult in APPsw-
PC12-Zellen fiihrt zu einer Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials (MP).

Aus diesen Daten ist ersichtlich, dass man auf der einen Seite zu unterscheiden hat
zwischen akutem und chronischem AR-Stress und auf der anderen Seite zwischen
niedrigen und hohen AR-Spiegeln. Man koénnte sich vorstellen, dass die
mitochondriale Funktion in APPsw-PC12-Zellen die Verhaltnisse in sporadischen AD-
Patienten wiederspiegelt und die APPsw-HEK-Zellen die Situation in familiaren AD-

Patienten aufzeigen.

4.1.6. Einfluss eines sekundaren Insults auf die mitochondriale
Funktion

Werden jedoch die APPsw-PC12-Zellen mit einem sekundaren Insult versetzt, wie

z.B. H,O, oder SNP, so reagieren APPsw-PC12-Zellen im Vergleich zu den

Kontrollzellen mit einer starkeren Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials

(Abb. 3.14, S. 91; Abb. 3.15, S. 92). Die Zellen sind dementsprechend bei

zusatzlichem oxidativen oder nitrosativen Stress nicht mehr in der Lage, die
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mitochondriale Fehlfunktion zu kompensieren. Passend hierzu nimmt die
Apoptoserate nach oxidativem Stress in den APPsw-PC12-Zellen starker zu als in
APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen (Marques, C. A. et al., 2003). Zusatzlich findet man
in APPsw-PC12-Zellen nach oxidativem Stress eine erhohte c-Jun-Kinase-,
Caspase-9- und Caspase-3-Aktivitat im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen (Marques,
C. A. et al., 2003). Die c-Jun-Kinase ist den Mitochondrien vorgeschaltet, denn das
mitochondriale Membranpotential kann durch die Vorinkubation mit einem JNK-
Hemmstoff vor oxidativem Stress geschutzt werden (Marques, C. A. et al., 2003). Die
Caspasen 9 und 3 sind den Mitochondrien nachgeschaltet. Der mitochondriale
Apoptoseweg ist demnach nach oxidativem Stress aktiviert. Passend zu diesen
Daten findet man in APPsw-PC12-Zellen eine starkere Reduktion der ATP-Spiegel
nach oxidativem und auch nach nitrosativem Stress. Die erhdhten AR-Spiegel in
APPsw-PC12-Zellen scheinen also die Zellen empfindlicher gegentber oxidativem
und nitrosativem Stress zu machen. Genau diese Konstellation konnte auch bei
Patienten mit sporadischer AD eine sehr wichtige Rolle spielen, denn auch bei
diesen Patienten findet man zusatzlich erhohte oxidative Stress-Marker. Auch hier
kénnte die Kombination aus erhdhten AR-Spiegeln und oxidativem Stress zu
mitochondrialer Fehlfunktion fuhren. Eine weitere Ursache fur die verstarkte
mitochondriale Fehlfunktion der APPsw-PC12-Zellen nach oxidativem Stress kdnnten
die erniedrigten Bclx -Spiegel sein (Bonert, A. et al., 2004). Bclx_  stellt ein
antiapoptotisches Protein dar, das heil3t erniedrigte Spiegel machen die Zellen
empfindlicher gegenuber oxidativem Stress. Die Folge ist ein Shift in der Bclx. /Bax-
Ratio in Richtung Bax, einem proapoptotischen Protein. Aber auch unter basalen
Bedingungen findet man einen Shift in der Bcly /Bax-Ratio in Richtung Bax, welcher
unter Umstanden durch die erhohten NO-Spiegel in den APPsw-PC12-Zellen
hervorgerufen werden kann. Chae et al. konnten zeigen, dass Muskelzellen, die mit
SNP stimuliert wurden, eine verstarkte Bax-Expression aufwiesen (Chae, I. H. et al.,
2004). Ein Shift der Bclx /Bax-Ratio in Richtung Bax begunstigt die Freisetung von
Cytochrom C und Smac (Scorrano, L. and Korsmeyer, S. J., 2003). Die Cytochrom-
C-Freisetzung ist nach oxidativem Stress jedoch in allen PC12-Zelltypen
gleichermallen ausgepragt, wohingegen die Smac-Freisetzung in APPsw-PC12-
Zellen starker ausgepragt ist als in Kontroll-PC12-Zellen (Bonert, A. et al., 2004). Die
erhohte Smac-Freisetzung in APPsw-PC12-Zellen nach oxidativem Stress konnte

dementsprechend die erhohte Caspase-9- und Caspase-3-Aktivitat in APPsw-PC12-
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Zellen erklaren (Marques, C. A. et al., 2003), denn Smac hemmt einen Inhibitor der
Caspase 9. Fallt nun der hemmende Effekt auf die Caspase 9 weg, so findet eine
verstarkte Caspase-9-Aktivierung, gefolgt von einer Caspase-3-Aktivierung statt.
Serumentzug stellt ebenfalls einen sekundaren Insult dar. Steffen Leutz konnte in
seiner Doktorarbeit zeigen, dass 24-stundiger Serumentzug zu einer Erhdhung der
Apoptoserate fuhrt (Leutz, S. et al.,, 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde nun
untersucht, ob unter Serumentzugsbedingungen auch mitochondriale Fehlfunktion
auftritt. Interessanterweise konnte in PC12-Zellen unter Serumentzug eine
signifikante Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials und der ATP-Spiegel
beobachtet werden (Abb. 3.16, S. 94). Uber welche Mechanismen wird nun die
mitochondriale Fehlfunktion vermittelt? Atabay et al. konnten zeigen, dass
Serumentzug zu einem signifikanten Anstieg der ROS-Spiegel in Neuronen flihrt
(Atabay, C. et al., 1996). Ein ahnlicher Befund wurde von Goncharova aufgestellt,
namlich dass Serumentzug die Menge an intrazellularen Oxidantien erhoht
(Goncharova, E. I. et al., 1996). In einer neueren Studie konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass Serumentzug in Leberzellen zu oxidativem Stress und zu reduzierten
Glutathionspiegeln fuhrt (Pandey, S. et al., 2003). Zusatzlich gibt es Hinweise, dass
Serumentzug zur Peroxidation von Membranlipiden und einer erniedrigten
Superoxiddismutase-Aktivitat in PC12-Zellen fuhrt (Ochiai, T. et al., 2004). Huang
konnte aulRerdem in PC12-Zellen zeigen, dass der durch Serumentzug
hervorgerufene oxidative Stress Uber Adenosin-A;a-Rezeptoren vermittelt wird
(Huang, N. K., 2003). Betrachtet man nun all diese Untersuchungen, so spricht alles
daflir, dass Serumentzug in erster Linie zur Entstehung von oxidativem Stress fuhrt
und somit zu mitochondrialer Fehlfunktion und Apoptose. Interessanterweise zeigen
APPsw-PC12-Zellen im Vergleich zu APPwt- und Kontroll-PC12-Zellen unter
serumreduzierten Bedingungen eine starkere Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (Abb. 3.16, S. 94). Auffallig ist der Befund, dass APPwt-PC12-
Zellen im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen weniger empfindlich auf Serumentzug
reagieren. Das Wildtyp-APP scheint also vor zellularem Stress durch Serumentzug
zu schutzen. Der Befund, dass Wildtyp-APP die Mitochondrien vor Serumentzug
schitzt, stimmt mit den Apoptosedaten Uberein, denn auch hier findet man in APPwt-
PC12-Zellen im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen eine niedrigere Apoptoserate
(Leutz, S. et al., 2002).
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41.7. Fuhrt intra- und/oder extrazellulares AR zu mitochondrialer

Fehlfunktion?

