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2 ZUSAMMENFASSUNG

Der Morbus Alzheimer (AD) ist eine fortschreitende neurodegenerative
Erkrankung des zentralen Nervensystems, die vor allem altere Bevdlkerungsgruppen
betrifft (mit einer Pravalenz von ca. 6% bei den Uber 65-Jahrigen) und schliel3lich zu
schwerer Behinderung fuhrt. Losliche und unlésliche Aggregate von Amyloid B (AB)
und Tau-Protein spielen bei der Pathogenese der Erkrankung eine wesentliche Rolle.
Sie verursachen zunachst eine Stérung der Neuronenfunktion und fihren im weite-
ren Verlauf zur Neurodegeneration. Dabei kommt es in den betroffenen Hirnabschnit-
ten zu einer sekundaren Aktivierung glialer Zellen — der sogenannten Neuro-

inflammation. Diese tragt im weiteren Verlauf zusatzlich zur Neurodegeneration bei.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte von CNI-1493 auf AB-behandelte
primare Neuronen und Mikroglia. CNI-1493 ist ein tetravalentes Guanylhydrazon, das
die Phosphorylierung der p38-MAPKinase inhibiert. Dabei wirkt es entzindungs-
hemmend, indem es unter anderem die Freisetzung von Zytokinen aus Monozyten
und Makrophagen inhibiert. CNI-1493 wurde bereits in einem transgenen Alzheimer-
Mausmodell getestet, wo es eine Verbesserung kognitiver Leistungen und Abnahme

von AB-Plaques in den behandelten Tieren bewirkte.

An primaren neuronalen Mischkulturen, die mit AR behandelt wurden, konnte
nach Vorbehandlung mit CNI-1493 die Hochregulation des purinergen Nucleotid-
rezeptors der Klasse P2Y2 (P2Y2R) nachgewiesen werden. Dieser Rezeptor ist
inflammationsregulierend. Mehrere Publikationen konnten zeigen, dass vor allem
erhohte IL-18 Spiegel die Expression des P2Y2R induzieren. Seine Aktivierung kann

mehrere positive Effekte auf die AD-Pathologie bedeuten.

Desweiteren wurde die mikroglidare Ausschittung von Zytokinen nach
Behandlung von primarer Mikroglia mit AR mittels ELISA bestimmt. Eine Behandlung
mit CNI-1493 (2,5 uM) flhrte dabei zu einer Abnahme der AB-bedingten pro-
inflammatorischen Zytokine Interleukin 6 (IL-6) und Tumor Nekrose Faktor a (TNF a).
Gleichzeitig war ein deutlicher Anstieg des ebenfalls proinflammatorischen Interleu-
kin-18 (IL-18) zu beobachten.

Die durch CNI-1493 bedingte Abnahme von TNF a und IL-6 bei gleichzeitiger
Zunahme des IL-1pB ist ein bisher nicht beschriebener Effekt. Wir vermuten, dass die

von uns zuvor im Mausmodell beschriebenen neuroprotektiven Effekte von CNI-1493
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nicht nur auf der Suppression von TNF a und IL-6, sondern auch auf der Induktion
der neuroprotektiven Wirkung von IL-13 beruhen. Diese Ergebnisse stehen in einer
Reihe mit Publikationen Uber eine protektive Wirkung von IL-18 im Rahmen der

Alzheimer-Pathologie.
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3 ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder of the
central nervous system. It is a disease of the old age (with a prevalence of approxi-
mately 6% among patients over 65 years) leading to severe physical and mental dis-
ability. Soluble and insoluble aggregates of Amyloid 3 (AB) and tau protein play an
important role in the pathogenesis of AD. By disrupting neuronal function these pro-
teinaceous agents cause pronounced neurodegeneration. Secondary to neurodegen-
eration, glial cells are activated in a process referred to as neuro-inflammation. Glial

activation further aggravates neurodegeneration.

This thesis examines the effects of CNI-1493 on AB-treated primary neurons
and microglia. CNI-1493 is a tetravalent guanyl hydrazone inhibiting the phosphory-
lation of p38 MAPK. Thus, the compound has an anti-inflammatory effect by attenuat-
ing cytokine secretion from monocytes and macrophages. CNI-1493 has already
been tested in a transgenic mouse model. It was shown to improve cognitive perfor-

mance and reduce AR plaque load in the brains of treated animals.

In AB-treated primary neuronal cultures, pretreatment with CNI-1493 caused
an upregulation of the purinergic nucleotide receptors type P2Y2 (P2Y2R). This re-
ceptor is inflammation controlled. So far, several publications identified the cytokine
IL-1B8 as a potent inducing agent of this receptor. Activation of P2Y2R has different

positive implications in the context of AD pathology.

Additionally, secretion of cytokines from AB-treated microglia was assessed
using ELISA. Treatment with CNI-1493 (2.5 yM) decreased AB-induced secretion of
the proinflammatory cytokines Interleukin-6 (IL-6) and Tumor Necrosis Factor a
(TNF a). At the same time, there was a pronounced increase of the likewise proin-

flammatory cytokine IL-18.

CNI-1493 induced reduction of TNF a and IL-6 alongside with increased IL-13
levels is an effect that was not described so far. We assume the favorable effects of
CNI-1493 previously found in the mouse model were not only due to suppresion of
TNF a and IL-6 but probably also because of the induction of IL-1B3. These results are
in line with other studies showing neuroprotective effects of IL-1f in the context of AD

pathology.
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6 EINLEITUNG

6.1 MORBUS ALZHEIMER

Dementielle Erkrankungen treten gehauft ab dem 65. Lebensjahr auf. Charak-
teristisch ist ein progredienter Verlust mentaler und physischer Funktionen, der inner-

halb weniger Jahre Uber Pflegebedurftigkeit zum Tod fuhrt.

Aktuelle Schatzungen gehen von etwa 24 Mio. Demenzkranken weltweit aus
(Ferri et al., 2005). Das Vorliegen (Pravalenz) einer Demenz korreliert dabei mit dem
Lebensalter. Liegt die Pravalenz in der Gesamtbevolkerung unter 1% (Ott et al.,
1995), nimmt sie ab dem 65. Lebensjahr mit einer Verdopplungsrate von etwa 5
Jahren zu (Lobo et al., 2000).

Altersgruppe Manner Frauen
65-69 1,6 1,0
70-74 2,9 3,1
75-79 5,6 6,0
80-84 11,0 12,6
85-89 12,8 20,2
90 und alter 22,1 30,8

Abb. 1 Pravalenz der AD innerhalb der Altersgruppen ab dem 65. Lebensjahr. Quelle: Lobo et
al. 2000.

Die International Classification of Diseases (ICD-10) definiert ,Demenz® als
dauerhafte Stérung hoherer kortikaler Funktionen, wobei vor allem Gedachtnis,
Denken und Orientierung betroffen sind. Demenzielle Symptome werden in unter-
schiedlicher Auspragung von verschiedenen Grunderkrankungen ausgelost. Die
groldte Einzelentitat bildet dabei der Morbus Alzheimer (Alzheimer’s Disease, AD), an
dem etwa 60 bis 70% aller Demenz-Patienten leiden (Ott et al., 1995). Erstmals

wurde die AD 1907 von Alois Alzheimer und Oskar Fischer unabhangig voneinander



Effekte von CNI-1493 auf mikroglidre und neuronale Zellen 17

beschrieben (Alzheimer, 1907, Fischer, 1907). Bis heute wurden unterschiedliche

Pathogenitatsmechanismen beschrieben.

6.2 PATHOGENESE DER AD

Neuropathologisches Korrelat der AD sind extrazellulare Amyloid-beta-(ARB)-
.Plaques” (Glenner and Wong, 1984) und intrazellulare Tau-,Tangles* (Kidd, 1963,
Kosik et al., 1984). Zusatzlich liegt bei ca. 88% der AD-Patienten eine zerebrale
Amyloid Angiopathie (CAA; auch kongophile Angiopathie genannt) vor (Wong et al.,
1985, Esiri and Wilcock, 1986, Itoh et al., 1993, Revesz et al.,, 2002, Bell and
Zlokovic, 2009). Diese wird durch perivaskulare AB-Ablagerungen verursacht und
geht mit einer erhdhten Fragillitat von Gefalten einher, die sich klinisch als atypische
zerebrale Massenblutungen (z. B. okzipital) manifestieren konnen (Itoh et al., 1993).
Somit handelt es sich bei der AD um eine zerebrale Amyloidose. Die extrazellularen
und perivaskularen Ablagerungen bestehen dabei aus AR, einem Spaltprodukt des
Amyloid Precursor Protein (APP). ,Tangles“ werden aus dem Mikrotubuli-assoziierten

Protein Tau gebildet. Auf beide wird an spaterer Stelle eingegangen.

Normal

Alzheimer's |
* Neurofibrillarg_
. tangles

Abb. 2 Schematische Gegeniiberstellung eines gesunden (links) und eines von der AD
betroffenen Gehirns (rechts). Extrazellulare Amyloid-Plaques und intrazellulare Tau-Tangles
werden regelhaft bei der Obduktion beobachtet.

Quelle: http://www.ahaf.org/assets/images/plaques and tangles border.jpg am 7.12.2011
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Die neuropathologischen Veranderungen aus ,Plaques and Tangles” gehen
dem klinischen Bild der Demenz um Jahre voraus. Interessanterweise weisen die
neurofibrillaren Tangles ein zeitliches Ausbreitungsmuster auf. Dieses hat der
Frankfurter Neuroanatom Heiko Braak in ein transentorhinales, ein limbisches und
ein isokortikales Stadium eingeteilt (Braak and Braak, 1991). Das erste Stadium ist
durch pathologische Veranderungen im Bereich des Temporallappens charak-
terisiert. AnschlieRend folgt das limbische Stadium, bei dem degenerative Ver-
anderungen im Hippokampus festgestellt werden kénnen. Da im Hippokampus die
Konsolidierung von Gedachtnisinhalten erfolgt (Squire, 1992), treten mnestische Sto-
rungen als Fruhsymptom der AD auf (Selkoe, 2002a). Im letzten Stadium sind
schliel3lich zunehmend kortikale Areale betroffen, die fur die Verschaltung hdherer
kognitiver Funktionen zustandig sind. Im Gegensatz zur Tangle-Pathologie liegen
AB-Plaques diffus im gesamten Gehirn vor. Unter anderem war es dieser Dualismus
aus ,Plaques and Tangles®, der dazu flhrte, dass unterschiedliche Hypothesen zur
Ursache der AD formuliert wurden. Die einflussreichsten werden im folgenden
Abschnitt erlautert.

6.3 HYPOTHESEN ZUR ENTSTEHUNG DER AD

Seit den 1980er Jahren wurden mehrere Hypothesen zur Entstehung der AD
formuliert. Diese pragten mafgeblich die Erforschung und unser Verstandnis der Er-

krankung.

Die Bedeutung der Bildung belastbarer Hypothesen liegt dabei neben dem
wissenschaftlichen Interesse vor allem in der Perspektive, wirksame Medikamente zu

entwickeln.
Momentan stehen vier Theorien im Vordergrund:
. Cholinerge Hypothese (Bartus et al., 1982, Francis et al., 1999),
. Glutamaterge Hypothese (Maragos et al., 1987),
. Amyloid-Hypothese (Hardy and Allsop, 1991),

. Tau-Hypothese (Goedert et al., 1991)
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6.3.1 Cholinerge Hypothese
Die cholinerge Hypothese stellt von den oben genannten die alteste dar. Sie
geht von der Annahme aus, dass die Symptome der AD auf dem Boden einer unzu-

reichenden Funktion des cholinergen Systems entstehen.

Ab Ende der 1960er Jahre wurden unter Einsatz neuester Methoden Gehirne
von Alzheimer-Patienten systematisch auf molekularbiologische Pathologien hin un-
tersucht. Ahnlich wie zuvor beim Morbus Parkinson erhoffte man sich ein umschrie-
benes Mangelsyndrom, das mit einem einzigen Medikament im Stile des 1968 einge-

fuhrten Levodopa behandelt werden kdnnte.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde ein selektiver Verlust cholinerger
Neurone in Hippokampus und Kortex beschrieben (Davies and Maloney, 1976, Perry
et al., 1977). Ebenfalls zu dieser Zeit unterstrichen Studien eine tragende Rolle des
cholinergen Systems im Rahmen mnestischer Funktionen und Kognition (Drachman
and Leavitt, 1974). Diese Zusammenhange fuhrten zur Formulierung der sogenann-

ten ,cholinergen Hypothese® (Bartus et al., 1982).

Unter Bericksichtigung dieser Hypothese erfolgte die Zulassung von ZNS-
gangigen Cholinesterase-Inhibitoren, wie Donepezil und Rivastigmin fur die sympto-
matische Behandlung der AD. Die Wirksamkeit der Mittel Iasst sich zwar nachweisen,
ist jedoch insgesamt schwach ausgepragt (Birks, 2006, Birks and Harvey, 2006). Der
wohl bedeutendste Effekt dieser Wirkstoffklasse ist die Verlangsamung der Pro-

gression klinischer Symptome (Tariot et al., 2000).

In den Folgejahren wurden Studien verdffentlicht, die auch Veranderungen
anderer Transmittersysteme wie die des glutamatergen Systems beschrieben
(Kowall and Beal, 1991), wodurch die cholinerge Hypothese zunehmend in den

Hintergrund trat.

6.3.2 Glutamaterge Hypothese

Diese Hypothese macht eine gestorte Funktion des glutamatergen Systems
fur die Entstehung der AD verantwortlich. Glutamat ist der haufigste Neurotransmitter
des menschlichen Nervensystems (Monaghan et al., 1989). Es aktiviert ein breites
Spektrum ionotroper und metabotroper Rezeptoren (Palmada and Centelles, 1998),

wobei im Zusammenhang mit der AD sogenannte NMDA-Rezeptoren eine wichtige
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Rolle einzunehmen scheinen. Diese stellen eine Untergruppe ionotroper Glutamat-
Rezeptoren dar, an den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) agonistisch wirkt (Monaghan
et al., 1989). Interessanterweise hat dieser Rezeptor je nach Glutamat-Konzentration

teils positive teils unglinstige Effekte im Rahmen der AD-Pathologie.

Bei maRiger Aktivierung steuern NMDA-Rezeptoren die synaptische Plastizitat
von Neuronen, d.h. die neuronalen Anpassungen aufgrund von Lernvorgangen
(Lynch and Baudry, 1984, Morris et al., 1986). Werden die Rezeptoren hingegen mit
grollen Mengen Glutamats aktiviert, wird die synaptische Pastizitat eingeschrankt.
Zusatzlich kommt es zum Untergang von Neuronen durch Exzitotoxizitat (Danysz
and Parsons, 2003). Die Beteiligung von NMDA-Rezeptoren an der synaptischen
Plastizitat und Zelluntergang fuhrte zur Erforschung des Rezeptors im Zusammen-
hang mit der AD.

Bei post-mortem Analysen von Alzheimer-Hirnen wurden erniedrigte Gluta-
mat-Konzentrationen gegenlber Kontrollhirnen beschrieben (Sasaki et al., 1986). Im
Hippocampus wurde dabei eine erniedrigte Dichte des NMDA-Rezeptors festgestellt
(Greenamyre et al., 1987). Da muskarinerge und GABAerge Rezeptoren im Ver-
gleich dazu weniger stark reduziert waren, werteten die Autoren den Befund als
Folge einer Beeintrachtigung des glutamatergen Stoffwechsels. Glutamat hat jedoch

auch eine destruktive Seite, weil es in hohen Mengen toxisch wirkt.

Dieser Vorgang wird als Exzitotoxizitat bezeichnet. Diese wurde als sekunda-
rer Mechanismus der Zellschadigung beschrieben (Park et al., 2004). Durch eine
primare Noxe geschadigte Neurone bifen ihre physiologische Funktion ein. Sie se-
zernieren inflammatorische Mediatoren, reaktive Sauerstoffspezies und leeren ihre
Glutamatspeicher. Dabei gehen sie selbst zugrunde und schadigen umliegende Zel-
len. Bemerkenswerterweise sind jedoch nicht alle Zellpopulationen in gleichem Malde

fur diese Schadigung anfallig.

Die durch die AD betroffenen hippokampalen Pyramidenzellen weisen bei di-
versen ZNS-Pathologien eine erhdhte Anfalligkeit fur Noxen auf. So gehdren sie bei
zerebraler Hypoxie zu den ersten Zellen, die untergehen (Lietzau et al., 2009). Beim
Kernikterus sind fast ausschlieBlich hippokampale Neurone betroffen (Vaz et al.,

2011). Experimentell lasst sich mit dem Glutamat-Rezeptor Agonist Kainat eine
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lokale exzitotoxische Schadigung hippokampaler Pyramidenzellen herbei flhren
(Shinozaki and Konishi, 1970, Nadler et al., 1978).

Der NMDA-Rezeptor scheint sowohl bei der essentiellen als auch bei der
schadigenden Wirkung von Glutamat eine entscheidende Rolle zu spielen. Diese Er-
kenntnisse Uber die Wirkung von Glutamat an NMDA-Rezeptoren wurden von Mara-
gos und Kollegen zu einer Hypothese zusammen gefasst, die eine Dysfunktion des
glutamatergen Systems fiur die Entstehung der der AD-Symptomatik postuliert
(Maragos et al., 1987). Diese besagt, dass eine Uberfunktion des glutamatergen
Systems zunachst durch erhdhte Glutamatspiegel Neurone schadigt. Diese werden
anschlielRend empfindlich flr toxische Reize und gehen allmahlich zugrunde. Die
Neurodegeneration lauft im Frihstadium der AD schneller ab und verlangsamt sich in
spateren Erkrankungsstadien. Der NMDA-Rezeptor ist sowohl an der anfanglichen
Schadigung als auch am spateren Zelltod beteiligt. Deswegen ist von einer Inhibition

ein positiver Effekt zu erwarten (Maragos et al., 1987).

Die beschriebenen Befunde flhrten zur klinischen Zulassung des NMDA-
Rezeptor Antagonisten Memantin zur Behandlung der AD. Die Wirkung von Meman-
tin liegt in der selektiven Inhibition der pathologischen NMDA-Rezeptor-Aktivierung,
wahrend der Rezeptor flr physiologische Aktivierung durch Glutamat zur Verfliigung
steht (Chen et al.,, 1992). Aufgrund allenfalls geringer klinischer Verbesserung im
fortgeschrittenen Stadium der AD ist das Mittel allerdings momentan umstritten
(Schneider et al., 2011).

6.3.3 Die Amyloid-beta-Hypothese

Amyloid-beta (AB)-Ablagerungen wurden 1907 von Alois Alzheimer als ,miliare
Herdchen“ und im gleichen Jahr von seinem Prager Zeitgenossen Oskar Fischer als
.Plaques” im Zusammenhang mit ,seniler Demenz“ beschrieben (Alzheimer, 1907,
Fischer, 1907). 1984 beschreiben Glenner und Wong die Isolation des 4 kDa grofen
~LAmyloid Fibril Protein B“ aus Hirnen von Alzheimer Patienten (Glenner and Wong,
1984).

Pathologisch wurde AR also von Anfang an mit AD in Verbindung gebracht.
1991 formulierten John Hardy und David Allsop die Amyloid-beta-Hypothese, in der
sie sich auf folgende pathologische Kaskade festlegten: ,Amyloid-beta-deposition —

tau phosphorylation and tangle formation — neuronal death* (Hardy and Allsop,
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1991). Anlass fur die Hypothesenbildung waren im Laufe der 1980er beschriebene
Stérungen des APP-Stoffwechsels und die Tatsache, dass Mutationen des APP-
Stoffwechsels als Ursache fur familiar vererbte AD-Formen beschrieben wurden
(Price and Sisodia, 1998). Zusatzlich stutzten sich die beiden Autoren auf das
Phanomen, dass Down-Syndrom-Patienten eine Demenz entwickeln kdnnen, die mit
AD-typischen neuropathologischen Veranderungen einher geht (Wisniewski et al.,
1985). Dieser Zusammenhang besteht, weil das das Gen fur APP, der Vorstufe von

AB, auf dem beim Down-Syndrom dreifach vorhandenen Chromosom 21 liegt.

Die Abwendung von Transmittersystemen hin zum Stoffwechsel von AR stellt
einen Paradigmenwechsel dar. Dieser hat die AD-Forschung bis heute nachhaltig

beeinflusst.

Die Amyloid-Hypothese machte die AD-Pathologie zu einer Pathologie des
APP und seines Metabolismus. Damit ergaben sich neue methodische Mdglichkeiten
aus dem Bereich der Proteinbiochemie — es konnten beispielsweise gezielt trans-
gene Mause entwickelt werden, die AB Uberexprimierten. An diesen werden bis

heute Therapieansatze erprobt (Roskam et al., 2010). Der APP-Metabolismus trat
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Abb. 3 Der APP-Stoffwechsel. Als Transmembranprotein besitzt APP einen extrazellularen N-
und einen intrazellularen C-Terminus. Die a-und B-Sekretase proteolysieren den N-Terminus mem-
brannah, wahrend die Schnittstelle der y-Sekretase innerhalb der Membran (TM= transmembran)
liegt. Die Einzelnen Proteolyseprodukte werden im Abschnitt 6.7.2 erlautert. Quelle: modifiziert
nach Selkoe, 1998
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ebenso als neue therapeutische Zielstruktur in den Vordergrund (Dovey et al., 2001,
Anderson et al., 2005, Henley et al.,, 2009). So schafften es die y-Sekretase-
Inhibitoren bis in klinische Studien (Siemers et al., 2006). Da der Fokus auf ein
Peptid gelenkt wurde, konnte desweiteren eine Immunisierung angestrebt werden
(Schenk et al., 1999, Roskam et al., 2010). Es gibt noch zahlreiche weitere

Forschungsansatze, die akuell verfolgt werden.

Heute ist die Amyloid-Hypothese nach wie vor umstritten. Zum einen konnte
im Laufe der Jahre keine in vivo-Assoziation zwischen AB und neuronalem Zellunter-
gang gezeigt werden (Schmitz et al., 2004). Zum anderen zeigten AP-zentrierte
Therapieansatze, wie die Immunisierung mit humanem AB1-42, am Mausmodell Er-
folge (Schenk et al., 1999, Morgan et al.,, 2000). Gleichzeitig war diese aktive
Immunisierung bei Menschen mit erhdhtem Auftreten von Enzephalitiden assoziiert
(Nicoll et al., 2003, Solomon, 2004, Gilman et al., 2005). Auch die passive Immu-
nisierung mit monoklonalen AB-Antikdrpern fihrte im Tiermodell zu unerwinschten
Wirkungen, wie eine vermehrte zerebrale Blutungsneigung (Pfeifer et al., 2002,
Thakker et al., 2009). Andere, weit in der klinischen Erprobung befindliche Wirkstoffe

konnten ihre anfangs vielversprechende Ergebnisse nicht bestatigen.

Die Wirkstoffklasse der y-Sekretase-Inhibitoren zeigten in klinischen Studien
keine Verbesserung der Kognition (Imbimbo and Giardina, 2011). Myriad Genetics
hat 2008 nach Beendigung der Phase lll klinischen Studien die Entwicklung ihres
unspezifischen Sekretase-Modulator Tarenflurbil abgebrochen, nachdem das Mittel
keinen positiven Effekt auf die klinischen Symptome gezeigt hatte. Auch die von Eli
Lilly durchgefuhrte IDENTITY-Studie wurde 2010 abgebrochen, nachdem sich der y-
Sekretase-Inhibitor Semagacestat (LY450139) sogar negativ auf kognitive Leistun-

gen der Therapiegruppe auswirkte (Imbimbo and Giardina, 2011).

Es ist unumstritten, dass AB pathognomonisch fir den Morbus Alzheimer ist.
Ob AP jedoch die Pathologie hervorruft oder lediglich ein Epiphanomen darstellt,
bleibt ungeklart. Unklar ist damit momentan auch, ob AB-zentrierte Therapieansatze

kausale Ansatze darstellen oder rein symptomatische.

6.3.4 Tau-Hypothese
Die Tau-Hypothese macht die intrazellularen Aggregate des hyperphosphory-

lierten Tau-Proteins flr die Entstehung der AD-Symptome verantwortlich.
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Wie im letzen Abschnitt beschrieben, ist es bislang in vivo nicht gelungen, den
neuronalen Untergang mit AB-Ablagerungen in Verbindung zu bringen (Schmitz et
al., 2004). Auch die neuropathologischen Braak-Stadien der AD machen das
Fortschreiten der Erkrankung nicht an Amyloid-Ablagerungen (,Plaques®) fest,
sondern an dem Vorkommen von intraneuronalen ,Tangles“ (Braak and Braak,
1991). Bei diesen handelt es sich um Aggregate von pathologisch hyper-
phosphoryliertem Tau-Protein (Grundke-Igbal et al., 1986, Wood et al., 1986, Hanger
et al., 1991).

Durch Ubermaliige Phosphorylierung buft das intrazelluldar vorkommende
Tau-Protein seine hydrophilen Eigenschaften ein (Selkoe et al., 1982) und fallt intra-
zellular aus, was zum Verlust der physiologischen Funktion dieses Proteins fuhrt.
Diese besteht in der Stabilisierung von Mikrotubuli, die in Neuronen den axonalen
Transport von Proteinen und Vesikeln gewahrleisten (Cleveland et al., 1977, Drewes
et al., 1998). Die Behinderung dieses Transports ist ein erheblicher Eingriff in die
zellulare Integritat des Neurons und flhrt zur sogenannten axonalen Degeneration
(Mandelkow et al., 2003). Dass Pathologien des Tau-Proteins neurodegenerative Po-
tenz haben, zeigen frontotemporale Demenzen, die mit Mutationen im Tau-Gen ein-
hergehen (Heutink, 2000).

Die zentrale Frage besteht darin, ob die Tau-Pathologie der Amyloid-Patholo-
gie vorausgeht oder ein Epiphéanomen der bestehenden AB-Uberproduktion darstellt
(Mudher and Lovestone, 2002). Ein Hinweis auf letztere Mdglichkeit ist, dass bei De-
menzformen, die mit Tau-Mutationen einhergehen, die AB-Konzentration im Hirnge-
webe nicht Uber der Altersnorm liegt (Foster et al., 1997). Das Nebeneinander beider
Pathologien findet sich im Begriff ,Plaques and Tangles® lediglich bei der AD, wobei

auch bei der Begriffsbildung die ,Plaques” vorangehen.

Nachdem in den letzten Jahren zahlreiche AB-zentrierte Studien negative
Ergebnisse zeigten (Imbimbo and Giardina, 2011), ist Tau zunehmend in den Fokus
geraten. Es werden parallel unterschiedliche experimentelle Ansatze verfolgt. Diese
umfassen Inhibitoren der Tau Phosphorylierung, der Tau Aggregation, der Reduktion
der Tau-Menge im Gewebe sowie Mikrotubuli Stabilisatoren (Morris et al., 2011).
Einige Wirkstoffe wie das Peptid NAP oder Methylenblau haben in Phase Il Klini-

schen Studien vielversprechende Ergebnisse gezeigt und werden weiter getestet
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(Gura, 2008, Gozes et al., 2009). Alles in allem sind die AB- und die Tau-Hypothese

aktuell die wichtigsten Erklarungsansatze zur Pathogenese der AD.

6.4 THERAPIE DER AD

Trotz intensiver Forschung steht bisher keine kausale Therapie fir die AD zur
Verfligung. Wie bei anderen neurodegenerativen Erkrankung ohne etablierte Frih-
erkennungsverfahren (Morbus Parkinson, Amyotrope Lateralsklerose etc.) wird die
Diagnose erst gestellt, wenn eine gro3e Anzahl an Neuronenpopulationen unter-
gegangen ist (Waragai et al., 2007). Die Therapiebemihungen sind rein symptomati-
scher Natur und sind, wenn Uberhaupt, nur in der Lage den Krankheitsverlauf zu ver-

langsamen, nicht aber diesen rickgangig zu machen.

Nootropika sind Medikamente mit mutmallich neuroprotektiven Eigen-
schaften, die gelegentlich im Rahmen der Demenz-Therapie zum Einsatz kommen.
Das am haufigsten verschriebene Nootropikum ist der pflanzliche Wirkstoff Ginkgo
biloba. In einer Metaanalyse war die klinische Wirksamkeit von Ginkgo der von Cho-
linesterase-Inhibitoren unterlegen (Kurz and Van Baelen, 2004). Der Erfolg des Wirk-
stoffs beruht auf unterschiedlichen Faktoren. Allen voran ist die geringe Wirksamkeit
der anderen Antidementiva zu nennen. Desweiteren werden Ginkgo-Praparate
intensiv in den Medien beworben. Schliel3lich werden Ginkgo-Praparate nach ihrer
Einstufung als wirksam bei der Verbesserung der ,Aktivitaten des taglichen Lebens”
durch das Institut fur Qualitdt und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen auch

politisch  unterstitzt (https://www.igwig.de/download/A05-19B Abschlussbericht

Ginkgohaltige Praeparate bei_Alzheimer _Demenz.pdf). Nach den Leitlinien der evi-

denzbasierten Demenztherapie gelten Nootropika allerdings als nicht wirksam. Die
im letzten Kapitel aufgefuhrten Hypothesen flhrten zur Zulassung folgender

Wirkstoffe mit spezifischen Zielstrukturen.

Donepezil (Aricept®), Rivastigmin (Exelon®) und Galantamin (Reminyl®) wirken
cholinomimetisch durch Inhibition der Acetylcholin-abbauenden Acetylcholin-Estera-
se. Die Wirksamkeit der Mittel konnte in Placebo-kontrollierten multizentrisch durch-
gefuhrten Studien gezeigt werden (Rogers et al., 1998), in denen die Wirkung der
Medikamente auf Kognition, Gedachtnis sowie den klinischen Zustand des Patienten

untersucht wurde. Heute werden Cholinesterase-Inhibitoren in unterschiedlichen Dar-
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reichungsformen (oral, transdermal) bei leichter bis mittelschwerer Demenz ange-

wendet.

Ein weiterer seit 2002 zugelassener Wirkstoff ist der NMDA-(N-Methyl-D-
Aspartat)-Rezeptor-Antagonist Memantin (Ebixa®, Axura®). Hierbei handelt es sich
um einen nichtkompetitiven Antagonisten an glutamatergen NMDA-Rezeptoren (Erdo
and Schafer, 1991, Chen et al.,, 1992). Diese Rezeptoren sind wesentlich an der
neurotoxischen Wirkung von Glutamat (Lucas and Newhouse, 1957, Olney and
Sharpe, 1969, Maragos et al., 1987) beteiligt. Memantin ist zur Behandlung mittel-

schwerer und schwerer Stadien der AD indiziert.

Durch die Erkenntnis, dass eine chronische Neuroinflammation zu den zentra-
len Aspekten der AD gehort (Bauer et al., 1991; Hauss-Wegrzyniak et al., 1998),
ruckten nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID) als symptomatische Therapie in den
Blickpunkt. Prospektive klinische Studien konnten allerdings keinen therapeutischen
Nutzen aufzeigen (McGeer and McGeer, 2007). Folglich gab es bislang keine Aus-
weitung der Indikation der NSAID zur AD-Therapie.

Insgesamt stellen die Cholinesterase-Inhibitoren und Memantin Mittel der
ersten Wahl dar und kommen sowohl in Mono- als auch in der Kombinationstherapie
zum Einsatz (S3 Leitlinie Demenzen der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie vom

November 2009, http://www.dgn.org/images/stories/dgn/leitlinien/ll demenz/Il-

demenz-lang-170210.pdf). Die sogenannten Nootropika spielen dagegen Kklinisch

eine untergerodnete Rolle.

6.5 GENETISCHE URSACHEN DER FAMILIAREN AD

Bei der Suche nach genetischen Faktoren als Ursache fir AD ist es sinnvoll,
zwischen der familidaren und der sporadischen AD zu unterscheiden. Bei den
seltenen familidaren Formen, die mit frihem Krankheitsbeginn vor dem 60. Lebens-
jahr und aggressivem Verlauf einhergehen, sind bis heute drei von Mutationen be-

troffene Proteine beschrieben. Die Mutationen werden autosomal-dominat vererbt:
- Amyloid Precursor Protein (APP) auf Chromosom 21;
- Prasenilin-1-Gen auf Chromosom 14;

- Prasenilin-2-Gen auf Chromosom 1.
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6.5.1 Amyloid Precursor Protein

Wie bereits oben beschrieben entwickeln Menschen mit Down-Syndrom um
das 40. Lebensjahr klinische Zeichen einer Demenz mit ahnlichen Veranderungen
des Hirnparenchyms wie AD-Erkrankte (Oliver and Holland, 1986). Sie haben
krankheitsbedingt eine zusatzliche Kopie des Chromosoms 21, welches auch das
Gen fur APP kodiert.

Es sind mehrere Mutationen des APP beschrieben — sie werden nach der Na-
tionalitédt der betroffenen Familie benannt. So ist z.B. die ,Swedish Mutation“ an
Aminosaure KM670/671NL mutiert (Mullan et al., 1992a). Obwohl die APP-Mutatio-
nen aulderst selten sind — etwa 20 Familien weltweit — haben sie groRe Bedeutung

fur die Entwicklung von Tiermodellen gehabt (siehe oben).

6.5.2 Présenilin 1

1992 wurde der Zusammenhang zwischen ,early-onset familiarer AD und
einer Mutation auf Chromosom 14 beschrieben (Mullan et al., 1992b, Schellenberg et
al., 1992). Sherrington klonierte 1995 das betroffene Gen S182, das heute Prasenilin
1 (PS1) genannt wird (Sherrington et al., 1995). Bis dato sind 94 PS1-Mutationen in
Familien unterschiedlicher ethnischer Zugehorigkeit beschrieben worden (aktuelle
Ubersicht auf www.alzforum.org). Der Krankheitsbeginn liegt zwischen 35-55 Jahren,
die Krankheitsdauer bis zum Tod ist mit etwa sechs Jahren eher kurz. Patienten mit

PS1-Mutationen haben folglich eine besonders schlechte Prognose.

6.5.3 Présenilin 2

Eine systematische Genom-Untersuchung von acht Familien wolgadeutscher
Abstammung flhrte zur Entdeckung einer Mutation eines Gen auf Chromosom 1
(Levy-Lahad et al., 1995b). Wegen ausgepragter Homologie zum Prasenilin 1 wurde
das neu gefundene Gen zunachst als STM 2 (seven transmembrane domain 2) und
spater als Prasenilin 2 (PS2) bezeichnet (Levy-Lahad et al., 1995a, Rogaev et al.,
1995).

Bis heute sind 12 Mutationen des PS2-Gens beschrieben (s. a.
www.alzforum.org). Neben den wolgadeutschen Familien und ihren Nachfahren gibt
es eine italienische Familie (Tedde et al., 2003) und eine hessische Familie aus dem
Raum Frankfurt (Nikisch et al., 2008) mit dieser Mutation im PS2-Gen. Desweiteren
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wurde bis vor kurzem vermutet, dass Aguste Deter, deren Fall 1907 von Alois Alzhei-
mer beschrieben wurde, die ,wolgadeutsche® N141|-Mutation des PS2-Gens hatte
(Yu et al., 2010). Dieses wurde 2011 von GielRener Forschern widerlegt (Muller et al.,
2011). Die genaue Mutation von Auguste D. bleibt nach Aussage der Forscher wei-

terhin unbekannt.

Das Erkrankungsalter bei dieser Mutation schwankt sehr stark zwischen 40
und 75 Jahren und die Krankheitsdauer liegt bei etwa 7,6 Jahren, was auf eine mil-

dere Verlaufsform als die PS1-assoziierte AD hinweist.

Die physiologischen Funktionen der Prasenilin-Proteine sind vielschichtig.
Zum einen bilden PS1 und PS2 Bestandteile des y-Sekretase Komplexes, der auler
diesen aus Nicastrin, Prasenilin-Enhancer 2 (PEN-2) und Anterior Pharynx-defective
1 (APH-1) besteht (Selkoe and Kopan, 2003). Die y-Sekretase fuhrt den letzten
Schritt bei der AB-Synthese aus (siehe Kapitel 6.7).

Einzelne Prasenilin-Mutationen fihren zu spezifischen neuropathologischen
Veranderungen (Bentahir et al., 2006). Beispielsweise lassen die Mutationen PS1-
G384A und PS2-N141I die absolute Menge von AB konstant, bewirken jedoch eine
signifikante Verschiebung des Verhaltnisses der einzelnen Spaltprodukte zugunsten
von AB1-42 (Scheuner et al., 1996, Citron et al., 1997, Bentahir et al., 2006) — der
toxischeren AB-Spezies (Hardy and Selkoe, 2002).