Um genauere Erkenntnisse Uber extra- bzw. intrazellulare Effekte von AR auf die
mitochondriale Funktion zu erhalten, wurde die Rolle von sezerniertem AR auf die
mitochondriale Funktion Uberpruft. Hierzu wurde das Kulturmedium von
Kontrollzellen, APPwt- und APPsw-PC12-Zellen Uber den Zeitraum von 24 h
gesammelt und als Quelle fur extrazellulares AR verwendet. Die APPsw-PC12-Zellen
sezernieren ca. 100 pg/ml Medium AR4.4 (Bonert, A. et al., 2004). Nach 24-stundiger
Inkubation mit dem konditionierten Medium von APPwt- und APPsw-PC12-Zellen ist
im Gegensatz zur Stimulation mit extrazellularem AR noch kein Effekt auf das
mitochondriale Membranpotential oder die ATP-Spiegel erkennbar (Abb. 3.6, S. 79).
Erst nach 48-stundiger Inkubation mit konditionierten Medium von APPwt- und
APPsw-PC12-Zellen kommt es zu einer leichten Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (Medium von APPsw-PC12-Zellen um 18 %) und zu einer
leichten Reduktion der ATP-Spiegel (Medium von APPsw-PC12-Zellen um 25 %).
Interessanterweise ist die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials und der
ATP-Spiegel nach Inkubation mit Medium von APPsw-PC12-Zellen starker
ausgepragt als nach Inkubation mit Medium von APPwt-PC12-Zellen. Dieser Befund
ist erklarbar durch die Tatsache, dass APPsw-PC12-Zellen im Zeitraum von 48 h
mehr AR sezernieren als APPwt-PC12-Zellen. AR weist hier wiederum
dosisabhangige Effekte auf die mitochondriale Funktion auf. Auffallig ist allerdings,
dass die Effekte auf die ATP-Spiegel nach 48-stiundiger Inkubation mit
konditioniertem Medium wesentlich schwacher ausgepragt als durch die APPsw-
Transfektion. Die ATP-Abnahme durch Inkubation mit konditionierten Medium von
APPsw-PC12-Zellen betragt ca. 25 %, wohingegen die ATP-Abnahme in APPsw-
PC12-Zellen im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen ca. 38 % betragt. Da APPwt- und
APPsw-PC12-Zellen gleich hohe APP- Expressionslevel aufweisen (Eckert, A. et al.,
2001b), kann daher davon ausgegangen werden, dass die Effekte durch die APPsw-
Mutation auf die mitochondriale Funktion in erster Linie durch intrazellulare AR-
Effekte oder andere APP-Prozessierungsprodukte hervorgerufen werden und
weniger durch sezerniertes AR. Dies bestatigt wiederum die Hypothese, dass
intrazellulares AR toxische Effekte auf die Zellen ausubt (Kienlen-Campard, P. et al.,
2002).
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Um ausschlielen zu kdnnen, dass die mitochondriale Fehlfunktion und die erhdhte
NO-Produktion durch eine APP-Uberexprimierung hervorgerufen werden, wurde die
intrazellulare AR-Produktion mit Hilfe des y-Sekretasehemmstoffes DAPT gehemmt.
DAPT wurde hierzu ausgewahlt, weil es keine toxischen Effekte auf PC12- und HEK-
Zellen aufweist und weil es keinen Einfluss auf die APP-Expression hat (Dovey, H. F.
et al., 2001; Vandermeeren, M. et al., 2001; Lanz, T. A. et al., 2003). DAPT fuhrt
nach 48-stundiger Inkubation zu einer Reduktion der sezernierten AR-Spiegel
(Tabelle 2, S. 80) und der Gesamt-AR-Spiegel (Kienlen-Campard, P. et al., 2002).
Gleichzeitig fuhrt die Inkubation mit DAPT zu einem Abfall der NO-Spiegel, sowie zu
einer Stabilisation der ATP-Spiegel und des mitochondrialen Membranpotentials in
APPwt- und APPsw-PC12- sowie APPwt- und APPsw-HEK-Zellen (Abb. 3.7, S. 82;
Abb. 3.8, S 83). Bemerkenswert ist hierbei der Befund, dass sowohl die
Hyperpolarisation der APPsw-PC12-Zellen als auch die Depolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials der APPsw-HEK-Zellen nach DAPT-Inkubation
normalisiert werden kann. Da extrazellulares A in PC12-Zellen nur geringe Effekte
auf die NO-Spiegel, die ATP-Spiegel und auf das mitochondriale Membranpotential
ausubt, weisen diese Daten deutlich darauf hin, dass intrazellulare AR-
Anreicherungen mitochondriale Fehlfunktion und einen gestdrten NO-Stoffwechsel
hervorrufen. Die Regeneration der NO-Spiegel, ATP-Spiegel und des
mitochondrialen Membranpotentials nach Inkubation mit DAPT findet jedoch nicht
vollstandig statt, weshalb davon auszugehen ist, dass die mitochondriale
Fehlfunktion und der gestérte NO-Stoffwechsel auch noch durch andere Faktoren
hervorgerufen werden konnen. Beispielsweise kann das Vorhandensein von APP im
Mitochondrium zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe und somit zu mitochondrialer Fehlfunktion fiihren. In Ubereinstimmung mit
diesen Daten konnte in primaren kortikalen Rattenneuronen, die humanes APP
exprimieren, nach 5-tdgiger DAPT-Inkubation eine Steigerung der Uberlebensrate
festgestellt werden (Kienlen-Campard, P. et al.,, 2002). Es fand jedoch auch hier

keine komplette Regeneration statt.
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4.1.8. Zusammenfassung der Ergebnisse an den APP-transfizierten
PC12- und HEK-Zellen

Aus den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen lasst sich ableiten, dass
mitochondriale Fehlfunktion eine Schlusselrolle in der Pathogenese der AD spielt.
Folgendes Pathogenesemodell kann fur die AD aufgestellt werden: Die APPsw-
Mutation fuhrt in APPsw-PC12-Zellen zu AR-Spiegeln im pikomolaren Bereich. Die
erhdhten AR-Spiegel rufen entweder eine erhdhte nNOS- oder INOS-Expression oder
eine Aktivitatssteigerung der beiden Isoformen hervor (Abb. 4.5). Es kommt zur
erhohten NO-Produktion in APPsw-PC12-Zellen. NO ruft bekanntermallen eine
Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitdt hervor. Die APPsw-PC12-Zellen
weisen dementsprechend eine erniedrigte Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat auf.
NO kann aber auch mit dem Superoxidanionradikal, welches durch fehlerhaftes
Austreten aus der mitochondrialen Atmungskette gebildet wird, zu Peroxynitrit
reagieren. Peroxynitrit fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Atmungsketten-Komplexe
i, 1l und V, wie sie in APPsw-PC12-Zellen vorliegt. Die Hemmung der
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe fihrt zu einer verminderten ATP-
Produktion, weshalb APPsw-PC12-Zellen signifikant reduzierte ATP-Spiegel
aufweisen. Zusatzlich kann im Mitochondrium befindliches APP bzw. AR zu einer

direkten Schadigung der Mitochondrien fuhren.
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B-Amyloid § #= swFAD Mutation

Abb. 4.5: Hypothetische Sequenz von pathogenen Schritten, die durch die APPsw Mutation

hervorgerufen wird.

Unter basalen Verhaltnissen ruft die Reduktion der ATP-Spiegel jedoch noch keine
erhohte Apoptoserate hervor. Das heil’t die Zellen sind in der Lage, den gestorten
Energiehaushalt noch zu kompensieren. Genauso kdnnte man sich die Situation bei
Patienten mit sporadischer AD vorstellen. Zu Beginn der Erkrankung rufen die
niedrigen physiologischen AR-Spiegel zwar mitochondriale Fehlfunktion und eine
Hemmung der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe hervor, aber die Neuronen
sind in der Lage, durch eine gesteigerte Glykolyse das Energiedefizit noch zu
kompensieren. Es kommt also in der sehr frihen Phase der AD noch nicht zum
Absterben von Neuronen. Die Neuronen sind jedoch in dieser Phase durch die
mitochondriale Fehlfunktion schon sensibilisiert. Kommt nun ein sekundarer Insult
wie z. B. oxidativer Stress hinzu, so wird die mitochondriale Fehlfunktion verstarkt.
Die Neuronen kénnen nun diesen Defekt nicht mehr kompensieren und es kommt
zum apoptotischen Absterben von Neuronen. Dieses Szenario ist aufgrund der

Tatsache, dass das Altern den Hauptrisikofaktor fur AD darstellt und dass oxidative
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Schaden im Alter akkumulieren (Harman, D., 1972; Harman, D., 1992), durchaus
vorstellbar.

In HEK-Zellen fuhrt die APPsw-Mutation zu 20fach erhdhten AR-Spiegeln im
Vergleich zu APPsw-PC12-Zellen. Die APPsw-HEK-Zellen zeigen ebenfalls erhohte
NO-Spiegel und reduzierte ATP-Spiegel. Die Reduktion der ATP-Spiegel ist
allerdings starker ausgepragt als in den APPsw-PC12-Zellen. Zusatzlich zeigen
APPsw-HEK-Zellen ein signifikant erniedrigtes mitochondriales Membranpotential.
Die mitochondriale Dysfunktion ist dementsprechend durch die hoheren AR-Spiegel
wesentlich starker ausgepragt. Passend zu diesem Befund weisen APPsw-HEK-
Zellen auch basal eine erhdhte Apoptoserate auf. APPsw-HEK-Zellen stellen deshalb
eine sehr gutes Modell dar, um die Situation bei Patienten mit familiarer AD zu
untersuchen. Die familiare AD ist gekennzeichnet durch ein sehr frihes
Erkrankungsalter. Es kommt also bei diesen Patienten schon sehr frihzeitig zu
synaptischer Dysfunktion und massivem Neuronenverlust. Patienten mit familiarer
AD weisen genau wie die APPsw-HEK-Zellen pathophysiologisch erhdhte AR-
Spiegel im Gehirn auf. Die hohen AR-Spiegel rufen mitochondriale und zellulare
Fehlfunktion hervor, die zu synaptischer Dysfunktion und massivem Neuronenverlust
fuhren konnen. Auch hier scheinen erhdhte NO-Spiegel die mitochondriale Funktion
zu beeintrachtigen. Synapsen sind besonders reich an Mitochondrien und spielen
eine sehr wichtige Rolle bei der Regulierung der synaptischen Funktion. Es ware also
durchaus denkbar, dass die AR-induzierte mitochondriale Fehlfunktion bei Patienten
mit familidrer AD schon in einem sehr frihen Stadium zu synaptischer Dysfunktion
und zu massivem Neuronenverlust fihrt. Die Daten mit dem y-Sekretasehemmstoff
zeigen deutlich, dass der gestorte NO-Stoffwechsel und die mitochondriale
Fehlfunktion in beiden Zelllinien durch intrazellular gebildetes AR und nicht durch die

APP-Uberexpression hervorgerufen werden.

Die familiare und die sporadische Form der Alzheimer-Demenz minden also in eine
gemeinsame Endstrecke, die Anreicherung von intra- und extrazellularen AR-
Oligomeren (Abb. 4.6). Intra- und extrazellulare AR-Oligomere fuhren zu oxidativem
Stress und mitochondrialer Fehlfunktion, was zur Aktivierung der Zelltodkaskade und

letztendlich zur Degeneration von Synapsen und Neuronen fuhrt.
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Familiare Form der AD Sporadische Form der AD

Punktmutationen im APP oder Unklare Ursache, moglicherweise
den Presenilin 1 oder 2 Genen Fehler bei AR Metabolismus

|

stark erhohte Ap Produktion Langsam ansteigende AB-Spiegel

und erhohter oxidativer Stress im

\ Alter /

Anreicherung von intra- und extrazellularen Ap-Oligomeren

!