Desweiteren sind die Praseniline an der Neurotransmitter-Freisetzung aus der
Prasynapse sowie an der Long-term Potentiation beteiligt (Zhang et al., 2009).
Letztere stellt das zellulare Substrat fur Gedachtniskonsolidierung dar (Bliss and
Collingridge, 1993). Erst kurzlich verdichteten sich die Hinweise daflr, dass Prasenili-
ne an der Autophagie beteiligt sind (Lee et al., 2010, Neely et al., 2011). Diese ist ein
intrazellularer Mechanismus, der dem Abbau nichtfunktionierender Organellen sowie
unléslicher Proteinaggregate (wie AB oder hyperphosphoryliertem Tau) dient. Auto-
phagie dient daruberhinaus der zellularen Energiesynthese, so dass es bedingt
durch Energiemangel letztendlich zur Apoptose der betroffenen Nervenzellen kom-

men kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die bis dato beschriebenen erbli-

chen Formen der AD weitere Belege fur die Relevanz der AB-Hypothese liefern. Da-
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bei spielen offensichtlich pathologische Veranderungen des AB-Stoffwechsels eine
mindestens so wichtige Rolle zu wie Punktmutationen der AB-Sequenz. Die Ausein-
andersetzung mit den einzelnen mutationstragenden Familien hat aber noch weitere

Implikationen.

6.5.4 Implikationen der Erforschung familidgrer AD-Formen

Das Interesse an der Erforschung der familiaren AD ist kein rein akademi-
sches. Familien mit einer Mutation bieten ein zahlenmaRig groRes genetisch homo-
genes Studienkollektiv, an dem vor allem die Wirksamkeit praventiver Mal3nahmen
untersucht werden kann. Bisher scheiterten Studien an mangelnder Kooperations-
bereitschaft sowie an geringen Mitgliedszahlen betroffener Familien. Kirzlich begann
in Kolumbien eine grol3 angelegte Studie, an der etwa 5000 Mitglieder einer
erweiterten Familie mit der sogenannten ,Paisa“-Mutation im Prasenilin-1-Gen
(E280A) teilnehmen (Lopera et al., 1997). Das Projekt ist eine internationale Kollabo-
ration von Universitaten und Industrie unter der Aufsicht von Francisco Lopera von
der Universidad de Antioquia in Medellin, der seit den 1980er Jahren mit den betrof-
fenen Familien zusammenarbeitet. Es sind bereits Daten zum Verlauf kognitiver Leis-
tungen publiziert (Acosta-Baena et al., 2011). In Zukunft sind Therapie- sowie Pra-
ventionsstudien geplant, deren Ergebnisse auf alle Alzheimer-Erkrankten ausge-

dehnt werden sollen.

6.6 GENETISCHE URSACHEN DER SPORADISCHEN AD

Uber 99% der Alzheimer-Patienten sind von einer sogenannten sporadischen
AD betroffen (Blennow et al., 2006). Dabei kann es durchaus zu familiarer Haufung
an Erkrankungen kommen. Jedoch treten diese Falle meist jenseits des 65. Lebens-
jahrs auf und der Vererbungmodus ist nicht autosomal dominant. Bei sporadischen
AD-Formen wird nicht von einer monogenetischen Atiologie ausgegangen, sondern
von sogenannten genetischen Assoziationen. In solchen Fallen haben Personen mit
einer bestimmten Isoform eines bestimmten ,Risiko“-Gens ein gegenuber der Nor-
malbevdlkerung deutlich erhdhtes Erkrankungsrisiko. Das relevanteste beschriebene
Risikogen der AD kodiert fur Apolipoprotein E (ApoE) und befindet sich auf Chromo-

som 19.
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6.6.17 ApoE
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Abb. 4 Pathologische Funktionen der ApoE-Isoformen E3 und E4 im Zusammenhang mit
der AD. Darstellung unterschiedlicher Auswirkungen von E3 bzw. E4 im Bezug auf AD-
Pathologien. LDLR= Low Density Lipoprotein Receptor, LPR1=LDLR-related Protein 1.

Quelle: modifiziert nach Bu, 2009

Das ApoE-Gen existiert in drei Allel-Varianten — €2, €3, €4 — und kodiert jeweils
fur drei Plasmaprotein-Isoformen — E2, E3, E4. Diese unterscheiden sich in je einer
Aminosaure an Position 112 oder 158. Physiologisch ist ApoE am Abbau von Trigly-

ceriden beteiligt.

Bestimmte Isotypen von ApoE unterscheiden sich in jeweils einer Aminosaure
und sind mit einem hoéheren Erkrankungsrisiko fur AD assoziiert. So haben Personen
mit ApoE 4-Genotyp (¢4) ein drei- bis vierfach erhdhtes, Personen mit ApoE 2 (£2)
hingegen ein erniedrigtes Erkrankungsrisiko gegenuber der Normalbevdlkerung.
(Corder et al., 1993, Strittmatter et al., 1993, Bu, 2009).

Interessanterweise stellen Corder et al. fest, dass praktisch alle Patienten, die
homozygot fur ApoE4 sind, spatestens im Alter von 80 Jahren eine AD entwickeln
(Corder et al., 1993). Der ApoE4-assoziierte Altersgipfel flr die klinische Manifesta-
tion liegt dabei zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr, womit ApoE4 den wichtigsten
Risikofaktor fur die late-onset AD darstellt (Blacker et al., 1997).
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Im neuronalen Stoffwechsel verstarkt ApoE entweder neurotoxische oder

schwacht die neuroprotektiven Mechanismen im Vergleich zu anderen ApoE-Allelen.

Das ApoE4-Allel und sein erhdhtes Vorkommen in Populationen mit AD — 40%
gegenuber 15% in der Normalbevodlkerung — wurde beim Design von therapeutischen
Studien bericksichtigt. So hat eine Immunisierungsstudie mit dem AB-Antikdrper
.Bapineuzumab“ je einen Studienarm flr ApoE4-Allel Trager und Nichttrager
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00575055).

Homozygote und heterozygote Trager des ApoE4-Allels haben ein gegenuber
einer ApoE4-negativen Person deutlich erhdhtes Risiko an AD zu erkranken. Auf-
grund nachgewiesener negativer Effekte von ApoE4 auf den neuronalen Metabolis-
mus bilden ApoE4-positive AD-Patienten in klinischen Studien ein eigenstandiges
Kollektiv.

6.7 AMYLOID PRECURSOR PROTEIN STOFFWECHSEL

AB stellt ein Spaltprodukt des Amyloid Precursor Proteins (APP) dar und bildet
den Hauptbestandteil unldslicher extrazellularer Plagues im Hirngewebe von AD-Pa-
tienten. Mit den drei sogenannten Sekretasen und unterschiedlichen Spaltprodukten
bildet der APP-Stoffwechsel einen integralen Bestandteil der AB-Pathologie. Die fol-

genden Abschnitte erlautern die Grundzlge dieses Stoffwechsels.

6.7.1 AB ist ein Spaltprodukt des APP

Das Transmembranprotein APP wird von zahlreichen Geweben des menschli-
chen Organismus exprimiert (Tanzi et al., 1987). Seine einzelnen Funktionen sind
weitgehend ungeklart. In den Neuronen kommt es jedoch vor allem im Bereich der
Synapse vor, wo es an Synapsenbildung und synaptischer Plastizitat beteiligt ist
(Turner et al., 2003, Priller et al., 2006). In den einzelnen Geweben werden unter-
schiedliche Isoformen von APP exprimiert (Tanzi et al., 1987). Diese entstehen durch
alternatives RNA-Splicing (Ponte et al., 1988, Kosik, 1992), wobei Neurone neben
dem 751 Aminosauren langen APP751 auch das kurzere APP695 exprimieren
(Matsui et al., 2007). APP wird auf Chromosom 21 codiert, weswegen das Hirnparen-
chym von etwa 40-jahrigen Patienten mit Down-Syndrom ebenfalls erhdhte Ap-

Spiegel aufweist (Masters et al., 1985). Die Prozessierung von APP zu AB erfolgt
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durch Sekretasen. Diese stellen eine heterogene Gruppe von Proteasen dar, die in

a-, B-, und y-Sekretase eingeteilt werden.

Das 38 bis 43 Aminosauren lange AB-Peptid hat eine Masse von 4,2 bis 4,5
kDa. Seine Aminosauresequenz beginnt bei Aminosaure 590 von APP und liegt da-
bei mit dem N-terminalen Ende im Extrazellularraum. Der C-terminale Anteil des
Peptids liegt innerhalb der Zellmembran, wo es nur von einer besonderen Klasse von
Proteasen gespalten werden kann. Dieser Klasse der intramembrands spaltenden
Proteasen gehort die y-Sekretase an (Beel and Sanders, 2008). Die a- und B-Sekre-
tase schneiden hingegen aulerhalb der Membran, wobei die B-Sekretase am Anfang
der AB-Sequenz spaltet und dadurch das Peptid bildet. Im Gegensatz dazu spaltet
die a-Sekretase APP nach Aminosaure 16 der AB-Sequenz und verhindert dadurch
die AB-Synthese (siehe Abb.). Anhand der Tatsache, ob AR entsteht oder nicht,
werden bei der Proteolyse durch die a- und B-Sekretase zwei Kaskaden unterschie-
den — die amyloidogene und nicht-amyloidogene Kaskade. Am Anfang der nicht-

amyloidogenen Kaskade steht die a-Sekretase. Die B-Sekretase leitet die amyloido-

Nicht-amyloidogene Kaskade

™

671

APP AB
a-Sekretase

sAPPa c83

y-Sekretase

711/
713

| | |

p3 AICD

Abb. 5 Nicht-amyloidogene Kaskade der APP-Prozessierung. Das Transmembran-protein APP
wird durch die a-Sekretase an Aminosaure 687 (16. Aminosaure der AB-Sequenz) proteolysiert.
Dabei entstehen das N-terminale Fragment sAPPa sowie ¢83. Nach anschlielender Proteolyse
durch die y-Sekretase entstehen aus c83 die C-terminalen Fragmente p3 und AICD. Anmerkung:

TM bezeichnet den Transmenbran-Abschnitt von APP. Quelle: modifiziert nach Selkoe, 1998
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gene Kaskade ein. Die y-Sekretase schliel3t jeweils beide Stoffwechselwege ab.

Bei der nicht-amyloidogene Kaskade wird die AB-Synthese verhindert, weil die
a-Sekretase APP innerhalb der AB-Sequenz proteolysiert. Dabei wird die extrazellu-
lare Domane (sog. Ektodomane) von APP abgespalten (Lichtenthaler, 2006, 2011b).
Diese wird als sAPPa (soluble APPa) bezeichnet und ist der langere extrazellulare N-
Terminus des Proteins. Sie wird bei diesem sogenannten ,Ectodomain Shedding® in
den Extrazellularraum entlassen (Lichtenthaler, 2006). In der Zellmembran verbleibt
das C-terminale Fragment ¢83 (auch a-C-terminales Fragment genannt). Nach an-
schliellender Spaltung durch die y-Sekretase wird aus c83 das nicht pathogene
Fragment P3 (AR 17-42) in den Extrazellularraum sezerniert (Vassar et al., 1999); in

der Zellmembran verbleibt das sogenannte AICD (intracellular domain of APP).

Wie die nicht-amyloidogenene lauft auch die amyloidogene Kaskade sowohl
an der Zellmembran als auch innerhalb der Zelle an Endosomen, dem endoplasmati-

schem Retikulum und dem Golgi-Apparat ab (Haass et al., 1992, Annaert et al.,
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Abb. 6 Amyloidogene Kaskade der APP-Prozessierung. Das Transmembranprotein APP wird
durch die B-Sekretase an Aminosaure 671 (erste Aminosaure der AB-Sequenz) proteolysiert.
Dabei entstehen das N-terminale Fragment sAPPB sowie ¢99. Nach anschlieliender Proteolyse
durch die y-Sekretase entstehen aus c99 die C-terminalen Fragmente AR und AICD. Anmerkung:

TM bezeichnet den Transmenbran-Abschnitt von APP. Quelle: modifiziert nach Selkoe, 1998
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1999). Die B-Sekretase fuhrt bei der amyloidogenen Kaskade den ersten Proteolyse-
schritt aus. Das Enzym kommt neben der Zellmembran auch in der Membran von
Endosomen vor (Chyung and Selkoe, 2003, Kinoshita et al., 2003). Die Schnittstelle
der B-Sekretase (Aminosaure 671) liegt 16 Aminosauren weiter von der Zellmembran
entfernt als die a-Sekretase (Aminosaure 687). Somit entsteht zunachst das I6sliche
sAPPf als N-terminales Fragment. Als C-terminales Fragment verbleibt c99 (B-CTF)
in der Zell-/ Endosomenmembran. Die nachfolgende Spaltung von c99 durch die y-
Sekretase entlasst AB aus der Membran. Wie schon bei der nicht-amyloidogenen

Kaskade bleibt wiederum AICD in der Membran zurtck.

Im Zuge beider Kaskaden wird APP in drei unterschiedlich grof3e Peptide
proteolysiert. Diese Peptide sind jeweils ein I0sliches N-terminales Peptid (sAPPa
oder sAPPp) ein kurzes ,Zwischenstuck® (P3 oder AB) sowie das in der Zellmembran
verbleibende C-terminale Peptid AICD. sAPPa und P3 entstehen dabei nur bei der
nicht-amyloidogenen Kaskade. sAPP und AB sind Endprodukte ihres amyloidoge-
nen Pendants. AICD ist schlieRlich die gemeinsame Endstrecke. Das nachste Kapitel

erlautert die bisher bekannten Funktionen der einzelnen APP-Fragmente.

6.7.2 Physiologische Funktionen von APP und seinen Fragmenten
Trotz intensiver Bemuhungen ist bisher insgesamt wenig Uber die physiologi-
schen Funktionen von APP oder seinen Fragmenten bekannt. In vitro und in vivo-

Modelle dienen dem Gewinn von Erkenntnissen Uber die einzelnen Funktionen.

In in vitro-Modellen beeinflusst Amyloid Precursor Protein (APP) Synapsen-
zahl und Funktion an kultivierten Neuronen (Priller et al., 2006). In vivo zeigt sich
interessanterweise, dass APP-Knockout-Mause lebensfahig sind und kaum Veran-
derungen im Phanotyp im Vergleich zu Wildtyp-Mausen zeigen. Beschrieben ist bei
solchen Tieren lediglich eine verschlechterte Long-Term Potentiation (siehe Kapitel
6.5.3) (Phinney et al., 1999, Matsuyama et al., 2007), die aber ebenso bei Mausen

mit APP-Uberexpression zu beobachten ist (Matsuyama et al., 2007).

Ob AP eine physiologische Funktion hat, ist umstritten. Plant et al. haben be-
obachtet, dass erniedrigte AB-Konzentrationen einen negativen Effekt auf das Uber-
leben von Neuronen haben (Plant et al., 2003). Desweiteren wurde ein negativer Ef-
fekt von AB auf die Aktivierbarkeit von Synapsen beschrieben (Kamenetz et al.,

2003). Im Marz 2010 wurde eine Arbeit publiziert, die dem Peptid eine membranolyti-



Effekte von CNI-1493 auf mikroglidre und neuronale Zellen 35

sche Funktion bei der unspezifischen Abwehr von Erregern zuschreibt (Soscia et al.,
2010). Das wiirde laut den Autoren fiir eine Alzheimer-Atiologie sprechen, bei der In-

fektionen einen Trigger darstellen wirden (Kamer et al., 2008).

Die N-terminalen Fragmente sAPPa (soluble Amyloid Precursor Protein a) und
sAPPB zeigen dariiberhinaus gegenséatzliche Effekte auf das Uberleben von Neuro-
nen. sSAPPa werden dabei neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben (Araki et al.,
1991). In neuronalen Kulturen ist es in der Lage, Neuriten-Wachstum zu stimulieren
(Ohsawa et al., 1997) — ein Effekt, der sich auch in vivo zeigen liel} (Roch et al.,
1994). Neben diesem rein morphologischen gibt es auch eine funktionelle Wirkung
des Peptids. So zeigten mit sAPPa behandelte Tiere nach Scopolamin-induzierten
Lernstérungen bessere mnestische Leistungen als unbehandelte Kontrolltiere
(Meziane et al., 1998). Ein weiterer wichtiger Aspekt von sAPPa ist, dass durch seine

Bildung der AB-Synthese Substrat entzogen wird.

Im Gegensatz zu sAPPa ist sAPPJ als Ligand am sogenannten DR6 (Death
Receptor 6) zytotoxisch. Dabei fuhrt ein Entzug von trophischen Faktoren bei Neuro-
nen zu einer Erhéhung der Konzentration von sAPP[ im Extrazellularraum. Dort bin-
det das durch die B-Sekretase gespaltene APP-Fragment an den DR6 und ruft neu-

ronalen Zelltod hervor (Nikolaev et al., 2009).

Beim P3 ist keine physiologische Funktion bekannt. Obwohl es definitionsge-
mafl im Rahmen der nicht-amyloidogenen Kaskade entsteht, ist P3 als Bestandteil
von Amyloid-Plaques beschrieben (Higgins et al., 1996). Desweiteren ruft es in vitro

an Neuronen Apoptose hervor, jedoch nicht in dem MalRe wie AB (Wei et al., 2002).

Das aus der Spaltung durch die B-Sekretase hervorgehende C-terminale Frag-
ment (B-CTF) stort die Endosomen-Funktion (Jiang et al., 2010). Da die Endozytose
eine wichtige Rolle bei der neuronalen Homoostase und Wachstum spielt, steigert 3-
CTF die Vulnerabilitat von Neuronen (Nixon, 2004).

Das 55-57 Aminosauren lange AICD ist der intrazellulare Teil des APP und
entsteht aus a- oder B-CTF nach Proteolyse durch die y-Sekretase. Es ist ein unter
physiologischen Bedingungen ein Transkriptionsfaktor (Cao and Sudhof, 2001). Des-
weiteren ist das Peptid moglicherweise an Apoptose, der Dynamik des Zytoskeletts

sowie an der Neuroinflammation beteiligt (Chang and Suh, 2010).
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Zusammenfassend bleibt Jahre nach seiner Entdeckung A das am besten er-
forschte Spaltprodukt von APP. Von den weiteren Peptiden hat sAPPa ein intensives
Interesse erfahren. Grund daflr sind seine neuroprotektiven Eigenschaften sowie die
Tatsache, dass die Aktivierung der nicht-amyloidogenen Kaskade die Synthese von
AB unterdruckt.

6.7.3 Konformationen von AB und ihre Wirkung auf die Toxizitét

AB besteht aus 39-43 Aminosauren und zeigt in walriger Losung eine starke
Aggregationstendenz (Hilbich et al., 1991). Fur seine pathologische Wirkung ist die
raumliche Konformation von entscheidender Bedeutung. Das Spektrum geht dabei
von l6éslichen Monomeren und Oligomeren bis hin zu unléslichen héheren Oligome-
ren und Fibrillen (Selkoe, 2002b). Nach aktuellem Wissensstand sind |6sliche Oligo-
mere diejenige AB-Konformation, die in vivo fur Stérungen der Synapsenfunktion
verantwortlich ist (Cleary et al., 2005, Minano-Molina et al., 2011). Vor allem lang-
kettige AB mit Uber 42 Aminosauren haben eine erhdhte Aggregationstendenz
(Snyder et al., 1994). Passend zu diesem Befund wird bei familiaren AD-Formen eine
verstarkte Bildung langerkettiger AR-Peptide beobachtet — beschrieben als zuneh-
mende AR 42/40-Ratio (Iwatsubo et al., 1994, Suzuki et al., 1994a).

Da, wie eingangs ausgefuhrt, im ZNS von AD-Patienten Amyloid-Plaques
gefunden wurden, wurde zunachst davon ausgegangen, dass diese neurotoxisch
seien (Lorenzo and Yankner, 1994). Plaques sind in neuritische und diffuse Plaques
eingeteilt worden. Diesen sind jeweils spezifische Eigenschaften zugeschrieben wor-
den. In den letzten 10 Jahren sind Plaques bzgl. ihrer neurotoxischen Eigenschaften
in den Hintergrund getreten und I6sliche ABR-Oligomere als toxische Spezies zuneh-
mend in den Fokus der Forschung geraten (Lambert et al., 1998, Walsh et al., 2002,
Lesne et al., 2008). Diese hatten zunachst unterschiedliche Bezeichnungen, wie z.B.
ADDL (Ap-derived diffusible ligands) (Lambert et al., 1998), mittlerweile werden sie
weitgehend einheitlich als ,soluble oligomers® (deutsch: I6sliche Oligomere) bezeich-

net.

Fur die Erforschung der Oligomer-Effekte sind sehr viele unterschiedliche
Aggregations-Protokolle etabliert. Diese Tatsache erschwert die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen untereinander. Fir diese Dissertation
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wurde ein von Rakez Kayed etabliertes Oligomerisierungs-Protokoll (Kayed et al.,

2004) in leicht modifizierter Form benutzt.

6.8 MIKROGLIA

Die Mikroglia-Zelle ist ein wichtiger Bestandteil der Immunabwehr des ZNS.
Mikroglia werden nach ihrem Entdecker auch als Hortega-Zellen bezeichnet (Rio-
Hortega and Penfield, 1927). Sie stellen den gréf3ten Anteil an residenten Makropha-
gen des zentralen Nervensystems dar. Weitere gewebestandige Makrophagen-Spe-
zies des ZNS sind u.a. perivaskulare oder meningeale Makrophagen. Mikroglia bil-
den die erste Stufe der Abwehr gegen Gewebeschaden und Infektionen und sind da-

her fur die intrazerebrale Immunabwehr essentiell.

Die Morphologie der einzelnen Mikroglia-Zelle hangt von der Prasenz von
Pathogenen ab. Unter nicht-pathologischen Bedingungen suchen Mikroglia mit weit
verzweigten hochbeweglichen Fortsatzen die Umgebung nach Milieuveranderungen
und Pathogenen ab (Nimmerjahn et al., 2005). Werden solche erkannt, gehen
Mikroglia in einen ,aktivierten“ Zustand Uber (Mosser and Edwards, 2008). Dieser
geht morphologisch mit einer Verklumpung der Fortsatze und Hypertrophie des Zell-

korpers einher.

Auch funktionell unterscheidet sich die aktivierte Mikroglia grundlegend von
der ruhenden Zelle. Es wird eine Vielzahl von spezifischen Genen exprimiert, die
unter anderem Zytokine, Chemokine und Oberflachenrezeptoren kodieren. Zytokine
dienen dabei der Initiierung und Aufrechterhaltung von Inflammation, Chemokine rek-
rutieren weitere Immunzellen und die Oberflachenrezeptoren leiten regulatorische
Signale ins Zellinnere (O'Shea and Murray, 2008, Soehnlein and Lindbom, 2010).
Aulerdem sind aktivierte Mikroglia in der Lage, Erreger abzutdéten sowie durch
Phagozytose die Integritat des Ausgangsmilieus wiederherzustellen (Soehnlein and
Lindbom, 2010).

Wie bei anderen gewebestandigen Makrophagen wird bei der Mikroglia ein Ur-
sprung aus Knochenmarksstammzellen angenommen. Beim Feten werden in den
Schwangerschaftswochen 12-15 erstmals Zellen mit mikroglialen Oberflachen-
strukturen beobachtet (Rezaie et al., 2005), diese entstammen der Leber und sind
somit mesenchymalen Ursprungs. Es kdnnen zwar lebenslang Mikroglia aus der

Peripherie rekrutiert werden (Hickey and Kimura, 1988). Jedoch wird ein Grolteil der
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Mikroglia durch asymmetrische Zellteilung von ZNS-standigen myeloiden Vorlau-
ferzellen gebildet (Ransohoff and Perry, 2009). Diese sind wahrend der Embryoge-
nese ins ZNS eingewandert und halten durch eine langsame Teilungsrate die Zahl
der Mikroglia lebenslang aufrecht (Lawson et al., 1992, Ransohoff and Perry, 2009).
Asymmetrische Zellteilung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass nach der
Teilung eine Stammzellen und eine differenzierte Zelle vorliegt (Morrison and Kimble,
2006).

Die Eigenschaften der Mikroglia lassen ihr in der AD-assoziierten Neurodege-
neration sowohl eine protektive als auch eine schadigende Rolle zukommen. So ist
sie einerseits in der Lage, apoptotische Zellen aufzusplren und zu phagozytieren
(Koizumi et al., 2007, Fuller and Van Eldik, 2008). Damit ist eine Wiederherstellung
der morphologischen und funktionellen Integritat des Milieus moglich. Desweiteren
wird Uberschussig produziertes AB dem Extrazellularraum und damit seiner zytotoxi-
schen Wirkung entzogen. Auf der anderen Seite erhalt aktivierte Mikroglia den Zu-
stand der Neuroinflammation aufrecht. Hierbei liegen chronisch erhdhte Spiegel pro-
inflammatorischer Faktoren vor, was die Neurodegeneration zusatzlich beglnstigt
(Griffin et al., 1989).

Es gibt zahlreiche weitere Theorien zur Wirkung von Mikroglia in der Pathoge-
nese der AD. Eine Hypothese besagt, dass eine Seneszenz der Mikroglia eintritt. Im
Zuge des hohen Zellalters kommt es dabei zu einer gestérten Mikroglia-Funktion,
was zur Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen beitragen kann (Conde
and Streit, 2006).

Nach aktuellem Wissensstand ist der Beitrag der Mikroglia zur Entstehung der
AD schwierig zu quantifizieren. Letztendlich ist ein starker Verlust von Neuronen fur
den Krankheitsausbruch verantwortlich. Kritiker berufen sich auf Publikationen, die
zeigen, dass neuronaler Zelluntergang auch in Mikroglia-depletierten AD-Mausmo-
dellen zu beobachten ist (Grathwohl et al., 2009). Beflrworter einer tragenden Rolle
der Mikroglia verweisen auf das Konzept der Neuroinflammation, das im Folgenden

erlautert wird.

6.9 NEUROINFLAMMATION

Der Begriff der Neuroinflammation bezeichnet eine reaktive chronische Akti-

vierung und Proliferation von Gliazellen, die dauerhaft zu erhéhten Konzentrationen
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proinflammatorischer Effektoren im ZNS fuhrt (Streit, 2006). Als Ausléser kommen
unterschiedliche Mechanismen infrage. So wird eine neuroinflammatorische Kompo-
nente bei zahlreichen Pathologien des ZNS beobachtet, wie bei der AD, dem Morbus
Parkinson oder auch in Folge eines Schlaganfalls (Streit et al., 2004). Die dauerhafte

Veranderung des ZNS-Milieus beeintrachtigt dabei die neuronale Funktion.

Bereits 1989 wurde erkannt, dass aktivierte Mikroglia nicht nur ein Epiphano-
men der AD darstellt, sondern dass sie auch selbst zur Neurodegeneration beitragen
kann (Griffin et al., 1989). Zusatzlich gibt es Hinweise auf eine erniedrigte Pravalenz
von AD bei Patienten, die chronisch NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs)
einnehmen (Weggen et al., 2007). Wie oben ausgefuhrt, zeigen NSAID bei AD-
Patienten allerdings in prospektiven Studien keine Wirksamkeit (Etminan et al., 2003,
Weggen et al., 2007, Vlad et al., 2008).

Das alteste Modell der experimentell auslésbaren Neuroinflammation ist die
.Experimentelle Allergische Enzephalomyelitis“ als Modell der Multiplen Sklerose.
Eine akute Entzindung geht dabei mit der Ausschittung sogenannter damage-
associated molecular pattern molecules (DAMP) einher. Solche Molekile liegen un-
ter physiologischen Umstanden nur im Zellinnern vor oder bilden Bestandteile der
Zellmembran. Ein extrazellulares Vorkommen ist Folge gestorter Zellintegritat. Unter
anderem handelt es sich dabei um Hitze-Schock Proteine, oxidierte Lipide, DNA und
ATP (Bianchi, 2007). Zielstrukturen von DAMPs sind Oberflachenrezeptoren von
Makrophagen wie z.B. Scavenger-Rezeptoren und Toll-like-Rezeptoren, die von ge-

webestandigen Mikroglia exprimiert werden.

Im Fall der AD ist aggregiertes AB der wichtigste Ausldser der chronischen
EntzGndungsreaktion. Durch die Aktivierung von Scavenger- und Toll-like Rezepto-
ren kommt es zu einer chronischen Entziindungsreaktion (Bamberger et al., 2003,
Fassbender et al., 2004, Udan et al., 2008). Zusatzlich sind Ap-Oligomere aufgrund
ihrer amphiphilen Eigenschaften in der Lage, die Integritat einer Lipiddoppelschicht,
wie der Zellmembran, zu stéren (Ambroggio et al., 2005, Last et al., 2011). So
geschadigte Zellen schitten zusatzlich DAMPs aus und verstarken damit den Pro-
zess der Neuroinflammation (Akiyama et al., 2000). SchlieBlich gibt es Hinweise da-

rauf, dass bei der AD die mikrogliare Phagozytose eingeschrankt ist (von Bernhardi
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et al., 2007). Das fuhrt zur Persistenz des auslosenden Reizes und zu einer Chro-

nifizierung des inflammatorischen Prozesses.

Es ist umstritten, ob Neuroinflammation zu kognitiven Einschrankungen fuhrt.
So stellt eine Studie fest, dass Tiere drei Monate nach einer Sepsis mnestische Sto-
rungen und eine Reduktion kortikaler cholinerger Verschaltungen aufwiesen
(Semmler et al., 2007). Eine weitere Gruppe beobachtete nach Behandlung von Rat-
ten mit Endotoxin das Auftreten der neuropathologischen Merkmale einer AD wie die
hippokampale Neurodegeneration sowie mnestische Stérungen (Hauss-Wegrzyniak
et al., 1998a). Auf der anderen Seite beschreiben mehrere Studien eine Reduktion
von Amyloid-Plaques durch zentrale inflammatorische Zustande (Shaftel et al.,
2007b, Chakrabarty et al., 2010).

Die Kausalitat zwischen Neuroinflammation und AD ist nicht abschlieend ge-
klart. Zwar wurde das gleichzeitige Vorliegen von AD und Neuroinflammation festge-
stellt. Das ist aber auch bei zahlreichen anderen ZNS-Pathologien der Fall. Prospek-
tive Studien mit NSAID zeigten keine klinische Besserung bei AD-Patienten unter
anti-inflammatorischer Therapie (Bentham et al., 2008). Die genaue Rolle der Neu-

roinflammation bleibt deshalb weiterhin offen.

6.10 MAP KINASE-INHIBITOR CNI-1493

Bei CNI-1493 handelt es sich um ein synthetisch erzeugtes Guanylhydrazon.
Dieses ist urspringlich als kompetitiver Inhibitor fir den Zytokin-induzierten Arginin-
Transport in Makrophagen entwickelt worden (Bianchi et al., 1995). Ziel der Entwick-
lung ist es gewesen, einen Wirkstoff herzustellen, der zwar die zytotoxische NO-Syn-
these von Makrophagen hemmt, dabei jedoch die regulatorische NO-Synthese — zum
Beispiel die der Endothelzellen von Blutgefalen — unbeeinflusst lasst. Wahrend der
Versuche ist aufgefallen, dass CNI-1493 Versuchstiere vor der tddlichen Wirkung
von Endotoxin schutzt. Dieser Effekt ist bei Dosen zu beobachten gewesen, die deut-
lich unter der Wirkungsdosis fur die NO-Synthesehemmung liegen. Eine Analyse der
Zytokinprofile proinflammatorischer Zytokine — TNF-qa, IL-1, IL-6, IL-8, MIP-1a, MIP-
18 — hat eine erniedrigte Ausschittung bei zunehmenden Dosen von CNI-1493 erge-
ben (Bianchi et al., 1996).
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Die beschriebenen CNI-1493-Effekte sind makrophagenspezifisch und lassen
sich nicht an T-Lymphozyten auslésen (Bjork et al., 1997). Desweiteren sind sie zyto-
kinspezifisch, da beispielsweise anti-inflammatorische Zytokine, wie TGF-f, nicht be-
einflusst werden (Cohen et al., 1996).

Growth Factors, Stress, GPCR,
Mitogens, GPCR Inflammatory Cytokines,
l Growth Factors
A-Raf,
B-Raf, c-Raf,
Mos, Tpl2

p38 MAPK
o

-0-0-
A0-9-
608

Growth, Inflammation,
Differentiation, Apoptosis, Growth,
Development Differentiation

Abb. 8 MAP-Kinase Signalwege. Es sind drei MAPK-Stoffwechselwege beschrieben, die
Ublicherweise nach dem Endglied der Kette, d. h. der eigentlichen MAP-Kinase, benannt werden.
Alle drei Signalwege werden durch CNI-1493 beeinflusst. Quelle: modifiziert nach

http://www.cellsignal.com/reference/pathway/images/MAPK Cascades.jpg

Der Wirkmechanismus bei der Erniedrigung der Spiegel von TNFa scheint
posttransskriptionell zu liegen, weil TNFa-mRNA nicht beeinflusst wird (Cohen et al.,
1996). Es wurde gezeigt, dass CNI-1493 die Phosphorylierung und dadurch die
Aktivierung von p38 (HOG1/stress-activated protein kinase 1l) (Cohen et al., 1997)
und p54 (c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase 1) blockiert (Hunt et
al., 1999). Zudem ist c-Raf ein direktes Zielmolekul von CNI-1493, nicht aber b-Raf
(Lowenberg et al., 2005). Damit inhibiert CNI-1493 die drei MAPK (Mitogen activated
protein kinase) Signalwege p38, JNK 1,2,3 und ERK 1/2.

CNI-1493 wurde bei der Behandlung chronisch entzindlicher Zustande unter-
sucht. In Mausen war es bei letaler Endotoxamie (Bianchi et al., 1995) sowie bei der

experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) wirksam (Martiney et al.,
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1998). Zur Behandlung des Morbus Crohn wurde CNI-1493 in klinischen Studien in
Phase | und Il getestet (siehe http://clinicaltrials.gov). Diese wurden jedoch nicht wie-
tergefuhrt (Dotan et al., 2010).

In unserer Arbeitsgruppe ist CNI-1493 bereits an Tiermodellen der AD unter-
sucht worden (Bacher et al., 2008). Nach dem derzeitigen Kenntnisstand wirkt es so-
wohl durch eine Hemmung der inflammatorischen Kaskade als auch durch eine Inter-
aktion mit AB. In vitro lasst sich die Interaktion von CNI-1493 und AB-Peptiden nach-
weisen, bei der es zur Veranderung von AB-Oligomeren und —Fibrillen kommt. In vivo
konnte gezeigt werden, dass CNI-1493 die Anzahl von Amyloid-Plaques reduziert.
Gleichzeitig verbessert sich unter der Behandlung signifikant die Gedachtnisleistung
der Versuchstiere. Aulerdem wird die durch AB-induzierte Aktivierung der Caspasen
6 und 12, sowie die Cytochrom c-Ausschuttung und die Hochregulation von p53
durch CNI-1493 reduziert. Auch die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine
durch Mikroglia wird in Anwesenheit von CNI-1493 unterdrtckt, wodurch es zu einer
Verminderung der durch die Entzindungsreaktion hervorgerufenen neuronale Scha-

digung kommt.

Synonyme:

* N,N-bis[3,5-bis[N-(diaminomethylidenamino)-C-methyl-carbonimidoyl]
phenyl]-decandiamid-tetrahydrochlorid

* Decandiamid,N,N-bis(3,5-bis(1-((aminoiminomethyl)hydrazono)

ethyl)phenyl)-tetrahydrochlorid

* N,N-Bis(3,5-bis(1-((aminoiminomethyl)hydrazono)ethyl)phenyl)

decandiamid-tetrahydrochlorid
* Semapimod tetrahydrochlorid
* CNI-1493
* AXD 455
CAS Nummer:164301-51-3

Molekulare Summenformel: C34Hs6CIsN1802
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Abb. 7 Strukturformel von CNI-1493

6.11P2Y2-REZEPTOREN
Der P2Y2-Rezeptor (P2Y2R) ist ein Protein G4 gekoppelter purinerger Rezep-

tor. Er wird von zahlreichen Geweben des menschlichen Organismus exprimiert, wo-
bei er im ZNS sowohl auf Neuronen als auch auf Gliazellen nachgewiesen werden
kann (Peterson et al., 2010). Interessanterweise ist der Rezeptor sowohl an der Ver-

arbeitung inflammatorischer Reize als auch an der Prozessierung von APP beteiligt.

1970 sind erstmals Hinweise auf purinerge Rezeptoren gefunden worden.
Dabei hat ATP (Adenosintriphosphat) sogenannte NANC Nerven (non-adrenergic,
non-cholinergic) auf der glatten Darmmuskulatur stimuliert (Burnstock et al., 1970).
Heute ist sowohl die synaptische Ausschuttung von Nukleotiden als auch die Familie
der P1- und P2-Rezeptoren intensiv erforscht (Burnstock, 2008). Die Einteilung der
Rezeptoren erfolgt nach pharmakologischen Gesichtspunkten. Adenosin aktiviert P1-
Rezeptoren, wahrend ADP und ATP Agonisten an P2-Rezeptoren sind. Zusatzlich
werden die P2-Rezeptoren in P2X (ionotrope) und P2Y (metabotrope) Rezeptoren
eingeteilt (Burnstock, 2009).