Oxidativer Stress und mitochondriale Fehlfunktion

|

Aktivierung der Zelltodkaskade

|

Degeneration der Synapsen/Neuronen, Akkumulation von A

Abb. 4.6: Hypothetische Pathogenese der Alzheimer-Demenz.
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4.2. Effekte von Ginkgo-biloba-Extrakt auf die mitochondriale

Funktion

4.2.1. EGb 761 schiitzt die Mitochondrien vor Schadigung durch

oxidativen und nitrosativen Stress

Wie unter 4.1. bereits gezeigt, stellt mitochondriale Fehlfunktion ein sehr frihes und
wichtiges Ereignis in der Pathogenese der AD dar. Aus diesem Grund ist es sehr
wichtig, Arzneistoffe zu finden, die den Energiehaushalt der Mitochondrien
stabilisieren und somit die Neuronen vor apoptotischem Zelltod schutzen konnen.
EGb 761 ist in der Lage, das mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel
nach oxidativem und nitrosativem Stress zu stabilisieren (Abb. 3.18, S. 99;
Abb. 3.21, S. 102). Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Fragestellung, ob EGb
761 seine protektiven Effekte Uber Radikalfanger-Eigenschaften oder durch eine
direkte Beeinflussung der mitochondrialen Funktion hervorruft. Die in dieser Arbeit
untersuchten Inkubationsschemata konnen hierbei wichtige Aufklarungsarbeit leisten.
Bei Erstinkubation mit EGb 761 und anschlieBender H,Oz-Inkubation kommen in
erster Linie die Radikalfanger-Eigenschaften von EGb 761 zum Tragen, denn das
zugegebene H;O, kann direkt durch die Bestandteile von EGb 761 abgefangen
werden. Es besteht hierbei die Moglichkeit, dass ein Teil des protektiven Effektes von
EGb 761 auf die Mitochondrien Uber seine Radikalfanger-Eigenschaften bedingt ist.
Die Radikalfanger-Eigenschaften von EGb 761 wurden schon in vielen Studien
untersucht (Schindowski, K. et al., 2001; Smith, J. V. and Luo, Y., 2003). Ob nun die
Flavonoidfraktion oder die Terpenoidfraktion flur die antioxidativen Effekte
verantwortlich ist, missen noch weitere Untersuchungen zeigen. In zellfreien
Systemen konnte gezeigt werden, dass Flavonoide Sauerstoffradikale abfangen
kénnen (Robak, J. and Gryglewski, R. J., 1988). Man geht hierbei davon aus, dass
die Polyphenolstruktur flr die Radikalfanger-Eigenschaften der Flavonoide
verantwortlich ist (Saija, A. et al., 1995). Zudem konnten fur Bilobalid und die
Ginkgolide B, C und J auch in zellfreien Systemen Radikalfanger-Eigenschaften
gezeigt werden (Scholtyssek, H. et al.,, 1997). Die Datenlage bei diesen
Komponenten ist allerdings kontrovers, denn eine andere Studie konnte keine
antioxidativen Eigenschaften bei diesen Komponenten zeigen (Pietri, S. et al., 1997).

In zellularen Systemen konnten die antioxidativen Eigenschaften von EGb 761 auf
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die Flavonoidfraktion (Oyama, Y. et al., 1994; Smith, J. V. and Luo, Y., 2003) und auf
die Bilobalide (Zhou, L. J. and Zhu, X. Z., 2000) bezogen werden. Besonders die
Flavonoide Kampferol und Quercetin wiesen hierbei antioxidative Effekte auf (Smith,
J. V. and Luo, Y., 2003). Daruber hinaus gibt es Daten, dass EGb 761 die
Proteinspiegel und die Aktivitdt von antioxidativen Enzymen, wie z.B. der
Superoxiddismutase und der Katalase, im Hippocampus von Ratten (Bridi, R. et al.,
2001) und der Glutathionreduktase in der Leber von Mausen erhoht (Sasaki, K. et al.,
2002). Die Erhéhung der antioxidativen Enzyme durch EGb 761 tragt zusatzlich zur
Reduktion des oxidativen Stresses durch EGb 761 bei. Zusatzlich ist bekannt, dass
H.O, zur Oxidation von Proteinen und Lipiden fuhrt (Brennan, J. P. et al., 2004). Fir
EGb 761 konnte gezeigt werden, dass es die Proteinoxidation und Lipidperoxidation
in PC12-Zellen nach HOz-Inkubation vermindert (Horakova, L. et al., 2003).
EGb 761 scheint also zusatzlich Uber eine Verminderung der Proteinoxidation und
Lipidperoxidation die Mitochondrien vor oxidativem Stress zu schitzen.

Antioxidative Eigenschaften scheinen dementsprechend entscheidend zu der
Wirkweise von EGb 761 beizutragen.

Das zweite Inkubationsschema von EGb 761 zielt eher darauf ab, die mitochondriale
Funktion nach oxidativem Stress zu verbessern. Hierbei wurde H,O; fur 6 h inkubiert
und 30 min nach Insult EGb 761 hinzugeflgt. EGb 761 wirkt auch in diesem Setting
stabilisierend auf die mitochondriale Funktion. Da H;O, schnell in die Zellen
aufgenommen wird, kann man davon ausgehen, dass nach 30 min schon die
schadigenden Effekte von H,O, in Gang gesetzt wurden, dass also die protektiven
Effekte von EGb 761 nicht auf Radikalfanger-Eigenschaften zurtckzufihren sind,
sondern auf eine Stabilisation der mitochondrialen Funktion. EGb 761 scheint also
die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe direkt vor dem Angriff von H,O, zu
schitzen. H,O, fuhrt Uber eine Hemmung der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase zu
einer Reduktion der NADH-Spiegel und somit zu einer Hemmung der NADH-
Dehydrogenase-Aktivitat (Chinopoulos, C. et al., 1999). Es ware also moglich, dass
EGb 761 die NADH-Spiegel stabilisiert und somit die Aktivitdt der NADH-
Dehydrogenase aufrecht erhalt.

EGb 761 ist darUber hinaus in der Lage, die Mitochondrien von PC12-Zellen vor der
Schadigung durch nitrosativen Stress zu schitzen (Abb. 3.18, S. 99). Hierbei weist
EGb 761 zum einen protektive Effekte auf das mitochondriale Membranpotential und

die ATP-Spiegel auf, wenn es 30 min nach Insult zum Medium hinzugefugt wird
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(Abb. 3.18, S. 99). Zum anderen zeigen sich protektive Effekte, wenn das Medium
nach Stimulation mit SNP ausgetauscht und anschlieRend EGb 761 zugesetzt wird
(Abb. 3.20, S. 100). EGb 761 scheint also die mitochondrialen Atmungsketten-
Komplexe vor nitrosativem Stress zu schutzen und zum anderen die
Regenerationsfahigkeit der Zellen nach nitrosativem Stress zu verbessern. Da NO zu
einer Hemmung der Cytochrom-C-Oxidase fuhrt, ware es durchaus vorstellbar, dass
EGb 761 die Funktion dieses Komplexes stabilisiert. Eine Reduktion der NO-Toxizitat
durch EGb 761 konnte auch in hippocampalen Rattenneuronen gefunden werden
(Bastianetto, S. et al.,, 2000b). Auch in dieser Studie konnte EGb 761 die
Regenerationsfahigkeit nach NO-Stress verbessern. Die selbe Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass NO zu einer erhdhten Proteinkinase-C-Aktivitat fihrt. Somit konnte eine
Verminderung dieser Proteinkinase-C-Aktivitdt am protektiven Effekt von EGb 761
beteiligt sein. Aullerdem konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass die
Flavonoidfraktion am meisten zu dem protektiven Effekt von EGb 761 beitragt
(Bastianetto, S. et al., 2000b). Zusatzlich fUhrte jedoch auch Bilobalid zu einer
Reduktion der Neurotoxizitat von NO in PC12-Zellen (Song, W. et al., 2000). In der
gleichen Studie erhohte Bilobalid die Aktivitaten der Superoxiddismutase und der
Katalase, weshalb die Autoren davon ausgehen, dass die Erhdhung der
antioxidativen Enzyme ebenfalls zum protektiven Effekt von Bilobalid bei nitrosativem
Stress beitragt. Die Ginkgolide A und B scheinen ebenfalls einen Einfluss auf den
NO-Stoffwechsel zu haben. Sie hemmen die NO-Produktion in Lipopolysaccharid-
stimulierter Mikroglia (Du, Z. Y. and Li, X. Y., 1998). Dementsprechend scheinen
Bilobalid und die Ginkgolide A und B an der Reduktion der Neurotoxizitat von NO
beteiligt zu sein. In Ubereinstimmung mit diesen Angaben aus der Literatur wiesen
Bilobalid und die Ginkgolide A, B, C und J auch in PC12-Zellen, die Uber 24 h
nitrosativem Stress ausgesetzt waren, protektive Effekte auf das mitochondriale
Membranpotential auf (Daten von Susanne Hauptmann). Die einzelnen
Komponenten von EGb 761 scheinen also additiv am protektiven Gesamteffekt von
EGb 761 auf die Mitochondrien beteiligt zu sein. Im Hinblick auf die Wichtigkeit der
NO-Neurotoxizitat bei AD, scheint die Stabilisation der mitochondrialen Funktion von
EGb 761 nach nitrosativem Stress einen entscheidenden Beitrag zur Wirksamkeit
von EGb 761 bei AD zu leisten.
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4.2.2. EGb 761 schiitzt vor Serumentzug

Viele Studien weisen daraufhin, dass EGb 761 und seine Bestandteile
antiapoptotische Effekte nach Serumentzug aufweisen (Ahlemeyer, B. et al., 1999;
Ahlemeyer, B. and Krieglstein, J., 2003b). In der hier vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass EGb 761 nach 24-stundigem Serumentzug ebenfalls protektive
Effekte auf das mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel aufweist
(Abb. 3.22, S. 104). Besonders ausgepragt sind hierbei die Effekte auf die ATP-
Spiegel. Passend zu diesem Befund waren EGb 761 und Bilobalid auch in der Lage,
den Hypoxie-bedingten ATP-Abfall in endothelialen Zellen signifikant zu reduzieren
(Janssens, D. et al., 1995). Bilobalid fuhrte hierbei zu einer Protektion von 36 % und
trug somit mafdgeblich zum protektiven Effekt von EGb 761 (44 %) bei. Ginkgo-
biloba-Extrakt scheint dementsprechend in der Lage zu sein, die Mitochondrien nach
Serumentzug zu schitzen und somit das Energiedefizit nach Serumentzug
auszugleichen. Zheng et al. konnten zusatzlich zeigen, dass Bilobalid die mRNA-
und die Protein-Level von glial-derived neurotrophic factor und vascular endothelial
growth factor in kortikalen Astrozyten der Ratte erhoht (Zheng, S. X. et al., 2000).
Daraus lasst sich schlieBen, dass EGb 761 in der Lage ist, den Verlust an
Wachstumsfaktoren nach Serumentzug auszugleichen. Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Serumentzug zur Bildung von freien Sauerstoffradikalen flhrt.
Zum protektiven Effekt von EGb 761 bei Serumentzug kdnnten also zusatzlich auch
die Radikalfanger-Eigenschaften von EGb 761 beitragen. Die protektiven Effekte von
EGb 761 bei Serumentzug scheinen also durch drei Faktoren hervorgerufen zu
werden: 1) Stabilisierung der mitochondrialen Funktion, 2) Erhéhung der

Proteinexpression von Wachstumsfaktoren, 3) Radikalfanger-Eigenschaften.