Unser Interesse wurde 2009 auf purinerge Rezeptoren gelenkt, nachdem eine

Arbeit gezeigt hatte, dass der neuronale P2Y2R zum einen inflammatorisch reguliert
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ist. Zum anderen ist dieser Rezeptor durch Aktivierung der a-Sekretase in der Lage,
die nicht-amyloidogene Kaskade der APP-Prozessierung hochzuregulieren (Kong et
al., 2009).

Agonisten des Protein G4-gekoppelten P2Y2R stimulieren uber die Phospholi-
pase C die Bildung von Inositol1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
(Weisman et al., 1999). Diese setzen Kalzium aus intrazellularen Speichern frei und
aktivieren die Proteinkinase C (PKC). Neben der Aktivierung der nicht-amyloidoge-
nen APP-Prozessierung steuert der Rezeptor die Zellmigration (Bagchi et al., 2005).
Desweiteren reguliert er die Phosphorylierung von EGFR (Epidermal Growth Fac-
tor Receptor), der ERK1/2- (extracellular-signal-regulated Kinase) sowie der p38-
MAPK. EGFR beeinflusst im ZNS neuronales Uberleben, ERK1/2- und p38-MAPK
beeinflussen die Proliferation und Apoptose von Astrozyten (Wagner et al., 2006,
Washburn and Neary, 2006, Burgos et al., 2007). Diese Vorgange steuern gliale An-
passungsvorgange im Zuge inflammatorischer Veranderungen des ZNS-Gewebes.
Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-13 (IL-1B), Interferon y sowie Tumor
Nekrose Faktor a (TNFa) sind in der Lage P2Y2R hochzuregulieren (Peterson et al.,
2010). Bei primaren kortikalen Neuronen flhrt eine Stimulation mit IL-18 zur Hoch-
regulation von P2Y2R und spater zur Aktivierung der a-Sekretase und damit der

nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung (Kong et al., 2009).

P2Y2R ist eine Gruppe von Rezeptoren, die unter inflammatorischen Bedin-
gungen hochreguliert werden. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren flhrt zur Hoch-
regulation der nicht-amyloidogenen Kaskade der APP-Prozessierung. Dabei entsteht
vermehrt neuroprotektiv wirksames sAPPa. Desweiteren werden unterschiedliche
Stoffwechselwege aktiviert, die das Uberleben von Neuronen sowie Proliferation und
das Uberleben glialer Zellen steuern. Diese Eigenschaften machen den P2Y2R zu

einem potenziellen Ziel bei der Therapie der AD.
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7 FRAGESTELLUNG
Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Effekte der Behandlung mit A und CNI-1493

auf primare murine Neurone und Mikroglia charakterisiert werden. Zahlreichen Pub-
likationen zufolge hat AB zytotoxische und proinflammatorische Effekte auf Zellen
des zentralen Nervensystems. Diese Tatsache fuhrte im Vorfeld der Versuche zur

Formulierung folgender Fragestellungen:

1. In welchem Ausmal} ist eine Behandlung mit AR toxisch auf primare murine

Neurone und Mikroglia?

2. Hat eine Vorbehandlung mit CNI-1493 positive Effekte auf eine nachgewie-

sene AB-Toxizitat?

3. Fuhrt die Behandlung mit AB zu einer vermehrten mikroglialen Ausschittung
der Zytokine TNFa, IL-6, IL-1B sowie IL-10 und beeinflusst eine Vorbehand-
lung mit CNI-1493 die Ausschittung der oben genannten Zytokine?

4. Hat die Behandlung mit AR oder CNI-1493 einen Effekt auf die Expression
des purinergen P2Y2-Rezeptors, der unter inflammatorischen Verhaltnissen

hochreguliert wird?
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8 MATERIAL UND METHODEN

8.1 ZELLKULTUR

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden an einer Sterilbank durchgefuhrt. Vor
jedem Arbeitsgang wurden die Arbeitsflachen mit 70% Ethanol gereinigt. Als Ver-
brauchsmaterialien wurden hitzesterilisierte Glasgerate und -gefalte und steril erwor-
bene Plastikmaterialien verwendet. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Zell-
kulturbrutschrank bei 37°C in feuchter Atmosphare mit 5% COa,.

8.1.1 Polyethylenimin (PEI)-L6sung

Vor der Inkubation primarer Zellen in Multiwell Zellkulturplatten wurden diese
24 h bei 36°C mit Polyethylenimin (PEI) beschichtet. Zur Herstellung einer PEI-L6-
sung wurde 14,4 g BORAX (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) abgewogen
und in 800 mL sterilem Wasser geldst. Der pH-Wert der Lésung wurde auf 8,3 einge-
stellt. AnschlieBend wurde diese mit sterilem Wasser auf 1000 mL aufgefullt. Unter
standigem Ruhren wurden nun 4 g Polyethylenimin (PEI, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) zugefiugt. Mit Hilfe eines Magnetruhrers wurde die Lésung 30 min rlh-

ren gelassen und anschlieRend steril filtriert.

Die PEI-Lésung wurde bei 4°C gelagert und vor Gebrauch nochmals steril
filtriert. Bei der Beschichtung von Multiwell Zellkulturplatten war vor allem darauf zu

achten, dass der Flussigkeitsfilm den gesamten Boden der einzelnen Wells bedeckte.

8.1.2 Primére Zellen
Es wurden primare neuronale und mikrogliale Zellkulturen aus Swiss Webster
(CFW®) Mausen am Embryonaltag E13 isoliert. Die Praparation der Mikroglia erfolgte

aus dem Mesenzephalon, die der neuronalen Mischkulturen aus dem Kortex.

24 h vor der Praparation wurden Zellkultur-Multiwell-Platten (6-, 12-, 24-Well)
mit Polyethylenimin (PEI) beschichtet und bis zur Praparation bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert. Vor der Praparation wurden die Platten viermal mit steriler phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Alle verwendeten Medien wurden vor

Gebrauch steril filtriert.

Zur Praparation wurden die trachtigen Mause-Weibchen mittels Genickbruch

getotet. Nach einer x-formigen Laparatomie wurden die Embryonen freigelegt und
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wahrend der Praparation in L15-Medium gelagert. Mesenzephala und Kortizes wur-
den nach Entfernung der dartber liegenden Schadeldecke und Lésen von anhaften-
den Meningen in L15-Medium gegeben. Zur besseren Ubersicht werden je 12 Mes-
enzephala bzw. Kortizes in je einem 15 mL-Falcon gesammelt. Die Gehirne wurden
nach der Praparation mit Hilfe einer 1000 uyL Eppendorfpipette 25-Mal aspiriert, um
eine homogene Suspension herzustellen. Anschlielend wurde die Suspension mit
L15-Medium auf 7 mL aufgeflllt, invertiert und 5-10 min stehen gelassen, damit gro-
Rere Gewebeklumpen sedimentieren konnten. Nach Ablauf der Zeit wurden vom
Uberstand 5 mL in neue 15 mL-Falcons Uberfiihrt und 3 min bei 1200 1/min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in einem geeigneten Volu-

men des jeweiligen Mediums resuspendiert.

8.1.3 Inkubation und Weiterverarbeitung der priméaren Mikroglia-Kultur
Mikroglia wurde in DMEM-Medium mit 10% fetalem Kalberserum (FCS), 1%
Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin inkubiert. Die Zellen wurden zunachst in
6-Well-Zellkulturplatten ausgesat. Alle 3 Tage wurden 1000 uyL Medium abgenom-
men und durch frisches Medium ersetzt. Nach einer Woche wurde die Kultur mit Gra-
nulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) behandelt, um die Zell-
zahl der Mikroglia zu steigern. Nach Ablauf der Stimulationszeit von 3-5 Tagen wur-
den die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers mechanisch von ihrer Unterlage geldst
und in PEIl-beschichtete 12- bzw. 24-Well-Zellkulturplatten subkultiviert. Anschlie-
Rend wurde eine Ruhezeit von mindestens 48 h vor der Durchfihrung von Versu-

chen eingehalten.

8.1.4 Inkubation der priméren neuronalen Mischkultur

Neurone wurden in Neurobasal A-Medium mit 2% B27-Supplement, 1% Pe-
nicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin inkubiert. Nachdem die kortikalen Zellkul-
turen in 12- bzw. 24-Well-Zellkulturplatten ausgesat worden waren, erfolgte kein Me-
diumwechsel. Eine Selektion neuronaler gegenuber glialen Zellen erfolgte durch die
Wahl des Mediums und des B27-Supplements sowie durch Weglassen von fetalem
Kalbserum (FCS). Eine Charakterisierung des Mikroglia-Anteils an der Gesamtheit
der Zellen mittel FACS-Farbung mit CD11b-Antikérpern ergab einen Anteil von etwa
1% Mikroglia Zellen.
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Die anschliefenden Versuche wurden nach 5-7 Tagen Inkubationszeit im Zell-

kulturbrutschrank durchgefuhrt.

8.2 AMYLOID BETA ANSATZ
Fir die Versuche wurden die beiden haufigsten ABR-Spezies 1-40 und 1-42

verwendet. Die Peptide wurden bei -20°C aufbewahrt. Um aggregiertes AB zu erhal-
ten, wurde ein von Rakez Kayed beschriebenes Protokoll in leicht modifizierter Form
angewandt (Kayed et al., 2003). Vor einem Experiment wurde AB1-40 abgewogen
und in Lowbind-Eppendorf-Caps Uberfuhrt, in deren Deckel vorher mit einer gelben
Kanlle 5 Ldécher gestochen worden waren. Danach wurde AB mit einer Konzen-
tration von 3,33 mg/ml in Hexafluor-2-Propanol (HFIP) geldst und kurz mit Hilfe des
Vortex-Schuttlers durchmischt. Die Losung wurde mit MilliQ-Wasser auf 1 mg/ml (ca.
232 uM) aufgeflllt, kurz auf dem Vortex-Schuttler gemischt und fir 15 min in ein Ult-
raschallbad mit 65°C heilkem Wasser gestellt. Anschlieend wurde die Lésung mit
Hilfe eines Magnetrihrstabchens bei einer Umdrehungszahl von 1400 /min fir 48 h
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Ablauf von 48 h wurde das Eppendorf-
Cap 10 min in einer Vakuumzentrifuge zentrifugiert, um letzte HFIP-Reste zu evapo-
rieren. Das verdunstete Volumen wurde mit Hilfe einer Pipette durch sterile phos-

phatgepufferte Salzlésung (PBS) aufgefilit.

AB1-42 wurde im Wesentlichen gleich behandelt. Es wurde mit 1,52 mg/ml in
HFIP geldst und anschlieend auf 0,45 mg/ml (100 uM) mit doppelt destilliertem
Wasser (MilliQ) aufgeflllt. Nach dem Ultraschallbad wurde die Losung fur 24 h unter
Ruhren bei Raumtemperatur stehen gelassen und fur 1 h bei Vakuum zentrifugiert.

Das verdunstete Volumen wurde ebenfalls mit PBS aufgefllit.

Die Zellen wurden mit AB-Konzentrationen von 1, 5 und 10 yM behandelt. Als
Lésungsmittelkontrolle dienten entsprechende Volumen von HFIP in MilliQ-Wasser
(Verhaltnis 0,3:0,7). Diese wurden gleich behandelt wie die AB-Ansatze und fur die

Versuche in der Zellkultur benutzt.

8.3 CNI-1493 BEHANDLUNG PRIMARER ZELLEN
CNI-1493 wurde bei +4°C gelagert. Es wurde vor den Versuchen abgewogen
und auf 20 mg/ml in Dimethylsulfoxid (DMSQO) gel6st, etwa 1 min mit dem Vortex-

Schuttler gemischt und 3 min im Ultraschallbad behandelt. Anschlielend wurde die
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Lésung auf 1 mg/ml mit MilliQ-Wasser aufgefullt, wiederum 1 min mit dem Vortex

Schittler durchmischt und fiir 3 min im Ultraschallbad behandelt.

FUr Experimente zur Dosiswirkung wurden primare Mikroglia oder Neurone mit
CNI-1493 bei Konzentrationen von 1 bis 10 yM behandelt. Die Auswertung der Ef-
fekte erfolgte nach 24 oder 48 h mittels MTT- und LDH-Test. Als Losungsmit-
telkontrolle dienten entsprechende Volumen aus DMSO und MilliQ-Wasser (Verhalt-
nis 1:20) ohne CNI-1493.

Fur Wirksamkeitsstudien bezuglich anti-inflammatorischer Effekte von CNI-
1493 wurde nach 24-stindiger Prainkubation mit 2,5 uM CNI-1493 AB in einer Kon-
zentration von 10 pM in jedes Well einer 24-Well Multiwell Platte gegeben. Bei der
Auswertung wurde mittels ELISA die Konzentration proinflammatorischer Zytokine im
Zellkulturmedium bestimmt. Dabei wurde nach 24-stiindiger Ap-Behandlung das ge-
samte Medium abgenommen und bei -80°C gelagert. Spater wurde in dem unver-
dinnten Medium die Konzentration der Zytokine TNFa, IL-6, IL-1B und IL-10 mittels
ELISA-Kit bestimmt.

Um die Wirksamkeit von CNI-1493 gegen AB-Toxizitat an Neuronen zu unter-
suchen, wurden die Zellen 24 h mit CNI-1493 prainkubiert und anschlieend mit
5 uM AB behandelt. Die Auswertung des Versuchs erfolgte nach 48 h mittels MTT-
Assay. Samtliche Versuche wurden mindestens dreimal durchgeflhrt (n=3). Gezeigt

ist jeweils ein reprasentativer Versuch.

8.4 ZELLTOXIZITATSASSAYS
8.4.1 Mitochondrialer Zellvitalitétsassay (MTT)

Beim MTT-Assay handelt es sich um einen Test auf Zellvitalitat und
Proliferation. Lebende Zellen nehmen das gelbe Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dime-
thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) auf und setzen es mit Hilfe mitochon-
drialer Dehydrogenasen zu einem stark blauen, wasserunléslichen Formazanfarb-

stoff um.
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Abb. 9 Reaktionsmechanismus des MTT-Tests. Das Tetrazoliumsalz MTT wird mittels der
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mitochondrialen Reduktase zu einem Formazanfarbstoff umgewandelt. Bei der Auswertung wird
die Tatsache ausgenutzt, dass Edukt und Produkt unterschiedliche Absorptionsmaxima besitzen.

Quelle: http://en.wikipedia.org/wiki/MTT assay

Fur die fotometrische Messung (570-590 nm) zur Quantifizierung des Farb-
stoffs werden die Zellen mit einem organischen Lésungsmittel lysiert, um den Farb-
stoff freizusetzen und in Lésung zu bringen. Die Intensitat der Blaufarbung korreliert

mit der metabolischen Aktivitat der Zellen.

Als Stocklésung wurden 5 mg/mL MTT-Pulver in PBS geldst und in 2 mL-Ali-
quots bei -20°C gelagert. FUr den Test wurde die MTT-Stammlésung im Zellkultur-
medium im Verhaltnis 1:10 (500 ug/mL) auf die Zellen gegeben und diese flr eine
Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen durch Zugabe von Di-
methylsulfoxid (DMSO) lysiert und nach 30 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur
die Absorption bei 570 nm im Photometer gemessen. Um Artefakte durch optische
Unebenheiten auszuschlieRen, wurde zusatzlich die Absorption bei einer Referenz-
wellenlange von 750 nm bestimmt. Diese Werte werden von den Absorptionswerten

bei 570 nm abgezogen.
Die Zellvitalitat wurde anhand folgender Formel berechnet:

Absorption _behandelter _Zellen

*100
Absorption _unbehandelter _ Zellen

8.4.2 LDH-Zytotoxizitdtsassay

Mit dem LDH-Zytotoxizitatsassay wird im Gegensatz zum MTT-Test die Nekro-
se von Zellen nachgewiesen. Bei dieser kommt es zu einer Zellmembranpermeabili-
sierung, wodurch grof3e Mengen zytosolischer Proteine in das Medium diffundieren,

unter anderem auch die Laktatdehydrogenase (LDH). Die LDH katalysiert Gber die
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Reduktion von NAD" zu NADH/H" die Oxidation von Laktat zu Pyruvat. Diese Reak-
tion wird zur Quantifizierung des Enzyms als Stellvertreter der freigesetzten zytosoli-
schen Proteine genutzt, wobei der Katalysator Diaphorase anfallendes NADH/H"
wieder oxidiert, wahrend er das gelbe Tetrazoliumsalz INT ((2-[4-iodophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium Chlorid) in sein rotes Formazansalz umwandelt.
Dieses kann anschlieend photometrisch gemessen werden. Dadurch entsteht ein
zeitabhangiger Kreislauf, der den Farbstoff umso schneller umsetzt, je mehr LDH zur
Verfligung steht.

1. Step:

coo coo
| D |

HO —C—H

LDH
> c=0
| |
CH: CH:
lactate pyruvate
NAD*

NADH + H*
2. Step:
1 1
N :O N N/©/
Oy oLy

Catalyst

formazan salt (red) tetrazolium salt (pale yellow)

Abb. 10 Reaktionsmechanismus des LDH-Tests. Extrazellulédre LDH setzt Laktat zu Pyruvat um.
Dabei entsteht die Reduktionsaquivalente NADH, die fir die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes
INT zu einem Formazansalz gebraucht wird. Dieses wird anschlieBend photometrisch gemessen.
Quelle: © Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland

Der LDH-Zytotoxizitatsassay ist eine Erganzung zum MTT-Zellvitalitatsassay,
um zytotoxische Effekte zu messen.

Um die maximal mdgliche LDH-Ausschittung bestimmen zu kénnen (Positiv-
kontrolle), wurden die Zellen in einigen Wells der 24-Well Multiwellplatte vor der LDH-
Bestimmung mit 1% Triton X-100 lysiert. Fur die photometrische Messung wurden
50 yL Medium in einer Mikrotiterplatte mit 50 pyL MilliQ-Wasser verdunnt und mit
50 uL der Testlésung aus dem Kit gemischt. Nach 15 Minuten wurde die Absorption

(Abs.) bei 490 nm gegen die Referenzwellenlange von 750 nm gemessen.
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Die Berechnung der Zytotoxizitat erfolgte nach folgender Formel:

Absorption _behandelter _ Zellen / Absorption _unbehandelter _ Zellen £100

Absorption _tritonbehandelter _Zellen

Samtliche Toxizitatsversuche wurden mindestens dreimal durchgefthrt (n=3).
Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Versuch.

8.5 PROTEOMISCHE VERFAHREN
8.5.1 Zytokin-ELISA

Der quantitative Nachweis von Zytokinen im Zellkulturiberstand erfolgte

mittels ELISA-Kit-Analyse nach Protokoll des Herstellers.

Es handelt sich dabei um einen Sandwich-ELISA, bei dem die 96-Well Mikro-
titerplatte zunachst mit einem zytokinspezifischen Antikérper beschichtet wird. Nach
dem Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wird die Probe aufgetragen und
anschlieRend mit einem biotinylierten zytokinspezifischen Antikdrper gekoppelt.
Durch die Bindung von Meerrettichperoxidase (engl. Horseradish-Peroxidase, HRP) -
gekoppeltem Streptavidin an das Biotin kann die Menge der gebundenen Antikorper

uber ein Farbsubstrat, das durch HRP umgesetzt wird, sichtbar gemacht werden. An-

HRP-Linked Antibody

'\f

W/

™8 I
Substrate

\ L R

Detection Antibody ) 3
' o
Target Pro )
‘w/

\ . P
>,
| Capture Antibody

|

Sandwich Elisa

Abb. 11 Funktionsprinzip eines Sandwich-ELISA. Das Zielmolekil wird an einen Antikdrper
gebunden und anschlielend von einem Detektionsantikérper erkannt. Mehrere HRP-gekoppelte
Sekundarantikérper binden an den Detektionsantikbrper und setzen das Substrat TMB zu einem
Farbstoff um. Dieser kann dann gemessen werden. Quelle: © 2009 New England Biolabs, Frankfurt
am Main, Deutschland
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hand einer Standardkurve kann von der Absorption auf die Konzentration des Zyto-

kins in der Probe geschlossen werden.

Der ELISA wurde nach Vorschrift des Herstellers in Round bottom ELISA-Plat-
ten der Firma IWAKI (Tokio, Japan) durchgeflhrt. Abweichend von der Herstellervor-
schrift wurde zum Blockieren Super Block verwendet und als Farbsubstrat 3, 3¢, 5, 5'-
Tetramethylbenzidin (TMB).

Die Messung der Zytokine aus Mikroglia-Uberstanden erfolgte nach 24 h Inku-
bationszeit. 100 yL Medium wurden in ein Well einer 96-Well-Multiwellplatte pipet-
tiert. Nach Ablauf der vorgegebenen Inkubations- und Waschschritte wurde die Ab-

sorption mit Hilfe des Tecan M200 Multimode Reader gemessen.

Samtliche ELISA-Versuche wurden mindestens dreimal durchgeflhrt (n=3).

Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer Versuch.

8.5.2 Proteinextraktion

Zur Erstellung von neuronalen und Mikroglia-Zelllysaten wurden 12-Well-Multi-
well-Platten genutzt. Fur Mikroglia-Kulturen wurden etwa 1,6 Mesenzephala pro Well,
bei Neuronen 0,44 Kortizes pro Well ausgesat. Am Versuchstag wurden die Zellen
mindestens 3 Stunden lang mit CNI-1493 vorbehandelt. Danach folgte die Behand-
lung mit AB. Nach Ablauf von 24 bzw. 48 h wurden die Zellen einmal mit PBS gewa-
schen und die Proteinextraktion mittels M-PER-Puffer (Thermo Fischer Scientific,
Bonn, Deutschland) durchgeflihrt, wodurch die zytosolische Fraktion gewonnen wer-
den konnte. Um die Gesamtproteinfraktion einschliel3lich der Membranproteine zu

extrahieren, wurde der RIPA-Puffer benutzt (Protokoll: http://www.abcam.com/ps

/pdf/protocols/WB-beginner.pdf). Beiden Puffern wurden kommerziell erwerbliche

Proteinase- bzw. Phosphatase-Inhibitoren (Complete 25 bzw. PhosStop, Roche Ap-

plied Science, Mannheim, Deutschland) zugesetzt.

Puffer-Loésung wurde fur 30 min bei +4°C auf die Zellen gegeben, das ent-
stehende Gemisch wurde mittels eines Zellschabers abgezogen, in ein Eppendorf-
Réhrchen pipettiert und fir 10 min bei 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt und bei -80°C gelagert.

Die Dauer der Zellbehandlung war bei den einzelnen Experimenten unter-

schiedlich und werden bei den einzelnen Experimenten im Ergebnisteil genannt.
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Samtliche Versuche wurden mindestens dreimal durchgefuhrt (n=3). Gezeigt ist

jeweils ein reprasentativer Versuch.

8.5.3 Gelelektrophorese

Um die Expression zellularer Proteine unter CNI-1493-Behandlung zu untersu-
chen, wurden diese aus Zellen extrahiert und durch Gelelektrophorese aufgetrennt.
Bei der hier durchgefuhrten Gelelektrophorese handelt es sich um eine diskontinuier-
liche, eindimensionale SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelele-
ktrophorese) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Diskontinuitat meint unter anderem,
dass innerhalb eines Gels unterschiedliche Prorengréflen vorkommen, was dazu

dient, die Fokussierung einzelner Banden zu optimieren.

Im Proteinlysat liegen die zellularen Proteine ungeordnet vor. Durch Wechsel-
wirkung mit dem Probenfuffer wird zunachst ihre raumliche Struktur aufgeldst. Da-
durch liegen alle Proteine als unterschiedlich lange Aminosaureketten vor. Anschlie-
Rend wird das Protein-Probenpuffer-Gemisch in das Sammelgel des Elektrophorese-
Gels aufgetragen und entlang eines elektrischen Feldes gleichsam durch das

Trenngel gezogen.

Die Wechselwirkung zweier Krafte bestimmt dabei, wie weit einzelne Proteine
laufen. Die eine Kraft ist die des Abstoldungskraft des elektrischen Feldes, die andere
ist die Reibungskraft zwischen Protein und den Poren des Gels. Beide Krafte sind
einander entgegengesetzt. Das elektrische Feld bewirkt, dass sich die Proteine ins
Gel bewegen, wahrend die Poren des Gels (bestehend aus Acrylamid und Bisac-
rylamid) die Proteine je nach Kettenlange unterschiedlich stark aufhalten. Dabei lau-
fen kleine Proteine weiter als grofRe. Je nach Molekulargewicht werden einzelne Pro-
teine nach jeweils spezifischer Laufstrecke in Banden fokussiert. Nachdem die Lauf-
mittelfront das untere Ende des Gels erreicht, wird das elektrische Feld abgestellt

und die Proteine mittels Western Blot auf eine Membran Ubertragen.

Die elektrophoretische Auftrennung und der anschlieliende Western Blot
erfolgten mit dem NuPage-System (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und den
dazugehdrigen kommerziell erwerblichen Puffern. 10 ug der jeweiligen zytosolischen
oder Membranproteinfraktion wurden mit Probenpuffer fur 5 Minuten bei 95°C inku-

biert und auf ein diskontinuierliches SDS-Polyacrylamid-Gradientengel geladen, das
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sowohl fur kleine, als auch fur grofde Proteine eine gute Auflosung ermdglicht. Die

anschliellende Auftrennung der Proteine erfolgt bei konstant 200 V Uber 35 Minuten.

8.5.4 Western Blot
Beim Western Blot werden Proteine von einem Gel auf auf eine Tragermemb-

ran Ubertragen und anschlieBend unter Benutzung spezifischer Antikérper darge-
stellt.

Es existieren unterschiedliche Methoden, Proteinen auf eine Tragermembran
zu Ubertragen. Bei dieser Arbeit wurde ein Tank-Blot-System verwendet, das mittels
Elektrophorese funktioniert. Dabei wandern Proteine entlang eines senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichteten elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Nitrocellu-
lose-Membran. An deren Oberflache haften Proteine aufgrund hydrophober We-
chselwirkungen. Das Muster der elektrophoretischen Auftrennung bleibt erhalten, die

Proteine sind nun aber fur weitere Methoden zuganglich (z. B. Antikdrper-Bindung).

Fur eine spezifische Antigenerkennung werden unspezifische Bindungsstellen

auf der Tragermembran blockiert. Dies geschieht mit einem vom Antikorper nicht er-

]

Abb. 12 Immundetektion im Western Blot. Der primare AntikOrper bindet an sein Antigen,
welches auf einer Tragermembran fixiert ist. Ein HRP-gekoppelter sekundarer Antikoérper bindet
wiederum an den Primarantikorper. HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte
Form, dessen Chemilumineszenz detektiert werden kann.

Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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kannten Protein (z. B. Milchpulver) oder einem synthetischen Polymer. In dieser Ar-
beit wurde dazu Rotiblock (Roth, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. An den spezifi-
schen Primarantikdrper bindet ein sekundarer Markierungsantikorper. Dieser ist
meistens gegen den Fc-Teil des Primarantikdrpers gerichtet und an ein
Detektionsmolekul gekoppelt. In dieser Arbeit wurde zur Detektion das Enzym Meer-
rettich-Peroxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) verwendet. Dieses kata-
lysiert die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form. Die bei dieser Reaktion

entstehende Lumineszenz kann mittels Rontgenfilm detektiert werden.

Der Proteintransfer vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte mittels
Tank-Blot-Verfahren. In einer Transferkassette wurden die Komponenten in folgen-
der Reihenfolge blasenfrei durch Ausrollen mit einer Glaspipette aufeinandergelegt:
Schwamm, Whatman-Papier, Gel, Nitrozellulose-Membran, Whatman-Papier,
Schwamm. Die Membran befand sich dabei auf der Seite der Anode und das Gel
auf der Seite der Kathode. Der Western Blot wurde bei konstanter Stromstarke von
200 mA far 1 h durchgeflhrt.

Der erfolgreiche Transfer wurde mittels MemCode-Kit (Thermo Fischer Scien-
tific, Bonn, Deutschland) sichtbar gemacht. Diese Farbung ist reversibel und interfe-
riert nicht mit der spateren Bindung der Antikdrper. Zusatzlich wird dadurch das Sig-
nal bei der Entwicklung des Films verstarkt. Die Membranen wurden mit Rotiblock
uber Nacht bei 4°C blockiert und anschlieRend dreimal 15 Minuten mit PBS + 0,1%
Tween gewaschen. Die Inkubation mit dem Erstantikdrper erfolgte ebenfalls Gber
Nacht bei 4°C und mit anschlieiendem Waschen (siehe oben). Der Erst- und Zweit-
antikérper wurden in der Blockierflissigkeit geldst. Die Inkubation des HRP-gekop-
pelten Zweitantikdrpers erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit an-
schlieRendem Waschen (siehe oben). Zuletzt wurden die spezifischen Banden mit-
tels SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fischer Scientific,
Bonn, Deutschland) auf einem Rdntgenfilm sichtbar gemacht. Die Losungen, die das
Substrat fur die Peroxidase enthalten, wurden 1:1 gemischt. Die Membran wurde in
einer Plastikschale mit der Detektionsldsung beschichtet. Nach drei Minuten wurde
die Membran mit MilliQ-Wasser abgespult und mit der Proteinseite nach oben in eine
Filmkasette gelegt. Die Entwicklung war je nach Signalstarke unterschiedlich lang
(1 Sekunde bis 24 h).
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Um dieselbe Membran ein zweites Mal mit anderen Antikdrpern (z. B. zwecks
Ladekontrolle) zu inkubieren, wurden die gebundenen Antikdrper durch 20-mindtiges
Waschen in 0,2 M Natronlauge (NaOH) entfernt und die Membran nach erneutem
Waschen wieder blockiert und wie oben beschrieben entwickelt. Samtliche Versuche
wurden mindestens dreimal durchgefiihrt (n23). Gezeigt ist jeweils ein reprasentati-

ver Versuch.
Es wurden folgende Block- und Antikérperkombinationen verwendet:

P2Y?2-Rezeptor

Blocklésung: RotiBlock (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1. Antikérper: P2Y2R rabbit polyclonal antibody, 1:1000

2. Antikérper: anti-Rabbit HRP-linked 1gG antibody, 1:3000
GAPDH

Blocklésung: RotiBlock (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1. Antikérper: GAPDH mouse monoclonal antibody, 1:20.000
2. Antikérper: anti-mouse HRP-linked IgG antibody, 1:20.000

8.6 ATP-DETERMINATION ASSAY

Zur Bestimmung der ATP-Konzentration in Zelliberstanden wurde das ATP
Determination Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) benutzt. Dabei wird die Tat-
sache ausgenutzt, dass die Gluhwirmchen-Luziferase zur Umsetzung ihres Sub-
strats D-Luciferin ATP bendtigt. Bei diesem Vorgang entsteht Licht mit einem Emis-
sionsmaximum von 560 nm. Dieses kann mit einem Gerat ausgewertet werden, das
Lumineszenz messen kann. Die dem Vorgang zugrunde liegende Reaktionsglei-

chung ist:

Mgg+
luciferin + ATP+ 0, ——
luciferase

oxyluciferin + AMP +
pyrophosphate + CO, + light
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Die Messungen wurden nach Hersteller-Protokoll durchgefihrt. Die ATP-
Konzentrationen in Mikroglia-Uberstadnden wurden nach 24 h bestimmt. 10 yL Me-
dium wurden abgenommen und in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert. Anschlie-
Rend wurden 90 pL vorher angesetzter Reaktionslésung dazu gegeben und die Lu-
mineszenz mit Hilfe des Tecan M200 Multimode Reader (Tecan, Crailsheim,

Deutschland) gemessen.

8.7 STATISTISCHE AUSWERTUNGEN

Unter Annahme einer Normalverteilung der erhobenen Daten wurden die
statistischen Auswertungen mit Hilfe des Student’s t-Test vorgenommen. Ein p <
0,05 wurde, wenn nicht anders angegeben, als signifikant angesehen. Zur Darstel-
lung der Daten in Diagrammen wurde, wenn nicht anders angegeben, der arithmeti-
sche Mittelwert aus Doppelbestimmung und die entsprechende Standardab-

weichung vom Mittelwert verwendet.
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8.8 MATERIAL

8.8.1 Versuchstiere

Swiss-Webster-Mause,

Janvier, Le Genest St. Isles, Frankreich

8.8.2 Wasser

E13, bezogen vom Centre d'Elevage René

Es wurde ausschlie3lich doppelt destilliertes Wasser (MilliQ; ddH,0) ver-

wendet.

8.8.3 Zellkultur

Produkt

DMEM mit Phenolrot

Neurobasal A

Leibovitz's L15-Medium

Fetales Kalberserum (FCS)

L-Glutamin (200 mM in 0,85%

NacCl)

Penicillin/Streptomycin 100x

NEAA (Non-Essential Amino

Hersteller

LONZA, Wuppertal, Deutsch-
land

Gibco Life Technologies,

Eggenstein, Deutschland

PAA Laboratories, Célbe,
Deutschland

LONZA, Wuppertal, Deutsch-
land

PAA Laboratories, Célbe,
Deutschland

LONZA, Wuppertal, Deutsch-
land

PAA Laboratories, Célbe,
Deutschland

LONZA, Wuppertal, Deutsch-

Katalognummer

# BE12-733F

# 12349

# E15-020

# DE14-850F

#A15-101

# BE17-605E

#P11-010

# BE13-114E
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Acid Solution)

DPBS w/o Ca and Mg

B27-Supplement

6 Well-Platten Cell Star

12 Well-Platten Cell Star

24 \Well-Platten Cell Star

Zellschaber

land

LONZA, Wuppertal, Deutsch-
land

Gibco Life Technologies,

Eggenstein, Deutschland

Greiner bio-one, Frickenhau-

sen, Deutschland

Greiner bio-one, Frickenhau-

sen, Deutschland

Greiner bio-one, Frickenhau-

sen, Deutschland

Greiner bio-one, Frickenhau-

sen, Deutschland

8.8.4 Polyethylenimin (PEI)-L6sung:

BORAX

Polyethylenimin 50% w/v

8.8.5 AB-Ansatz
AB 1-40

AB 1-42

Low binding Eppendorf Réhr-

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

PSL, Heidelberg, Deutsch-
land

PSL, Heidelberg, Deutsch-
land

Eppendorf, Hamburg,

# BE17-512F

# 17504-044

# 657160

# 665180

# 662160

# 541080

# B9876

# P-3143

# 0030 120.094

60
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chen 2mL Deutschland

Hexafluor-2-Propanol Sigma Aldrich, Taufkirchen, # 52512
Deutschland

Magnetrihrstabchen VWR, Darmstadt, Deutsch- # 58948-976
land

8.8.6 Zytotoxizitdtsassays

Thiazolyl blue Tetrazolium Sigma Aldrich, Taufkirchen, # M5655

Bromide Pulver Deutschland

Dimethylsulfoxid zur Synthese  AppliChem, Darmstadt, # A2765,1000
Deutschland

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Applied Science, # 11644793001

Mannheim, Deutschland

96-Well-Platten Sarstedt, Niimbrecht, # 82.1581
Deutschland

8.8.7 CNI-1493

CNI-1493 (Molekulargewicht 748,9 g/mol) wurden von Prof. Dr. Yousef Al-
Abed (Laboratory of Medicinal Chemistry, The Feinstein Institute for Medical Re-
search, Manhasset, NY 11030) synthetisiert und zur Verfligung gestellt.