4.2.3. Protektive Effekte von EGb 761 auf die mitochondrialen

Atmungsketten-Komplexe

EGb 761 ist in der Lage, die mitochondriale Funktion nach oxidativem Stress, nach
nitrosativem Stress und nach Serumentzug zu stabilisieren. Uber welche
Mechanismen werden nun diese protektiven Effekte an Mitochondrien
hervorgerufen? An isolierten Mitochondrien konnte bereits gezeigt werden, dass

Ratten, die mit Bilobalid gefuttert wurden, eine erhdhte Respiratory Control Ratio
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(RCR) und eine erniedrigte Stadium-4-Atmung aufwiesen (Janssens, D. et al., 1999).
Stadium 4 der Atmung beschreibt den Protonenverlust Uber der inneren
mitochondrialen Membran und ist gleichzeitig ein Marker fur die Bildung von ROS.
Eine Reduktion der Stadium-4-Atmung geht deshalb einher mit einer verminderten
Bildung von ROS. Darlber hinaus war Bilobalid in der Lage, die Komplexe | und IlI
der mitochondrialen Atmungskette vor dem Angriff von Komplexinhibitoren zu
schitzen und gleichzeitig die Komplex-I-Aktivitat zu erhéhen (Janssens, D. et al.,
1999). Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von EGb 761 auf die
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe in PC12-Zellen untersucht. EGb 761 ist in
der Lage, alle Atmungsketten-Komplexe vor dem Angriff von Komplexinhibitoren zu
schitzen (Abb. 3.23, S. 106). Die Komplexe Il, IV und V konnten von EGb 761 in
einer Konzentration von 10 pg/ml und die Komplexe | und Il ab einer Konzentration
von 100 pyg/ml geschitzt werden. Es gibt Hinweise, dass EGb 761 und Bilobalid zu
einem Anstieg der mMRNA-Spiegel der Untereinheit 1 der NADH-Dehydrogenase und
zusatzlich zu einem Anstieg der mRNA-Spiegel der Untereinheit Il der Cytochrom-C-
Oxidase fuhrt. Der Schutz der Atmungsketten-Komplexe | und IV koénnte deshalb
uber diesen Mechanismus erklart werden (Chandrasekaran, K. et al., 1998; Tendi, E.
A. et al., 2002). Ginkgo-biloba kann dementsprechend die Expression von Genen,
die fur Untereinheiten der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe kodieren,
erhohen und somit die Funktion der mitochondrialen Atmungskette verbessern.
Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Frage, ob EGb 761 die Anzahl an mtDNA-
Kopien, die Transkriptionsrate oder die Stabilitat der mRNA erhoht. Fur den NADH-
Dehydrogenase-Komplex liegen schon Daten vor. EGb 761 und Bilobalid erhéhen in
PC12-Zellen die mRNA-Transkription, indem sie die Expression und die Bindung der
Transkriptionsfaktoren am Promotor der Gene erhdhen, die fir die mitochondriale
Transkription verantwortlich sind (Tendi, E. A. et al., 2002).

Welche Eigenschaften von EGb 761 kdnnen nun noch zusatzlich zur Stabilisation der
mitochondrialen Funktion beitragen? Es gibt Hinweise, dass EGb 761 die
Glutathionspiegel in Mitochondrien von alten Ratten stabilisiert (Sastre, J. et al.,
1998a). In retinalen Gliazellen fuhrte EGb 761 in vitro zu einer Steigerung der
Glutathionsynthese (Rimbach, G. et al., 2001). Zusatzlich steigert EGb 761 die
Transkription von y-Glutamyl-cysteinyl-Synthetase, dem bei der Glutathionsynthese
entscheidenden Enzym (Gohil, K. et al., 2001). Diese Befunde sind besonders

wichtig, denn mitochondriales Glutathion tragt entscheidend zum Schutz der mtDNA

158



4. DISKUSSION

vor oxidativem Stress bei. Die Stabilisation des mitochondrialen Glutathiongehaltes
unterstitzt ebenfalls den protektiven Effekt von EGb 761 auf die mitochondriale
Funktion. Besonders im Alter kommt es zu mitochondrialen Schaden durch erhdhten
oxidativen Stress (Miquel, J. et al., 1980). Glutathionoxidation gilt haufig als Marker
fur oxidative Schaden an mitochondrialen Lipiden und Proteinen. Interessanterweise
ist EGb 761 in der Lage, die Glutathionoxidation in Leber-Mitochondrien von alten
Mausen signifikant zu erniedrigen und gleichzeitig oxidative Schaden von
mitochondrialer DNA im Gehirn und in der Leber zu vermindern (Sastre, J. et al.,
2002b). EGb 761 scheint also nicht nur den Glutathiongehalt zu stabilisieren,
sondern gleichzeitig auch die Oxidation von Glutathion zu vermeiden. Zusatzlich
verhindert EGb 761 die altersabhangigen Veranderungen der mitochondrialen
Morphologie und der Grée der Gehirn- und Leber-Mitochondrien (Sastre, J. et al.,
1998b). Die Stabilisation der mitochondrialen Morphologie hat auch Auswirkungen
auf die mitochondriale Funktion, denn EGb 761 reduziert die Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials in Leber- und Gehirn-Mitochondrien von alten
Ratten (Sastre, J. et al., 1998b). Diese Stabilisation des mitochondrialen
Membranpotentials an isolierten Mitochondrien stimmt mit den Mitochondrien-
stabilisierenden Effekten von EGb 761 an PC12-Zellen uberein. Zusatzlich moduliert
EGb 761 bei chronischer Gabe in Vitamin-E-defizienten Ratten die synaptische und
mitochondriale Plastizitat (Bertoni-Freddari, C. et al., 2002), was besonders
interessant in dem Zusammenhang ist, dass synaptische Dysfunktion ein sehr friihes
Ereignis bei AD darstellt. EGb 761 weist, wie eben gezeigt, zahlreiche Effekte auf die
Mitochondrien auf. Die Stabilisation der mitochondrialen Funktion durch EGb 761
scheint dementsprechend durch die Addition von mehreren Einzeleffekten

hervorgerufen zu werden.

4.2.4. Effekte von EGb 761 auf die Tributyltintoxizitat

EGb 761 weist auch protektive Effekte aufs mitochondriale Membranpotential nach
Stimulation mit Tributyltin auf (Abb. 3.24, S. 108). Tributyltin hemmt den Komplex V
der Atmungskette (Powers, M. F. and Beavis, A. D., 1991) und fuhrt zu einem Abfall
des mitochondrialen Membranpotentials (Gogvadze, V. et al., 2002). Zusatzlich fuhrt
Triethyltin, eine dem Tributyltin verwandte Substanz, zu einer Hemmung der

ATPasen Aktivitat (Wassenaar, J. S. and Kroon, A. M., 1973), zu einem verminderten
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Blutfluss (Legrain, Y. and MacKenzie, E. T., 1981), zu einer Reduktion der ATP-
Bildung (Cremer, J. E., 1970) und zu einer Permeabilisationsstérung von Membranen
(Torack, R. et al., 1970). EGb 761 ist in der Lage, die durch Triethyltin
hervorgerufene Toxizitdt zu vermindern, aus diesem Grund kann man davon
ausgehen, dass EGb 761 genau diese toxischen Effekte von Triethyltin antagonisiert
(Otani, M. et al, 1986). Fur den protektiven Effekt von EGb 761 auf die
Mitochondrien scheint in erster Linie die Stabilisierung der ATP-Spiegel und somit
eine Reduktion des Energiedefizits, u.U. durch eine gesteigerte ATP-Synthase-
Aktivitat, verantwortlich zu sein (Otani, M. et al., 1986). Passend zu diesen
Vermutungen konnte Hoyer zeigen, dass EGb 761 den Glukose- und
Energiehaushalt im zerebralen Kortex von Ratten verbessert (Hoyer, S., 2003).
AuRerdem weisen Daten daraufhin, dass Tributyltin einen Chlorid/Hydroxid-
Antiporter-Transport an der inneren Mitochondrienmembran vermittelt (Selwyn, M. J.
et al., 1970). Die Stabilisation der mitochondrialen Funktion durch EGb 761 konnte
auch darin begrindet liegen, dass EGb 761 diesen Chloridtransport von Tributyltin
verhindert. Passend zu diesen Vermutungen Uber eine Beeinflussung des
Chloridtransports durch EGb 761, konnten Klein et al. zeigen, dass Bilobalid den
NMDA-induzierten Einstrom von Chloridionen Uber ligandgesteuerte Chloridkanale in
synaptosomalen hippocampalen Ratten-membranen hemmt (Klein, J. et al., 2003).
Zusatzlich fuhren die Ginkgolide A, B, C und J zu einer Blockade von Glycin-
aktivierten Chloridkanalen in hippocampalen Neuronen der Ratte (Chatterjee, S. S. et
al.,, 2003). EGb 761 und seine Bestandteile scheinen also sowohl den
Chlorideinstrom an der Plasmamembran, als auch an der inneren mitochondrialen
Membran zu hemmen und Uber diesen Mechanismus protektive Effekte auszutben.
Des Weiteren fuhrt Tributyltin zur Modifikation von Thiolgruppen im Adenin-
Nukleotid-Translokator (ANT) (Nishikimi, A. et al., 2001). Dadurch kommt es zur
Vernetzung von zwei ANT-Monomeren am Cystein-56. Es ware also moglich, dass
EGb 761 und seine Bestandteile ANT-Thiolgruppen vor dem Angriff von Tributyltin
schitzen und somit die Offnung der mitochondrialen Pore und die Freisetzung von
Cytochrom-C verhindern. Dieser Effekt konnte ebenfalls zum Schutz der
Mitochondrien beitragen. Zusammenfassend scheinen fur die Stabilisation der
mitochondrialen Funktion nach Tributyltingabe mehrere Effekte von EGb 761
verantwortlich zu sein: 1) eine Erhdhung der ATP-Synthase-Aktivitat, 2) eine

Hemmung des Chloridtransports und 3) ein Schutz der Thiolgruppen im ANT.

160



4. DISKUSSION

4.2.5. EGb 761 reduziert die Caspase-9-Aktivitat nach nitrosativem

Stress

Darlberhinaus weist EGb 761 protektive Effekte auf die Caspase-9-Aktivitat auf. Ab
einer Konzentration von 0.01 mg/ml reduziert EGb 761 die Caspase-9-Aktivitat nach
nitrosativem Stress (Abb. 3.27, S. 112). Erganzend hierzu weisen viele Daten
daraufhin, dass EGb 761 in den Apoptoseprozess eingreift. So konnten Zhou et al.
zeigen, dass Bilobalid in der Lage ist, die ROS-induzierte Erhdhung der Bax-
Expression, die Caspase-3-Aktivierung und die Anzahl an apoptotischen Zellen nach
oxidativem Stress in PC12-Zellen zu verringern (Zhou, L. J. and Zhu, X. Z., 2000). In
kultivierten Kukenneuronen reduzierten Ginkgolid B und Bilobalid die Anzahl an
apoptotischen Neuronen nach Staurosporin-Inkubation. In kortikalen
Neuronenkulturen fanden Massieu et al. ebenfalls nach Vorinkubation mit EGb 761
weniger kondensierte Zellkerne und eine verringerte Caspase-3-Aktivitat nach
Staurosporin-Inkubation (Massieu, L. et al., 2004). Die Autoren gehen jedoch davon
aus, dass EGb 761 keinen direkten Effekt auf Caspase 3 ausubt, sondern dass EGb
761 entweder Uber antioxidative Effekte oder Uber eine Stabilisierung der
mitochondrialen Funktion die Caspase-3-Aktivitat verringert (Zhou, L. J. and Zhu, X.
Z., 2000). Es ist deshalb davon auszugehen, dass EGb 761 die Caspase-9-Aktivitat
auch nicht auf direktem Weg verringert, sondern Uber eine Stabilisierung des
mitochondrialen Membranpotentials und eine reduzierte Cytochrom-C- oder Smac-
Freisetzung. Smith et al. konnten in ausdifferenzierten PC12-Zellen zeigen, dass
EGb 761 die Cytochrom-C-Freisetzung nach Staurosporinbehandlung und nach
Serumentzug signifikant vermindert (Smith, J. V. et al., 2002). Zusatzlich fanden sie
eine erhohte Bcl-2-Expression und eine verminderte Caspase-12-Expression. Die
vermehrte Expression von Bcl-2 kdnnte ebenfalls zum Mitochondrien-stabilisierenden
Effekt von EGb 761 beitragen, da Bcl-2 die Freisetzung von mitochondrialen
Proteinen wie Cytochrom-C oder Smac vermindert. Eine Reduktion der Caspase-12-
Expression tragt ebenfalls zum antiapoptotischen Effekt von EGb 761 bei, da der
Uber das endoplasmatische Retikulum vermittelte Apoptoseweg reduziert wird.

EGb 761 wirkt dementsprechend Uber seine antioxidativen Effekte hinaus

regulierend auf die zellulare Apoptosekaskade.
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4.2.6. Protektive Effekte von EGb 761 auf die AR-Toxizitat

Interessanterweise zeigt EGb 761 auch protektive Effekte in APP-transfizierten
PC12-Zellen, die chronisch AR-Spiegeln im pikomolaren Bereich ausgesetzt sind.
EGb 761 stabilisiert hierbei das mitochondriale Membranpotential und die ATP-
Spiegel nach nitrosativem Stress (Abb. 3.25, S. 109) und schitzt zusatzlich die
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe I, IV und V (Abb. 3.26, S. 110). APPsw-
PC12-Zellen sind durch die erhdhten AR-Spiegel schon sensibilisiert, das heil3t, sie
reagieren im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen auf nitrosativen Stress mit einer
starkeren Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. Besonders wichtig ist
deshalb der Befund, dass EGb 761 auch hier in der Lage ist, die mitochondriale
Funktion zu stabilisieren. Viele Daten nach extrazellularer AR-Inkubation weisen
daraufhin, dass EGb 761 hippocampale Neurone vor AR-Neurotoxizitat schuitzt
(Bastianetto, S. et al., 2000a; Bastianetto, S. and Quirion, R., 2002). Dabei wurde der
Zelltod durch EGb 761 vermindert, die MTT-Reduktion verbessert und die Bildung
von ROS vermindert. EGb 761 scheint also zum einen durch antioxidative Effekte
und zum anderen durch direkte Effekte auf das AR-Peptid die Toxizitat von AR zu
reduzieren . Yao et al. konnten zeigen, dass EGb 761 die Bildung von AR-
Oligomeren, in erster Linie von Dimeren und Tetrameren, in PC12-Zellen
dosisabhangig vermindert (Yao, Z. et al., 2001). Aufgrund der Tatsache, dass man
heute davon ausgeht, dass AR-Oligomere neurotoxische Eigenschaften aufweisen
(Lambert, M. P. et al., 1998), ware dieser Befund ein Erklarungsansatz fur die
protektiven Eigenschaften von EGb 761 auf die ARR-Neurotoxizitat. Zusatzlich flhrte
die Behandlung von Neuroblastoma-Zellen mit AR und EGb 761 zu einer reduzierten
AR-Fibrillenbildung (Luo, Y. et al., 2002). In stabil transfizierten Neuroblastoma-
Zellen, die die schwedische Doppelmutation und eine Prasenlin-Mutation (Deletion
von Exon 9) tragen, fuhrte EGb 761 ebenfalls zu einer verminderten AR-
Fibrillenbildung und zur verminderten Caspase-3-Aktivitat in diesen Zellen (Luo, Y. et
al., 2002). Dies spricht dafur, dass auch die Reduktion der Fibrillenbildung zu den
neuroprotektiven Eigenschaften von EGb 761 beitragt. In einer kurzlich
veroffentlichten Studie konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass EGb 761 in
hippocampalen Schnitten die Freisetzung des neuroprotektiven sAPPa erhdht
(Colciaghi, F. et al., 2004). Die a-Sekretase-Expression wurde in dieser Studie von

EGb 761 nicht beeinflusst. Die a-Sekretase-Aktivitat war jedoch in Ratten, die Uber
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5 Tage mit EGb 761 geflttert wurden, im Vergleich zu Kontrollratten um 85 % erhoht
(Colciaghi, F. et al., 2004). EGb 761 scheint also die Spaltung von APP Uber den
nicht-amyloidogenen Weg zu forcieren und somit die AR-Neurotoxizitat zu
reduzieren. Eine andere Studie konnte zeigen, dass EGb 761 in der Lage ist, den
Gedachtnisverlust von Ratten, die intrazerebroventrikular mit ARq.49 behandelt
wurden, signifikant zu vermindern (Tang, F. et al., 2002). EGb 761 kann also den AR-
bedingten Gedachtnisverlust reduzieren. Interessanterweise konnte EGb 761 auch in
APP-transgenen Mausen das altersbedingte Gedachtnisdefizit reduzieren, ohne
jedoch die I6slichen AR-Spiegel oder die AR-Plaque-Dichte zu beinflussen
(Stackman, R. W. et al., 2003).

4.2.7. Zusammenfassung EGb 761

Ginkgo-biloba-Extrakt EGb 761 wird heute eingesetzt bei demenziellen Syndromen
(im Rahmen eines therapeutischen Gesamtkonzeptes), bei peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (Stadium Il nach Fontaine), bei Vertigo und bei Tinnitus
vaskularer und involutiver Genese. Klinische Studien konnten den Nutzen von EGb
761 fur ZNS-Storungen belegen und zusatzlich vasoregulatorische, antioxidative,
antiischamische, antiddematose, antiapoptotische und neuroprotektive Effekte als
mdgliche Wirkmechanismen zeigen. Die einzelnen Bestandteile von EGb 761, wie
Flavonoide, Bilobalid und Ginkgolide, scheinen hierbei additive Effekte auszutiben.
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten weisen stark daraufhin, dass die
neuroprotektiven und die antiapoptotischen Effekte von EGb 761 durch antioxidative
und Mitochondrien-stabilisierende Effekte hervorgerufen werden. Man kann drei
verschiedene Komponenten der mitochondrialen Protektion unterscheiden: 1)
Radikalfanger-Eigenschaften (vor allem durch Flavonoide), 2) Stabilisation der
mitochondrialen Funktion (vor allem durch Bilobalid, aber auch durch Ginkgolide) und
3) Modulation von Chloridkanalen (durch Bilobalid und Ginkgolide) (Abb. 4.7).
Betrachtet man nun die Wirkweise von EGb 761, so fallt auf, dass die meisten
Effekte von EGb 761 in Situationen, die mit einem Energiedefizit und somit mit
mitochondrialer Dysfunktion einhergehen, hervorgerufen werden. Synaptische
Dysfunktion stellt ein sehr frihes Ereignis in der Pathogenese der AD dar und wird
haufig in Verbindung gebracht mit mitochondrialer Fehlfunktion. Aufgrund der

Mitochondrien-stabilisierenden Eigenschaften von EGb 761 scheint dieses dazu
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geeignet zu sein synaptischer Dysfunktion vorzubeugen. EGb 761 ist somit ein
geeignetes Medikament sowohl zur Pravention, als auch zur Therapie der AD, weil
es in der Lage ist, in den Krankheitsprozess der AD einzugreifen. Die einfache
Handhabbarkeit, der geringe Kostenaufwand und die wenigen Nebenwirkungen

machen EGb 761 zu einer wichtigen Therapieoption bei AD.

Ginkgo biloba Oxidativer Stress,

\/ Nitrosativer Stress
\ Serumentzug
Bax U AR-Toxizitat

Bol-2 1 » O

Schutz der Atmungs-
kettenkomplexe

Smac

v

Abb. 4.7: Wichtige Angriffspunkte von Ginkgo-biloba-Extrakt am Mitochondrium und in der
apoptotischen Zelltodkaskade.