Dimethylsulfoxid fur die Zell- AppliChem, Darmstadt, # A3672,0050
kultur Deutschland

8.8.8 Zytokin-ELISA
TNF-a DuoSet ELISA Develop- R&D Systems, Wiesbaden, #DY410

ment System Deutschland

IL-6 DuoSet ELISA Develop- R&D Systems, Wiesbaden, #DY406

ment System Deutschland
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IL-1B DuoSet ELISA Develop-

ment System

IL-10 DuoSet ELISA Develop-

ment System
IWAKI-ELISA Plate

Reagent Diluent Concentrate 2
(10x)

SuperBlock® Blocking Buffer in
TBS

TMB soluble

8.8.9 Western blot

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

IWAKI (Tokio, Japan)

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Thermo Fischer Scientific,

Bonn, Deutschland

Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland

10x Trisgepufferte Salzlosung (TBS):

24,2 g Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland, # AE15.2)

80 g NaCl (Sigma Aldrich Taufkirchen, Deutschland, # 31434)

In 1 L Wasser gelost

# DY401

#DY417

# 3802-696

# 841380

# 37535

# 613544

pH mit HCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland, # 4625.2) auf 7,6 eingestellt

TBS-Tween:

1x TBS mit 0,1% Tween
# A4974,1000)

20 (AppliChem, Darmstadt,

TBS-T + Bovines Serumalbumin (BSA):

Deutschland,

TBS-T mit 5% BSA (Probumin, Millipore, Schwalbach, Deutschland, #82-045-1)
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Erstantikorper:

Anti-P2Y2 Antikorper

Anti-GAPDH Antikorper
(NB615)

Zweitantikorper:

Anti Rabbit IgG HRP-linked
Antibody

Anti Mouse IgG HRP-linked
Antibody

Puffer und sonstiges:

PhosStop Phosphatase
Inhibitor Cocktail Tablets

Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets (EDTA-free)

NuPAGE Novex 4-12%

BisTrisGel 1mm 10 well

NuPAGE Novex 4-12%

BisTrisGel 1mm 12 well

NuPAGE SDS Sample Buffer
(4x)

NuPAGE MES SDS Running
Buffer (20x)

SEE Blue Plus 2 Prestained

Abcam, Cambridge, UK

Novus biologicals, Littleton,
USA

Cell signaling, Frankfurt am

Main, Deutschland

Thermo Fischer Scientific,

Bonn, Deutschland

Roche Applied Science,

Mannheim, Deutschland

Roche Applied Science,

Mannheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,

# ab46537

#NB300-285SS

#7074

# 31430

# 04906845001

# 11873580001

# NP0321BOX

# NP0322BOX

# NP0O007

# NP0002

# L C5925
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Standard (1x) Deutschland

NuPAGE Transfer Buffer (20x)  Invitrogen, Karlsruhe, # NP0006-01
Deutschland

Protran BA83 Nitrocellulose Whatman, Dassel, # 10 401 396

Transfer Membrane Pore Size  Deutschland

0,2 um

MemCode Reversible Protein Thermo Fischer Scientific, # 24580

Stain Kit for nitrocellulose Bonn, Deutschland

membrane

Rotiblock Roth, Karsruhe, Deutschland # A151.2

Super Signal West Dura Thermo Fischer Scientific, # 34076

Extended Duration Substrate Bonn, Deutschland

CL-Xposure Film Clear blue X-  Thermo Fischer Scientific, # 34089

Ray Film Bonn, Deutschland

M-PER Mammalian Protein Thermo Fischer Scientific, # 78501

Extraction Reagent

Bonn, Deutschland
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8.8.10 RIPA Puffer (Radio Immuno Precipitation Assay Puffer)
150 mM NaCl (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, # S3014)

1% NP-40 (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, # 74385)
0,5% Na-Deoxycholat (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, # D6750)

0,1% SDS
#13771)

(Na-Dodecylsulfat) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland,

50 mM Tris, pH 8,0 (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, # 38731)
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8.8.11 ATP Determination Assay

ATP Determination Kit

Schwarze 96-Well-Platten

8.8.12 Gerételiste
COs-Inkubator CB210

Eclipse80i Durchlichtmikro-
skop

Laborwaage PCB
Magnetruhrer Hei-Tec
Mikrozentrifuge 5415D
pH-Meter MP 220

PowerPac Universal Power

Supply
Prazisionswaage BE BK

Tecan M200 Multimode

Reader

Vakuumzentrifuge Speed Vac
RC 1010

pH-Meter MP 220

PowerPac Universal Power

Supply

Invitrogen, Karlsruhe, # A22066
Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhau- # 655090

sen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Nikon, Langen, Deutschland

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Richmond CA, USA

Satorius, Géttingen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

UVP, Upland CA, USA

Mettler Toledo, Giel3en, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Richmond CA, USA
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9 ERGEBNISSE

9.1 UNTERSUCHUNG DER AMYLOID-BETA-TOXIZITAT AN PRIMAREN
ZELLKULTURMODELLEN

9.1.1 AB1-40 bewirkte einen konzentrationsabhédngigen Zelluntergang

von primé&rer Mikroglia

48-stiindige Behandlung mit 1 yM AB1-40 reduzierte die Stoffwechsel-
aktivitat (mittels MTT-Test ermittelt) primarer Mikroglia auf 52,0% (+ 2,3%) vergli-
chen mit der unbehandelten Kontrolle. Dieser Wert blieb auch bei héheren
Konzentrationen weitgehend konstant mit 50,1% (x 1,6%) bei 5 yM und 46,9%
(£ 0,5%) bei 10 yM AR (Abb. 13 A). Gleichzeitig fand sich kein entsprechender
Anstieg der LDH-Aktivitat im Zelliberstand, was eine Stérung der Membran-
integritat bedeuten wiurde. Erst in der hochsten Konzentration von 10 uM AB1-40
stieg die LDH-Aktivitat auf etwa 21,4% (x 8,5%) gegenuber einer mit Triton X-
100 behandelten Positivkontrolle an (Abb. 13 B).
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Abb. 13 MTT- und LDH-Assay von primarer Mikroglia mit AB1-40. Nach 48-stiindiger Be-
handlung von Mikroglia mit 1-10 yM AB1-40 wurde das Zelliberleben mittels (A) MTT-Assay
und (B) LDH-Assay ausgewertet. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentati-

ver Versuch (n=3). * p< 0,05; ** p< 0,01
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9.1.2 AB1-42 fiihrte wie AB1-40 zu einem konzentrationsabhéngigen

Untergang primérer Mikroglia

Die Toxizitat von AB1-42 auf primare Mikroglia ergab einen konzentra-
tionsabhangigen Verlauf der Zytotoxizitat. Das Zelliberleben sank dabei auf
67,6% (x 1,1%) bei 1 uM sowie 53,1% (+ 0,9%) bzw. 47,2% (+ 0,3%) bei 5 bzw.
10 uM AB1-42 (Abb. 14 A). Im Gegensatz zu AB1-40 ergab sich selbst bei Kon-
zentrationen von 10 uM kein Anstieg der LDH-AKktivitat im Zelliberstand (Abb. 14
B).

Die Lésungsmittel-Kontrolle hatte keinen Einfluss auf das Uberleben der
Mikroglia-Zellen. Weder eine Abnahme des MTT-Signals (Abb. 15 A) noch eine
Zunahme der LDH-Aktivitat (Abb. 15 B) war festzustellen. Das Ergebnis besta-
tigte, dass der zytotoxische Alkohol HFIP, der vor der Inkubationszeit von 24
bzw. 48 Stunden als Losungsmittel fur AB dient, vollstandig evaporiert war und

somit keine Auswirkungen auf die AB-vermittelte Toxizitat austbte.
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Abb. 14 MTT- und LDH-Assay von primarer Mikroglia mit AB1-42. Einer 48-stlindigen Be-
handlung von Mikroglia mit 1-10 yM AB1-42 folgte die Auswertung des Zelliberlebens mittels
(A) MTT-Assay und (B) LDH-Assay. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasen-
tativer Versuch (n=3). * p< 0,05; ** p< 0,01
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48-stiindigen Behandlung von Mikroglia mit 1 bis 10 yM des Losungsmittels, das kein AR
enthielt, folgte eine Auswertung des Zelliberlebens mittels (A) MTT-Assay und (B) LDH-
Assay. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als

Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3).
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9.1.3 AB1-40 fiihrte konzentrationsabhéngiqg zum Zelluntergang in pri-

mdé&ren neuronalen Mischkulturen

Die Toxizitat von AB wurde in einem Bereich von 1-10 yM getestet. AB1-
40 reduzierte das Zelliberleben primarer neuronaler Mischkulturen konzentra-
tionsabhangig — bei 1 yM AB sank das MTT-Signal (Abb. 16 A) auf 57,6%
(£ 2,0%) und nahm bei 10 yM bis auf 41,9% (+ 1,0%) ab. Um wiederum die
Frage zu beantworten, ob Zellnekrose vorliegt, wurde ein LDH-Assay (Abb. 16 B)
durchgefuhrt. Dieser zeigte negative Werte, die jedoch nicht statistisch signifikant

von den Kontrollwerten abwichen.
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Abb. 16 MTT- und LDH-Assay von primaren neuronalen Mischkulturen mit Ap1-40.

Einer 48-stiindigen Behandlung von primaren neuronalen Mischkulturen mit 1 bis 10 yM AB1-

40 folgte eine Auswertung des Zelluberlebens mittels (A) MTT-Assay und (B) LDH-Assay.

Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als

Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). ** p< 0,01
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9.1.4 AB1-42 wirkte zytotoxisch auf primére neuronale Mischkulturen
Die Behandlung mit AB1-42 fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Ab-
nahme des MTT-Signals auf 79,8% (x 5,3%) bei 1 pM bis 60,4% (x 5,1%) bei
10 uM AB1-42 verglichen zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 17 A). Auch im Falle
von AB1-42 wurde keine Zunahme der LDH-Aktivitat beobachtet (Abb. 17 B).
Somit wurde auch hier eine durch AB bewirkte Toxizitat beobachtet ohne

gleichzeitige Beeintrachtigung der Integritat der Zellmembran.

Das AB-Lésungsmittel beeinflusste das Zelliberleben nicht signifikant und
hatte somit keinen additiven Effekt auf die oben beschriebene AB-vermittelte
Zytotoxizitat (Abb. 18). Das Loésungsmittel bestand dabei wie schon bei den
Versuchen an primarer Mikroglia aus 30% HFIP in doppelt destilliertem Wasser.
HFIP ist wahrend der Inkubationszeit vollstandig evaporiert. Die fehlende Toxizi-
tat der Losungsmittelkontrolle verdeutlichte abschliellend, dass alle in diesem

Abschnitt gemessenen Toxizitaten auf AB-vermittelten Effekten beruhten.
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Abb. 17 MTT- und LDH-Assay von primaren neuronalen Mischkulturen mit ApR1-42.

Einer 48-stiindigen Behandlung von primaren neuronalen Mischkulturen mit 1 bis 10 yM AB1-
42 folgte eine Auswertung des Zelliberlebens mittels (A) MTT-Assay und (B) LDH-Assay.
Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als

Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). ** p< 0,01
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Abb. 18 MTT- und LDH-Assay von primaren neuronalen Mischkulturen mit Lésungs-
mittelkontrolle. Einer 48-stlindigen Behandlung von primaren neuronalen Mischkulturen mit
1-10 uM einer 30%igen HFIP-Ldsung folgte eine Auswertung des Zelliberlebens mittels (A)
MTT-Assay und (B) LDH-Assay. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentati-

ver Versuch (n=3).
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9.2 BESTIMMUNG VON KONZENTRATIONSEFFEKTEN VON CNI-1493 AUF
DAS UBERLEBEN PRIMARER ZELLEN

9.2.1 CNI-1493 hatte unter 2,5 uM keine zytotoxischen Konzentrations-
effekte bei primérer Mikroglia und neuronalen Mischkulturen
CNI-1493 fuhrte bei Mikroglia-Kulturen ab einer Konzentration von 5 yM

zu einer Signal-Abnahme im MTT-Assay auf 83,3% (£ 0,1%) (Abb. 19 A). Das

entsprach einer Reduktion der Stoffwechselaktivitat der gemessenen Zellkultur
und damit einer zellularen Schadigung, die auf einen konzentrationsabhangigen

Effekt von CNI-1493 zurickzuflihren war. Bei 2,5 uM zeigte CNI-1493 keine we-

sentliche Eigentoxizitat. Daher wurde flir die folgenden Versuche mit primarer

Mikroglia eine CNI-1493 Konzentration von 2,5 uM festgelegt. Die Lésungs-

mittelkontrolle aus doppelt destilliertem Wasser (ddH,O) und DMSO (Verhaltnis

20:1) hatte im untersuchten Bereich keine Eigentoxizitat (Abb. 19 B). Somit ist

bei den spater beschriebenen Effekten nicht von Lésungsmittel-bedingten Arte-

fakten auszugehen.

Bei neuronalen Mischkulturen wurde im untersuchten Konzentrationsbe-
reich zwischen 1 und 10 yM CNI-1493 keine signifikante Abnahme des MTT-Sig-
nals beobachtet (Abb. 20 A). Desweiteren hatte auch hier die Lésungsmit-
telkontrolle keinen zytotoxischen Effekt (Abb. 20 B).

Zur Vermeidung von Artefakten durch konzentrationsbedingte toxische
Effekte von CNI-1493 wurde bei den nachfolgenden Versuchen eine einheitliche
Konzentration von CNI-1493 bei 2,5 uM festgelegt. Diese wurde durchgehend fur

Mikroglia- sowie neuronale Mischkulturen beibehalten.
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Abb.19 MTT-Assay von primdrer Mikroglia mit CNI-1493 und Losungsmittelkontrolle.
Primare Mikroglia wurde 48 h mit 1-10 uM (A) CNI-1493 und (B) entsprechenden Konzentra-
tionen der Losungsmittelkontrolle (5% DMSO in MilliQ) behandelt. Das Zelliiberleben wurde
mittels MTT-Assay ausgewertet. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentati-

ver Versuch (n=3).
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Abb. 20 MTT-Assay von primdren neuronalen Mischkulturen mit CNI-1493 und
Losungsmittelkontrolle. Nach 48-stiindiger Behandlung neuronaler Mischkulturen mit 1 bis
10 uM (A) CNI-1493 und (B) entsprechenden Konzentrationen der Lésungsmittelkontrolle (5%
DMSO in MilliQ) wurde das Zelliberleben mittels MTT-Assay ausgewertet. Dargestellt ist die
prozentuale Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standard-

abweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3).
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9.2.2 Behandlung von Mikroglia mit CNI-1493 reduzierte die toxische
Wirkung von AB

Die Prainkubation primarer muriner Mikroglia mit CNI-1493 fuhrte zur
Reduktion der anschlielRenden AB-vermittelten Toxizitat. Im einzelnen stieg das
MTT-Signal bei der Behandlung mit AB1-40 von 66,1% (£ 2,5%) mit AB1-40
allein auf 70,7% (£ 0,6%) nach Prainkubation mit CNI-1493 (Abb. 21 A). Dieser

Anstieg war allerdings nicht statistisch signifikant.

Behandlung mit AB1-42 reduzierte das MTT-Signal von 100% (+ 2,0%) bei
der unbehandelten Kontrolle auf 68,4% (+ 0,7%). Nach Vorbehandlung mit CNI-
1493 stieg dieser Wert wiederum auf 83,78% (+ 1,0%) der unbehandelten Kon-
trolle (Abb. 21 B). Dieser Anstieg des ZellUberlebens war statistisch signifikant.
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Abb. 21 MTT-Assay — Pridinkubation von primdrer Mikroglia mit CNI-1493 und an-
schlieBende Behandlung mit AB1-40 und AB1-42. Primare Mikroglia wurden zunachst fir
24 h mit CNI-1493 vorbehandelt. Nach Ablauf dieser Zeit folgte die Behandlung mit (A) AB1-
40 und (B) AB1-42 fiir weitere 24 h. Die Auswertung des Zelliiberlebens erfolgte mittels MTT-
Assay. Dargestellt ist die prozentuale Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als
Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). ** p< 0,01;

n. s. — nicht signifikant
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9.2.3 Behandlung primérer neuronaler Mischkulturen mit CNI-1493
reduzierte die toxische AB-Wirkung
Prainkubation primarer neuronaler Mischkulturen mit CNI-1493 flhrte zu
einem erhdhten Zelliberleben nach 24-stiindiger Behandlung mit AB. Dabei stieg

das MTT-Signal in Anwesenheit von AB1-40 von 49,3% (+ 7,8%) auf 76,7%
(£ 5,3%) nach vorausgehender Inkubation mit CNI-1493 (Abb. 22 A).

24-stindige Behandlung mit AB1-42 reduzierte das Zelluberleben von
100% bei unbehandelten Zellen auf 66,2% (£ 0,1%). Eine Prainkubation mit CNI-
1493 erhodhte wiederum das MTT-Signal auf 80,4% (+ 0,6%) (Abb. 22 B).

9.2.4 Zusammenfassung

Die Behandlung von primarer Mikroglia und primaren neuronalen
Mischkulturen mit AB1-40 und AB1-42 hatten einen konzentrationsabhangigen
zytotoxischen Effekt. Dieser war nach einer Prainkubation mit CNI-1493 weniger

stark ausgepragt.
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Abb. 22 MTT-Assay — Vorbehandlung von primaren Neuronen mit CNI-1493 mit

anschlieBRender Gabe von AB1-40 und AB1-42. Primare Neurone wurden fiir 24 h mit CNI-
1493 vorbehandelt. Es folgte die Behandlung mit (A) AB1-40 und (B) AB1-42 fir weitere 24 h.
Die Auswertung des Zelliiberlebens erfolgte mittels MTT-Assay. Dargestellt ist die prozentuale
Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als Mittelwert mit Standardabweichung.

Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). * p< 0,05; ** p<0,01
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9.3 ZYTOKINPROFILE PRIMARER MURINER MIKROGLIA UNTER DER
BEHANDLUNG MIT CNI-1493 UND AMYLOID BETA

9.3.1 CNI-1493 unterdriickte die AB-assoziierte erhbhte TNFa-Aus-
schlittung
Um die Effekte von CNI-1493 auf die TNFa-Ausschuttung zu untersuchen,
wurden Mikroglia mit und ohne 24-stiindige CNI-1493-Prainkubation mit AR be-
handelt. Nach Ablauf von 24 h wurden Zellmediumuberstande abgenommen. Die

TNFa-Spiegel wurden anschlieRend mittels ELISA gemessen.

10 uM AB1-40 flhrten zur Ausschittung von TNFa (Abb. 23 A). Ausge-
hend von einer TNFa-Konzentration von 118,4 pg/ml (x 0,1 pg/ml) bei der unbe-
handelten Kontrolle nahm diese auf 160,2 pg/ml (£ 6,1 pg/ml) zu. Nach Prain-
kubation mit CNI-1493 blieb die extrazellulare Konzentration von TNFa mit 121,4

pg/ml (+/- 4,2 pg/ml) auf dem Niveau der Kontrolle.

Behandlung mit 10 uM AB1-42 fihrte zu einer Erhéhung des TNFa-
Spiegels auf 204,5 pg/ml (+/- 0,9 pg/ml) gegentber 118,4 pg/ml (£ 0,1 pg/ml) bei
der Kontrolle (Abb. 23 B). Demgegenuber blieb die TNFa-Konzentration nach 24-
stiindiger Prainkubation mit CNI-1493 und anschlieRender AB-Behandlung bei
130,2 pg/ml (£ 2,9 pg/ml) und somit nicht signifikant héher als die Kontrolle.