Basierend auf den Daten dieser Arbeit und auf Literaturdaten Iasst sich folgender Wirkmechanismus
entwickeln: Ginkgo-biloba-Extrakt ist in der Lage, das mitochondriale Membranpotential und die ATP-
Spiegel nach oxidativem und nitrosativem Stress sowie nach Serumentzug zu stabilisieren und die
Mitochondrien vor AR-Toxizitdt zu schitzen. Es flhrt zu einer Protektion der Atmungsketten-
Komplexe, zu einer Hochregulation des antiapoptotischen Bcl-2 und zusatzlich zu einer
Herabregulation des proapoptotischen Bax. Die den Mitochondrien nachgeschalteten Apoptosemarker
wie Cytochrom-C-Freisetzung, Caspase-9- und Caspase-3-Aktivitat und letztendlich apoptotischer
Zelltod werden durch Ginkgo-biloba-Extrakt ebenfalls reduziert.
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4.3 Effekte von Piracetam auf die mitochondriale Funktion

4.31. Piracetam schitzt die Mitochondrien vor oxidativem und

nitrosativem Stress

Piracetam zeigt ebenso wie EGb 761 protektive Effekte auf die mitochondriale
Funktion. Es ist in der Lage, nach Stimulation mit oxidativem oder nitrosativem
Stress das mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel zu stabilisieren
(Abb. 3.28, S. 115; Abb. 3.31, S. 120). Uber welche Mechanismen werden diese
Effekte von Piracetam hervorgerufen? Piracetam weist in vitro in therapeutischen
Konzentrationen keine antioxidativen Effekte auf (Horvath, B. et al., 2002). Passend
zu dieser Studie konnte Sebastian Schaffer im Guajacol-Assay und im
Oxyhamoglobin-Assay zeigen, dass Piracetam in Konzentrationen bis zu 5 mM keine
antioxidativen Effekte aufweist. Eine Studie von Bentue-Ferrer et al., bei der Ratten
mit Piracetam in einer Konzentration von 200 und 400 mg/kg Korpergewicht gefittert
wurden, zeigte ebenfalls keine Radikalfanger-Eigenschaften von Piracetam (Bentue-
Ferrer, D. et al., 1989). Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass bei
Piracetamvorinkubation und anschliellender H,O,-Inkubation der Mitochondrien-
stabilisierende Effekt nicht durch ein Abfangen von ROS hervorgerufen wird.
Piracetam scheint dementsprechend die mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe
direkt zu schutzen und somit die mitochondriale Funktion zu stabilisieren.
Interessanterweise konnte Susanne Hauptmann zeigen, dass Piracetam in der Lage,
die Folgen des oxidativen Stresses, die Hochregulation der antioxidativen Enzyme
Superoxiddismutase, Glutathionreduktase und Glutathionperoxidase bei alten
Mausen zu normalisieren. Piracetam scheint demnach Uber eine Verbesserung der
mitochondrialen Funktion den oxidativen Stress in der Zelle zu vermindern.

Welche Eigenschaften von Piracetam kénnten nun dazu flihren, dass Piracetam die
Mitochondrien vor der Schadigung durch oxidativen und nitrosativen Stress schutzt?
Viele Daten weisen darauf hin, dass Piracetam direkt mit Membranen interagiert
(Fassoulaki, A. et al., 1985). In einer Studie konnte mit Hilfe einer *'P-NMR-Methode
gezeigt werden, dass Piracetam mit synthetischen Phospholipid-Doppelschichten
spezifisch interagiert. Es bindet insbesondere an Phosphatkopfgruppen und
verursacht eine Neuorganisation der Lipidmolekule und die Bildung von Piracetam-

Phospolipidkomplexen (Peuvot, J. et al., 1995).
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Abb. 4.8: Piracetam (1) bindet an polare Kopfgruppen (2) von Phospholipid-Doppelschichten
(3)-

Wahrend diese Interaktion in jungen Mausen die Membranfluiditat nur geringflgig
beeinflusst, flhrt sie jedoch in alten Mausen zu einer signifikanten Verbesserung der
erniedrigten Membranfluiditat (Muller, W. E. et al., 1997b; Muller, W. E. et al., 1999a),
was auch Auswirkungen auf Rezeptorenebene hat. Piracetam erhoht zusatzlich in
alten Tieren die Dichte der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren (Cohen, S. A. and
Muller, W. E., 1993) und der NMDA-Rezeptoren (Pilch, H. and Muller, W. E., 1988;
Scheuer, K. et al., 1999b) und fuhrt gleichzeitig zu einer Verbesserung der kognitiven
Fahigkeiten (Scheuer, K. et al., 1999a).

Besonders interessant ist auch der Befund, dass Piracetam die Membranfluiditat von
mitochondrialen Membranen verbessert (Muller, W. E. et al., 1999a). Piracetam
scheint somit auch Uber eine Stabilisierung der mitochondrialen Membran die
Mitochondrien vor oxidativem und nitrosativem Stress zu schitzen. Gabryel et al.
konnten ebenfalls einen stabilisierenden Effekt von Piracetam auf die mitochondriale
Funktion zeigen (Gabryel, B. et al., 2002). In dieser Studie wurden Rattenastrozyten
Hypoxie ausgesetzt. Hypoxie ruft in Astrozyten einen Abfall der MTT-Reduktion,
einen Abfall der ATP-Spiegel und eine erhdhte Apoptoserate hervor. Piracetam war
in dieser Studie in der Lage, die MTT-Reduktion nach Hypoxie zu verbessern, den
Abfall der ATP-Spiegel zu reduzieren (Gabryel, B. et al., 1999) und die Apoptoserate
zu verringern (Gabryel, B. et al., 2002). Interessanterweise erhdhte Piracetam auch

im Kortex von Ratten nach Hypoglykamie die ATP-Spiegel (Benzi, G. et al., 1985).

166



4. DISKUSSION

Passend zu diesen Daten konnte Piracetam auch in PC12-Zellen die ATP-Spiegel
nach nitrosativem Stress stabilisieren (Abb. 3.28, S. 115). Daruberhinaus ist
Piracetam aber auch in der Lage, die Regenerationsfahigkeit der Zellen nach
nitrosativem Stress zu verbessern (Abb. 3.29, S.116). Nach 30-minutiger SNP-
Inkubation sind die schutzenden Effekte von Piracetam auf das mitochondriale
Membranpotential noch sehr deutlich ausgepragt. Mit zunehmender Zeitdauer der
SNP-Inkubation vor dem Mediumwechsel werden jedoch die schitzenden Effekte
von Piracetam auf das mitochondriale Membranpotential geringer. Piracetam scheint
also Uber eine Stabilisation des Energiehaushaltes die Regenerationsfahigkeit der
Zellen zu verbessern. Es muss allerdings in einem gewissen Zeitrahmen nach
Zugabe des Stressors hinzugefligt werden. Passend zu diesen Daten ist auch der
Befund, dass Piracetam beim Schlaganfall nur dann schitzende Effekte aufweist,
wenn es im Zeitintervall von 7 Stunden nach Auftreten des Schlaganfalls gegeben
wurde (De Deyn, P. P. et al.,, 1997), also dann, wenn der Schaden noch nicht
maximal ausgepragt ist. Daraus kann man schlieen, dass Piracetam die grolten
protektiven Effekte aufweist, wenn zuvor eine leichte Schadigung der
mitochondrialen Funktion vorliegt. In Ubereinstimmung mit diesem Befund nimmt der
protektive Effekt von Piracetam auf die Mitochondrien auch mit steigenden SNP-
Konzentrationen ab (Abb. 3.30, S. 119). Piracetam sollte demzufolge sehr frihzeitig
bei leichten kognitiven Stérungen eingesetzt werden, weil es in diesem Stadium den
starksten Effekt auf die mitochondriale Funktion aufweist, und deshalb dann auch der

grofdte klinische Nutzen zu erwarten ist.

4.3.2. Piracetam schutzt vor Serumentzug

Serumentzug fuhrt zu mitochondrialer Fehlfunktion. Interessanterweise zeigt
Piracetam bei Serumentzug protektive Effekte auf das mitochondriale
Membranpotential und die ATP-Spiegel (Abb. 3.32, S. 121). Auffallig ist jedoch der
Befund, dass bei teilweiser Serumreduktion die protektiven Effekte von Piracetam auf
die mitochondriale Funktion noch starker ausgepragt sind als bei komplettem
Serumentzug (Abb. 3.33, S. 123). Bei 2 % Serum kann das mitochondriale
Membranpotential durch Piracetam in einer Konzentration von 500 uyM
beispielsweise komplett wieder auf den Ausgangswert zurlickgebracht werden, das
heiRt, es findet eine komplette Regeneration statt. Piracetamkonzentrationen
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zwischen 500 und 1000 pM sind klinisch bedeutsam, da in vivo Piracetam-
Plasmakonzentrationen von 200 — 2000 pM erreicht werden. Die gleiche Situation
findet man bei der Bestimmung der ATP-Spiegel bei 10 % Serum, bei der durch
Piracetam ebenfalls eine komplette Normalisierung der ATP-Spiegel stattfindet. Aus
diesen Daten ist ersichtlich, dass Piracetam, genau wie im vorhergehenden Abschnitt
schon gezeigt, bei leichten Funktionsstérungen die starksten Effekte auf die
Mitochondrien austbt. Zum protektiven Effekt von Piracetam bei serumreduzierten
Bedingungen konnten wiederum die schon beschriebenen membranstabilisierenden
Effekte von Piracetam beitragen. Serumentzug fiihrt zur Offnung der mitochondrialen
Pore (Furuno, T. et al., 2001). Aufgrund der membranstabilisierenden Effekte von
Piracetam ist es auch méglich, dass Piracetam die Offnung dieser mitochondrialen
Pore unter Serumentzugsbedingungen verhindert und somit die mitochondriale
Funktion stabilisiert. Zusatzlich ist bekannt, dass Serumentzug zu einer Stérung des
Energiehaushaltes fuhrt (Gottlieb, E. et al., 2002). Der schiutzende Effekt von
Piracetam auf die mitochondriale Funktion konnte also auch Uber eine Stabilisation
des Energiehaushaltes zustande kommen. Zur Stabilisierung des Energiehaushaltes
konnte ein gesteigerter Glukosetransport beitragen. Es konnte namlich gezeigt
werden, dass Piracetam die Glukoseaufnahme ins Gehirn von AD-Patienten und in
Rattengehirne, die mit Scopolamin behandelt wurden, verbessert (Heiss, W. D. et al.,
1988; Heiss, W. D. et al., 1989). Dies ist besonders interessant, denn die
Glukoseaufnahme ins Gehirn ist bei AD-Patienten erniedrigt (Hoyer, S., 2000;
Santens, P. et al., 2001; Hoyer, S., 2004). Die gesteigerte Glukoseaufnahme unter
Piracetam konnte auch eine Folge der verbesserten mitochondrialen Funktion sein,
was zu einem schnelleren Verbrauch der Glukose fuhrt. Hypnotika wie z.B.
Barbiturate hemmen den Glukosetransport ins Gehirn in vitro und in vivo
(Stephenson, K. N. et al., 2000). In einer kurzlich veroffentlichten Studie konnte
gezeigt werden, dass Piracetam die Hemmung des Glukosetransports durch
Barbiturate, Diazepam, Melatonin und Galanin in humanen Erythrozyten
antagonisiert (Naftalin, R. J. et al., 2004). Eine gesteigerte Glukoseaufnahme in die
Zellen konnte die Stabilisation der mitochondrialen Funktion unter Serumentzug
erklaren. Die Beeinflussung des Glukosetransports durch Piracetam scheint ein
madglicher Wirkmechanismus zu sein, wie Piracetam in den Krankheitsprozess der

AD eingreifen kann.
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4.3.3. Schutz der mitochondrialen Atmungskette durch Piracetam

Interessanterweise ist Piracetam auch in der Lage, die mitochondrialen
Atmungsketten-Komplexe zu schitzen (Abb. 3.34, S. 125). Besonders gut geschutzt
werden die Komplexe I, Il und lll ab einer Piracetamkonzentration von 500 uM. Bei
den Komplexen IV und V weist Piracetam einen protektiven Effekt ab einer
Konzentration von 1000 pM auf. Passend zu diesen Daten zeigt Piracetam in
Rattengehirn-Mitochondrien nach traumatischem Odem einen stabilisierenden Effekt
auf die oxidative Phosphorylierung (Novikov, V. E. and Sharov, A., 1991). Zusatzlich
erhdht es in Ratten-Gehirnschnitten sowohl die Atmung als auch die glykolytische
Aktivitat um 30 % (Domanska-Janik, K. and Zaleska, M., 1977). Durch welche
Effekte wird der protektive Effekt von Piracetam auf die mitochondrialen
Atmungsketten-Komplexe hervorgerufen? Piracetam erhoht die Membranfluiditat der
inneren mitochondrialen Membran (Muller, W. E. et al., 1999a). Die Atmungsketten-
Komplexe befinden sich in der inneren mitochondrialen Membran, es ware deshalb
madglich, dass Piracetam Uber eine Veranderung der Membranzusammensetzung die
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe schitzt und somit die Funktion der
Atmungsketten-Komplexe verbessert. Zusatzlich kann unter Umstanden eine
Stabilisation der Membraneigenschaften ein ungewolltes Eindringen von Protonen
aus dem Intermembranraum in die mitochondriale Matrix verhindern und somit das
mitochondriale Membranpotential stabilisieren. Im Vergleich zu EGb 761 zeigt
Piracetam jedoch keine protektiven Effekte nach  Tributyltinstimulation
(Abb. 3.35, S. 126), weshalb davon auszugehen ist, dass Piracetam keinen Effekt
auf den mitochondrialen Chlorid/Hydroxid-Antiporter-Transport hat und seine
schitzenden Effekte nicht Uber eine modifizierte Chloridpermeabilitat vermittelt
werden. Daruber hinaus scheint es auch keinen Effekt auf den Adenin-Nukleotid-
Translokator auszuuben. Um genauere Erkenntnisse Uber den Mechanismus der
mitochondrialen Protektion durch Piracetam zu gewinnen, sind noch weitere
Untersuchungen notwendig. Es ware beispielsweise interessant zu schauen, ob
Piracetam direkte Effekte auf die Aktivitat der mitochondrialen Atmungsketten-

Komplexe ausubt.
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4.3.4. Piracetam schiitzt die Mitochondrien vor toxischen AR-Effekten

434.1. Extrazellulare AR-Inkubation

Piracetam fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der AR-Toxizitat auf mitochondrialer
Ebene (Abb. 3.36, S. 127). Die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
durch 10 nM AR ist bei einer Piracetamkonzentration von 1000 yM fast komplett
aufgehoben. Interessanterweise ist auch in dissoziierten Neuronen von Mausen eine
deutliche Reduktion der AR-Toxizitat erkennbar (Daten von Isabel Scherping). Viele
Daten weisen daraufhin, dass AR die Membranpermeabilitat stort (Muller, W. E. et
al., 2001; Eckert, G. P. et al., 2003). In einer klrzlich veroffentlichten Studie konnte
gezeigt werden, dass Piracetam die Membran-destabilisierenden Effekte von AlRyg.42
signifikant reduziert (Mingeot-Leclercq, M. P. et al., 2003). Piracetam wurde hierzu
mit Lipiden vorinkubiert und anschlieRend AR hinzugefugt. Bei Vorinkubation von
ARy9.42 mit Lipiden und anschlielender Piracetamzugabe war kein Effekt erkennbar,
was darauf hinweist, dass AR irreversible Effekte an Lipiden hervorruft, die
nachtraglich durch Piracetam nicht mehr ruckgangig gemacht werden konnen.
Piracetam scheint die Membranen zu stabilisieren, indem es sie polarer und
hydratisierter macht. Die protektiven Effekte von Piracetam auf die AR-Toxizitat an
Mitochondrien scheinen dementsprechend auf einer Stabilisation der mitochondrialen
Membran bzw. der Plasmamembran begriindet zu sein, wodurch AR seine toxischen
Effekte auf die Mitochondrien nicht mehr ausiiben kann. Zusatzlich kénnen natirlich
auch direkte Effekte von Piracetam auf die mitochondriale Atmungskette an der

Reduktion der AR-Toxizitat auf die Mitochondrien beteiligt sein.

4.34.2. APP-transfizierte PC12-Zellen

Interessanterweise ist Piracetam auch in der Lage, APPsw-PC12-Zellen vor
nitrosativem Stress zu schitzen (Abb. 3.37, S. 129). APPsw-PC12-Zellen reagieren
sehr empfindlich auf nitrosativen Stress, weil sie bereits durch die chronisch
vorhandenen AR-Spiegel im pikomolaren Bereich sensibilisiert sind. Demzufolge ist
die Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials in APPsw-PC12-Zellen starker
ausgepragt als in Kontroll-PC12-Zellen. Interessanterweise ist der protektive Effekt

von Piracetam auf das mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel in den

170



4. DISKUSSION

APP-transfizierten PC12-Zellen mindestens genauso stark ausgepragt wie in den
Kontroll-PC12-Zellen. Diese Daten stimmen mit Befunden Uberein, die zeigen, dass
Piracetam die Membranfluiditat in hippocampalen Membranen von AD-Patienten
starker erhoht als in alteren Kontrollpatienten (Eckert, G. P. et al., 1999). Diese
Befunde weisen darauf hin, dass Piracetam seine schitzenden Effekte wiederum
uber eine Reduktion der AR-Neurotoxizitdt hervorruft. Piracetam scheint
dementsprechend in der Lage zu sein, in APPsw-PC12-Zellen, die ein Modell fur die
sporadische AD darstellen, die Mitochondrien vor nitrosativem Stress zu schutzen.
Daruber hinaus vermindert Piracetam die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials durch die Komplexinhibitoren der Komplexe Il und IV
(Abb. 3.38, S. 130). Gerade bei diesen Komplexen reagieren die APPsw-PC12-
Zellen im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen mit einer wesentlich starkeren Abnahme
des mitochondrialen Membranpotentials. Auch hier ist Piracetam in der Lage, die
mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe, wahrscheinlich Gber eine Stabilisierung
der mitochondrialen Membranen, zu schutzen. Die Befunde, dass Piracetam auch
die Funktion der Mitochondrien in APP-transfizierten PC12-Zellen stabilisiert,
konnten eine Erklarung fur die Wirksamkeit von Piracetam bei Patienten mit AD

darstellen.

4.3.5. Effekte von Piracetam auf die Caspase-9-Aktivitat

Vorinkubation mit Piracetam reduziert die Caspase-9-Aktivitat nach nitrosativem
Stress (Abb. 3.39, S. 131). Piracetam scheint also in den intrinsischen
Apoptoseprozess einzugreifen. Ob Piracetam einen direkten Effekt auf Caspase-9
ausubt, oder ob die Reduktion der Caspase-9-Aktivitat Uber einen stabilisierenden
Effekt der mitochondrialen Funktion hervorgerufen wird, mussen weitere
Untersuchungen zeigen. Ein moglicher Mechanismus fur die Reduktion der
Caspase-9-Aktivitat nach nitrosativem Stress konnte in einer Stabilisation der
mitochondrialen Funktion, gefolgt von einer verminderten Cytochrom-C- oder Smac-
Freisetzung, begriindet sein. Die reduzierte Cytochrom-C- und Smac-Freisetzung
konnte dann die verminderte Caspase-9-Aktivitat erklaren. Darluber hinaus
vermindert Piracetam in Astrozyten nach Hypoxie die Caspase-3-Aktivitat und die
Apoptoserate (Gabryel, B. et al., 2002). Piracetam weist dementsprechend

antiapoptotische Effekte sowohl in PC12-Zellen als auch in Astrozyten auf.
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4.3.6. Zusammenfassung Piracetam

Piracetam ist das erste Nootropikum (Giurgea, C. E., 1982), das klinisch eingesetzt
wurde. Es wird verwendet bei Myoklonus, bei ischamischem Schlaganfall und bei
kognitiven Stérungen. Der genaue Wirkmechanismus von Piracetam ist noch nicht
geklart. Die Daten dieser Arbeit weisen darauf hin, dass Piracetam uber eine
Stabilisierung der mitochondrialen Funktion neuroprotektive Effekte ausubt
(Abb. 4.9). Diese Stabilisierung der mitochondrialen Funktion bei oxidativem und
nitrosativem Stress, sowie bei Serumentzug und AR-Neurotoxizitat wird
moglicherweise durch die membranstabilisierenden Effekte von Piracetam
hervorgerufen. Neuroprotektive Effekte von Piracetam konnten auch in anderen
Studien, vor allem in Schlaganfallstudien, gezeigt werden (Enderby, P. et al., 1994;
Orgogozo, J. M., 1999). Kombiniert mit der Verbesserung der Membranfluiditat
erhoht Piracetam in alten Tieren die Dichte der muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren (Cohen, S. A. and Muller, W. E., 1993) und der NMDA-
Rezeptoren (Pilch, H. and Muller, W. E., 1988; Scheuer, K. et al., 1999b). Die
Kombination aus Verbesserung der Membranfluiditat, der Neurotransmission sowie
der neuroprotektiven Eigenschaften scheinen entscheidend zur Wirksamkeit von
Piracetam bei kognitiven Stérungen beizutragen.

Piracetam ist zu 100 % bioverfugbar und wird unverandert Uber die Nieren
ausgeschieden. Es wird sehr gut vertragen und weist nur selten Nebenwirkungen
auf. Piracetam wirkt bei leichten mitochondrialen Funktionsstérungen besonders gut
und ist hier in der Lage, die mitochondriale Fehlfunktion fast komplett zu
kompensieren. Aus diesem Grund scheint Piracetam insbesondere dazu geeignet zu
sein, bei Patienten mit leichter Beeintrachtigung der kognitiven Fahigkeiten ein
Fortschreiten der Beschwerden zu verhindern. Es lauft zur Zeit eine klinische Studie,
bei der der Nutzen von Piracetam bei leichten kognitiven Stérungen Uberpruft wird.
Das geringe Nebenwirkungspotential und die ausgepragten Mitochondrien-
stabilisierenden Effekte machen Piracetam somit zu einem wertvollen Arzneistoff bei

leichten kognitiven Stérungen.
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Abb. 4.9: Neuroprotektive Effekte von Piracetam

Piracetam flhrt zu einer Stabilisation des mitochondrialen Membranpotentials und der ATP-Spiegel
nach oxidativem und nitrosativem Stress, sowie nach Serumentzug und nach AR-Stress. Bei der
Stabilisation der mitochondrialen Funktion scheinen die membranstabilisierenden Effekte von
Piracetam eine entscheidende Rolle zu spielen.
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5. Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz ist gekennzeichnet durch extrazellulare Ablagerungen
bestehend aus dem Amyloid-beta-Peptid (AR), durch neurofibrillare Bindel
bestehend aus dem Tau-Protein, massiven Neuronenverlust und synaptische
Dysfunktion. Weiterhin ist bekannt, dass mitochondriale Dysfunktion und ein
gestorter NO-Stoffwechsel eine entscheidende Rolle bei der AD spielen. Um
genauere Informationen uber die Ursache der mitochondrialen Dysfunktion zu
erhalten, wurden zum einen akute und chronische Effekte und zum anderen
dosisabhangige Effekte von AR auf die NO-Produktion und die mitochondriale
Funktion untersucht. Als Zellkulturmodelle standen PC12- und HEK-Zellen zur
Verfugung, die entweder mit Leervektor (Kontrollzellen), mit humanem Wildtyp-APP
(APPwt) bzw. mit der schwedischen Doppelmutation im APP-Gen (APPsw) stabil
transfiziert waren. APPsw-PC12-Zellen weisen AR-Spiegel im pikomolaren Bereich
auf, wobei die AR-Spiegel in APPsw-PC12-Zellen im Vergleich zu APPwt-PC12-
Zellen 3- bis 4fach erhdht sind. Im Vergleich zu APPsw-PC12-Zellen haben APPsw-
HEK-Zellen ca. 20fach erhdhte AR-Spiegel im niedrigen nanomolaren Bereich.
Interessanterweise weisen sowohl APPsw-PC12-Zellen als auch APPsw-HEK-Zellen
signifikant erhohte NO-Spiegel im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen auf.
APPsw-PC12-Zellen zeigen zusatzlich eine erhdhte Aktivitat der neuronalen und der
induzierbaren NO-Synthase, was den Anstieg der NO-Spiegel erklaren kann. Die
erhohten NO-Spiegel in beiden Zellsystemen gehen einher mit signifikant
erniedrigten ATP-Spiegeln, wobei die ATP-Reduktion bei den APPsw-HEK-Zellen
starker ausgepragt ist als in den APPsw-PC12-Zellen. Die AR-Effekte auf die ATP-
Spiegel sind demzufolge dosisabhangig. Die Inkubation von untransfizierten Zellen
mit extrazellularem Af4.42 fihrt nur zu einem schwachen Anstieg der NO-Spiegel und
zu einem leichten Abfall der ATP-Spiegel, was darauf hinweist, dass in erster Linie
intrazellulare AR-Effekte den NO-Anstieg und die ATP-Reduktion bewirken. Die 48-
stindige Inkubation mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT fuhrt zur beinahe
vollstandigen Normalisierung der NO- und ATP-Spiegel in APPwt- und APPsw-
PC12- und in APPwt- und APPsw-HEK-Zellen, was darauf hinweist, dass der
gestorte NO-Stoffwechsel und die mitochondriale Dysfunktion durch ARR-
Anreicherungen hervorgerufen werden und nicht durch eine Uberexpression von

APP. Zusatzlich kann ausgeschlossen werden, dass die ATP-Reduktion in APP-
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transfizierten Zellen durch einen Verlust an Mitochondrien hervorgerufen wird, denn
sowohl APPsw-PC12-Zellen als auch APPsw-HEK-Zellen weisen mehr
Mitochondrien auf als die jeweiligen Kontrollzellen, was auf eine Art
Kompensationsmechanismus schlielen lasst. Diese Kompensation ist allerdings
nicht ausreichend, um die erniedrigten ATP-Spiegel auszugleichen.

Passend zu den reduzierten ATP-Spiegeln zeigen APPsw-PC12-Zellen eine
signifikant erniedrigte Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat und eine Beeintrachtigung der
Atmungsketten-Komplexe I, Il und V. Des Weiteren konnte APP im Mitochondrium
von APPsw-PC12-Zellen nachgewiesen werden. Die Reduktion der ATP-Spiegel und
die verminderte Cytochrom-C-Oxidase-Aktivitat kdbnnen also zum einen durch die
AR-bedingten erhéhten NO-Spiegel und zum anderen durch die Anwesenheit von
APP bzw. AR} im Mitochondrium hervorgerufen werden.

Auf der Ebene des mitochondrialen Membranpotentials weisen die beiden Zelllinien
stark unterschiedliche Ergebnisse auf. APPsw-PC12-Zellen haben unter basalen
Verhaltnissen ein leicht hyperpolarisiertes mitochondriales Membranpotential, was
auf eine Art Gegenregulationsmechanismus hinweist. Passend zu diesen Daten ist
die Apoptoserate in diesen Zellen unter basalen Bedingungen nicht erhoht. Nach
zusatzlichem oxidativem Stress findet man in APPsw-PC12-Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen  jedoch  eine  starkere = Abnahme des  mitochondrialen
Membranpotentials, das heil3t die Zellen sind dann nicht mehr in der Lage, den
Kompensationsmechanismus aufrechtzuerhalten. Die Folge ist eine Depolarisation
des mitochondrialen Membranpotentials. In Ubereinstimmung mit diesem Befund
zeigen APPsw-PC12-Zellen nach oxidativem Stress eine signifikant erhohte
Apoptoserate im Vergleich zu Kontroll-PC12-Zellen. APPsw-HEK-Zellen weisen
basal schon ein signifikant erniedrigtes mitochondriales Membranpotential und eine
erhdohte Apoptoserate auf, was durch die wesentlich hdheren AR-Spiegel erklarbar
ist. Nach Inkubation mit dem y-Sekretasehemmstoff DAPT findet man sowohl eine
Normalisierung der Hyperpolarisation in APPsw-PC12-Zellen als auch eine
Normalisierung der Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials in
APPsw-HEK-Zellen.

Anhand der in dieser Arbeit gewonnenen Daten konnte sowohl ein Modell flr die
sporadische AD als auch flr die familiare AD entwickelt werden. APPsw-PC12-Zellen
spiegeln hierbei die pathogenen Mechanismen in Patienten mit sporadischer AD

wider, wohingegen die APPsw-HEK-Zellen die initialen Pathomechanismen bei
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Patienten mit familidrer AD aufzeigen. Der Ansatz dieser Arbeit, die Untersuchung
von mitochondrialer Dysfunktion unter Verwendung der verschiedenen Zellsysteme
mit intra- und extrazellularer AR-Exposition ist neuartig auf dem Gebiet der AD.
Mitochondriale Fehlfunktion und ein gestorter NO-Stoffwechel stellen entscheidene
initiale Pathomechanismen bei AD dar.

Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass innerhalb der Gruppe der
Antidementiva Ginkgo-biloba-Extrakt und Piracetam schitzende Effekte auf das
mitochondriale Membranpotential und die ATP-Spiegel in untransfizierten PC12-
Zellen nach nitrosativem und oxidativem Stress, nach Serumentzug und nach
AR-Stress ausuben. Zusatzlich konnten auch in APPsw-PC12-Zellen protektive
Effekte von Piracetam und Ginkgo-biloba-Extrakt auf die mitochondriale Funktion
beobachtet werden. Die protektiven Effekte von Ginkgo-biloba-Extrakt werden in
erster Linie durch seine Radikalfanger-Eigenschaften, durch eine Stabilisation der
Funktion der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe und durch eine Veranderung
der Chloridpermeabilitat hervorgerufen. Piracetam scheint die Mitochondrien Uber
eine Erhdhung der Membranfluiditdt der inneren mitochondrialen Membran zu
schutzen und somit die Funktion der mitochondrialen Atmungsketten-Komplexe zu
verbessern. In Erganzung zu den Mitochondrien-stabilisierenden Effekten sind beide
Substanzen auch in der Lage, die Caspase-9-Aktivitat nach Stimulation mit
Natriumnitroprussid zu reduzieren, was auf antiapoptotische Effekte beider
Substanzen hinweist. Gingko-biloba-Extrakt und Piracetam stellen somit zwei sehr
interessante Praventions- und Therapieoptionen bei Patienen mit leichten kognitiven

Stoérungen bzw. bei Patienten mit AD dar.
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