24-stindige Behandlung mit AB1-40 bzw. AB1-42 erhdhte die extrazellu-
lare TNFa-Konzentration auf 160,2 pg/ml (x 6,1 pg/ml) bzw. 204,5 pg/ml (x 0,9
pg/ml) gegenltber 118,4 pg/ml (x 0,1 pg/ml) bei unbehandelten Zellen. Somit
blieb ein AB-assoziierter Anstieg des proinflammatorischen Zytokins nach Vor-
behandlung der Mikroglia mit CNI-1493 aus.
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Abb. 23 TNFa-ELISA - Prdinkubation von primarer Mikroglia mit CNI-1493 und
anschlieBende Behandlung mit AB1-40 und AB1-42. Einer 24-stindigen Vorbehandlung
primarer Mikroglia mit CNI-1493 schloss sich eine 24-stiindige Behandlung mit (A) AB1-40
und (B) AB1-42 an. Zelluberstdnde wurden abgenommen und mittels ELISA auf TNFa unter-
sucht. Dargestellt sind die Konzentrationen von TNFa in den jeweiligen Zelliberstanden als
Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). * p< 0,05;

** p< 0,01
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9.3.2 CNI-1493 hemmte die AB-induzierte IL-6-Ausschiittung

Extrazelluldres 1L-6 wurde im Uberstand primérer Mikroglia gemessen.
Einer 24-stindigen Prainkubation von Mikroglia mit CNI-1493 folgte die Behand-
lung mit AB1-40 bzw. AB1-42 fir weitere 24 h. Die Messung der |IL-6-Konzent-
rationen erfolgte mittels ELISA.

Die Behandlung primarer Mikroglia mit AB1-40 flihrte zu einer Erhéhung
der IL-6 Ausschuittung von 42,5 pg/ml (x 1,6 pg/ml) auf 66,2 pg/ml (x 1,0 pg/ml)
(Abb. 24 A). Nach Prainkubation mit CNI-1493 und anschlieRender Behandlung
mit AB1-40 lag die extrazellulare IL-6 Konzentration bei 39,9 pg/ml (£ 4,2 pg/ml)

und damit auf dem Niveau der unbehandelten Kontrolle (Abb. 24 A).

AB1-42 flhrte ebenfalls zu einer signifikant erhdhten IL-6 Ausschittung
von 74,0 pg/ml (£ 3,1 pg/ml) gegentber 42,5 pg/ml (x 1,6 pg/ml) bei der Kon-
trolle. Im Anschluss an die Prainkubation mit CNI-1493 I6ste die Behandlung mit
AB1-42 keine Erhohung von IL-6 aus. Die IL-6 Konzentration verblieb bei
39,8 pg/ml (= 3,3 pg/ml) und somit auf Héhe der Kontrolle.

Wie auch im Falle von TNFa war CNI-1493 in der Lage, die AB-induzierte
Erhdhung von extrazellularen IL-6 Spiegeln zu unterdricken. Nach Vorbehand-
lung mit CNI-1493 verblieb die Ausschittung von IL-6 trotz Behandlung mit A
auf Kontrollniveau, wahrend sie sich ohne Vorbehandlung auf 66,2 pg/ml
(x 1,0 pg/ml) mit AB1-40 (Abb. 24 A) und 74,0 pg/ml (x 3,1 pg/ml) mit AB1-42
beinahe verdoppelte (Abb. 24 B).
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Abb. 24 IL-6-ELISA - Prainkubation von primarer Mikroglia mit CNI-1493 mit anschlie-
Render Behandlung mit AB1-40 und AB1-42. Einer 24h-stiindigen Vorbehandlung priméarer
Mikroglia mit CNI-1493 schloss sich eine 24-stindige Behandlung mit (A) AB1-40 und (B)
AB1-42 an. Zelliberstdande wurden abgenommen und mittels ELISA auf IL-6 untersucht. Dar-
gestellt sind die Konzentrationen von IL-6 in den jeweiligen Zelliberstanden als Mittelwert mit

Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). * p< 0,05; ** p< 0,01
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9.3.3 CNI-1493 erhb6hte die IL-18 Ausschlittung von AB-behandelten
Mikroglia
24-stindige Behandlung mit AB1-40 hatte keinen Einfluss auf die Aus-
schittung von IL-1B. Prainkubation mit CNI-1493 erhdhte diese leicht, jedoch
nicht signifikant (Abb. 25 A).

AB1-42 hingegen erhodhte die extrazellulare IL-18 Konzentration auf
9,6 pg/ml (£ 0,5 pg/ml) gegenuber 7,2 pg/ml (£ 0,02 pg/ml) bei der unbe-
handelten Kontrolle (Abb. 25 B). Prainkubation mit CNI-1493 und nachfolgende
Behandlung mit AB 1-42 erhdhte die Ausschittung von IL-1f3 zusatzlich auf 11,5
pg/ml (x 0,1 pg/ml). Dies war statistisch signifikant hoher als die IL-13 Aus-
schittung der unbehandelten Kontrolle. CNI-1493 allein hatte indessen keinen

Einfluss auf die mikrogliare IL-13 Sekretion.
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Abb. 25 IL-1B-ELISA - Prainkubation von primédrer Mikroglia mit CNI-1493 mit
anschlieBender Behandlung mit AB1-40 und AB1-42. Nach 24h-stiindiger Vorbehandlung
primarer Mikroglia mit CNI-1493 erfolgte eine 24-stiindige Behandlung mit (A) AB1-40 und (B)
AB1-42. Zelliberstande wurden abgenommen und mittels ELISA auf IL-18 untersucht.
Dargestellt sind die Konzentrationen von IL-18 in den jeweiligen Zelliberstdnden als
Mittelwert mit Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). ** p< 0,01;

n. s. — nicht signifikant
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9.3.4 CNI-1493 und AB hatten keinen signifikanten Einfluss auf die

Ausschdattung von IL-10

Die Messung der Effekte von AB und CNI-1493 auf die IL-10-Synthese
erfolgte auf gleiche Weise wie bei den oben genannten Zytokinen: Eine 24-
stiindige Prainkubation von Mikroglia mit CNI-1493 ging einer 24-stundigen Be-
handlung mit AB voraus. Nach Ablauf der AB-Behandlung wurden die ZellUber-
sténde mittels ELISA auf IL-10 untersucht.

Eine 24-stliindige Behandlung primarer Mikroglia mit AB1-40 liefl3 die IL-10
Konzentration auf 20,3 pg/ml (£ 1,5 pg/ml) ansteigen (Abb. 26 A). 24-stiindige
Prainkubation mit CNI-1493 senkte die IL-10 Konzentration auf 15,7 pg/ml (x 5,0
pg/ml). Beide Werte unterschieden sich nicht statistisch signifikant von dem Wert

der unbehandelten Kontrolle von 17,4 pg/ml (x 1,8 pg/ml).

24-stindige Behandlung mit AB1-42 senkte die IL-10 Konzentration auf
8,9 pg/ml (£ 1,3 pg/ml) (Abb. 26 B). 24-stundige Prainkubation der Mikroglia mit
CNI-1493 erhohte diesen Wert leicht auf 11,2 pg/ml (z 2,6 pg/ml). Diese Werte
wichen ebenfalls nicht statistisch signifikant von der Kontrolle (23,7 pg/ml + 5,6

pg/ml) ab.
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Abb. 26 IL-10-ELISA - Prdinkubation von priméarer Mikroglia mit CNI-1493 und an-
schlieBende Behandlung mit AB1-40 und AB1-42. Nach 24h-stindiger Vorbehandlung
primarer Mikroglia mit CNI-1493 erfolgte eine 24-stindige Behandlung mit (A) AB1-40 und (B)
AB1-42. Zelliberstdnde wurden abgenommen und mittels ELISA auf IL-10 untersucht. Dar-
gestellt sind die Konzentrationen von IL-10 in den jeweiligen Zelliberstanden als Mittelwert mit

Standardabweichung. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch (n=3). n. s. — nicht signifikant
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9.3.5 Einfluss von CNI-1493 und AB auf die Expression des purinergen
P2Y2-Rezeptors
9.3.5.1 AB1-42 reduzierte die Expression des P2Y2R auf primaren Neuro-
nen, CNI-1493 antagonisierte diesen Effekt
Um die Effekte von CNI-1493 und AR auf die Expression von P2Y2R zu
untersuchen, wurde bei der Behandlung der neuronalen Mischkulturen das
gleiche Behandlungsschema gewahlt wie vorher bei der Messung der mikroglia-
ren Zytokinausschuttung. Primare neuronale Mischkulturen wurden 24 Stunden
mit CNI-1493 prainkubiert und weitere 24 Stunden mit AB1-40 und 1-42
behandelt. Nach Ablauf der Zeit folgten eine Proteinextraktion und Western Blot-

Analyse.

Dieses Behandlungsschema sollte die Gliazellen in der neuronalen
Mischkultur veranlassen, vermehrt IL-13 zu bilden, welches dann auf neuronalen
Zellen in der Mischkultur wirken konnte. Mittels Western Blot wurde dann unter-
sucht, ob es entsprechend Kong et al. zu erhdhter Expression des neuronalen
P2Y2R auf neuronalen Zellen in der Mischkultur kommt (siehe Abb. 28).

Es ergab sich eine erniedrigte Expression des P2Y2R in Anwesenheit von
AB1-42 und eine erhdhte, wenn Zellen erst mit CNI-1493 und dann mit AB1-42
behandelt wurden. CNI-1493 allein zeigte keinen Effekt auf die Expression des

Rezeptors.

91



Effekte von CNI-1493 auf mikroglidre und neuronale Zellen

10 UM AR 1-40 v . L
10 UM AR 1-42 . . e
25uM CNI-1493 - - -+ o+ 4

- e o " e e PR
------ GAPDH

Abb. 28 Western Blot — Expression des P2Y2R bei CNI-1493 behandelten primaren
Neuronen. Nach 24h-stiindiger Prainkubation primarer Neurone mit CNI-1493 folgte eine 24-
stiindige Behandlung mit AB1-40 und 1-42. Nach Ablauf der Behandlung wurden die Zellen
mit Hilfe des RIPA-Puffers lysiert. 10 ug Gesamtprotein wurden mittels SDS-PAGE aufge-
trennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Anschlie3end erfolgte die Darstellung
gewtnschter Proteine mittels polyklonalem P2Y2R-Antikérper mit einem Anti-rabbit Antikérper
als Zweitantikbrper. Zur Erstellung der Ladekontrolle diente ein monoklonaler muriner

GAPDH-Antikérper und ein gegen murines Gewebe gerichteter Zweitantikorper.
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10 DISKUSSION

10.1 DARLEGUNG DER FRAGESTELLUNG

Die AD ist eine neurodegenerative Erkrankung und die haufigste Ursache
fur die Entwicklung des klinischen Bildes einer Demenz. Die Ursache der AD ist
trotz intensiver Forschung bisher nicht geklart. Neuropathologisch imponiert das
Hirngewebe von Betroffenen durch extrazellulare Amyloid-,Plaques” sowie intra-
zellulare Tau-,Tangles®. Zusatzlich ist sekundar eine chronische Aktivierung von

Glia-Zellen festzustellen, die als ,Neuroinflammation“ bezeichnet wird.

In den letzten zehn Jahren konnten zahlreiche Studien unterschiedliche
Effekte von AB in vitro und in vivo aufzeigen. Diese haben unter anderem eine
proapoptotischen Wirkung sowie die Einschrankung der Synapsenfunktion an
Neuronen und die Ausschuttung proinflammatorischer Faktoren an Glia-Zellen

zur Folge.

Diese Arbeit untersucht Effekte von AR an primaren Mikroglia und
neuronalen Mischkulturen in vitro. Dabei liegt das Augenmerk auf der inflam-
matorischen Komponente der AB-Wirkung. Zusatzlich sollte die anti-inflamma-
torische Wirksamkeit des p38-MAPK Inhibitors CNI-1439 im Bezug auf die AB-

Wirkung untersucht werden.

In diesem Modell, bei dem die inflammatorische Reaktion mittels Zytokin-
freisetzung selektiv inhibiert werden konnte, wurde dariber hinaus die Ex-
pression des purinergen P2Y2-Rezeotors (P2Y2R) untersucht. Dieser Rezeptor
ist inflammations-reguliert, das heildt er wird unter entzindlichen Bedingungen
verstarkt exprimiert und aktiviert neuroprotektive Mechanismen. Wir konnten
zeigen, dass AB1-42 eine Supprimierung der Expression des Rezeptors bewirkt,

die durch eine CNI-1493 Behandlung wieder aufgehoben werden kann.
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10.2 AMYLOID BETA BEWIRKTE DEN ZELLUNTERGANG VON PRIMAREN

MIKROGLIA UND NEURONEN

Aggregiertes AR ist neben hyperphosphoryliertem Tau-Protein das Haupt-
merkmal der AD-Pathologie (Tiraboschi et al., 2004). Die toxischen Effekte von
synthetisch erzeugtem AB mit der humanen Aminosaurensequenz (40 oder 42
Aminosauren) wurden im Rahmen dieser Arbeit an primaren murinen Mikroglia
und neuronalen Mischkulturen untersucht. Dabei wurden die Zellen mit I6slichen
AB-Oligomeren behandelt bzw. geschadigt. Dieser Versuchsaufbau stellt ein
etabliertes in vitro Modell fur die AD dar (Haass and Selkoe, 2007).

Aggregiertes AB fuhrt zu unterschiedlichen Effekten an einzelnen Zellpo-
pulationen des ZNS. Die Wirkung auf gliale Zellen beinhaltet dabei unter
anderem die Sekretion proinflammatorischer Zytokine. Der daraus resultierende
Zustand, bei dem erhdhte Zytokinmengen anfallen, wird als Neuroinflammation
bezeichnet (Craft et al., 2006). Desweiteren ist die Produktion von zytotoxischen
Radikalen durch Mikroglia beschrieben. Hier spielen vor allem die reaktiven
Sauerstoff Spezies (ROS) und Stickoxid (NO) eine wichtige Rolle. Diese werden
nach Ap-vermittelter Aktivierung der NADPH-Oxidase vermehrt gebildet
(Wilkinson and Landreth, 2006). Sie reagieren mit Fettsauren der Lipiddoppel-
schicht (Butterfield et al., 2002), schadigen DNA (Butterfield et al., 2001) und sto-
ren die Funktion von Mitochondrien (Lin and Beal, 2006, Reddy, 2009). Insge-
samt werden dabei zwei Epiphanomene beobachtet. Es kommt zunachst zu

einer Aktivierung von Mikroglia, spater folgt dann ein massiver Zelluntergang.

Vor der Aktivierung liegen Mikroglia als ruhende Zellen vor, die das umge-
bende Milieu nach Veranderungen absuchen. Das Erkennen einer Veranderung
(zum Beispiel in Form eines Pathogens) versetzt Mikroglia in die Lage, dieses zu
neutralisieren und durch Phagozytose zu beseitigen. Dieser Vorgang wird als
Inflammation bezeichnet. Im experimentellen Setting eignen sich die soge-
nannten MAP-Kinase-Stoffwechselwege (Mitogen aktivierte Protein-Kinasen)

dazu, den Aktivierungsstatus von Mikroglia zu beurteilen. Dabei spielt die p38-
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MAP-Kinase eine wichtige Rolle. Sie wird durch Phosphorylierung aktiviert und
induziert die Transkription proinflammatorischer Proteine, die unter anderem zu
Apoptose und Entziindung fihren (Zhu et al., 2000, Kumar et al., 2003).

Die Effekte von AB auf neuronale Zellen lassen sich grundsatzlich in zwei
Kategorien einteilen: direkte und indirekte. Letztere sind dabei durch Gliazellen
vermittelt. Glia-vermittelte Effekte werden unter anderem durch inflammatorische
Milieuveranderungen verursacht — zum Beispiel durch Ausschuttung von proin-
flammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies (Butterfield et al.,
2001, Floden et al., 2005). Direkte Effekte von AB fihren unter anderen zu Zell-
untergang durch Apoptose (LaFerla et al., 1995) sowie zur Inhibition der Lang-
zeitpotenzierung (Walsh et al., 2002). Diese pathologisch bedingten Milieuan-
derungen beeinflussen die Homdostase von Neuronen, was zu veranderter Ex-
pression von Proteinen und Funktionseinschrankungen fuhrt. Durch Schwachung
einzelner Glieder kommt es zur Desintegration neuronaler Netzwerke und in
fortgeschrittenen Stadien zum Auftreten klinischer Symptome der Demenz
(Palop et al., 2006, Sonntag, 2010).

AB1-40 bildet die groRte Entitat des l6slichen AR, wahrend AB1-42 den
Hauptbestandteil von unléslichen Amyloid-Plaques darstellt (Suzuki et al.,
1994b). Beide zeigten in unseren Versuchen sowohl an Neuronen als auch an
Mikroglia eine deutliche konzentrationsabhangige Zytotoxizitat. Diese wurde mit

Hilfe des MTT-Assays gemessen.

Der MTT-Assay ist ein kalorimetrisches Verfahren, bei dem der
Metabolismus einer Zellpopulation anhand der Verstoffwechslung von MTT zu
Formazan quantifiziert und mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen wird
(Mosmann, 1983). Der Assay gibt nicht Auskunft Uber die absolute Zahl von
Zellen, sondern lediglich Uber die Reduktase-Aktivitat der Gesamtheit der Zellen
in einem Well einer Zellkulturplatte. Der Vorteil dabei ist, dass nicht ein subjekti-
ver Parameter — wie die Morphologie von Zellen — beurteilt wird, sondern die

Stoffwechselaktivitat als objektiv quantifizierbarer Parameter. Stark wirksame
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Nekrose-auslosende Toxine bewirken innerhalb von Stunden eine Veranderung
von Zellzahl und -morphologie (Majno and Joris, 1995). Mit Hilfe des MTT-
Assays lassen sich hingegen subtilere Zellschadigungen anhand metabolischer

Parameter nachweisen (Mosmann, 1983).

Die Reduktion des im MTT-Assay gemessenen Signals wurde in unter-
schiedlichen Arbeiten als Parameter sowohl fur die Toxizitdt von AB als auch
zum Nachweis einer protektiven Wirkung einzelner Substanzen in diesem Kon-
text verwendet (Green et al., 2000, Akan et al., 2009).

Bei der héchsten Konzentration von 10 uM AB1-40 und AB1-42 reduzierte
sich das MTT-Signal von primaren Mikroglia und Neuronen um Uber 50% gegen-
uber den unbehandelten Kontrollen. Somit stellte die Behandlung mit einer der

beiden Isoformen von AB unabhangig vom Zelltyp ein stark toxisches Agens dar.

Zusatzlich dazu wurde der Zelluberstand der behandelten Zellen auf die
Aktivitat der Laktatdehydrogenase (LDH) untersucht. Dieser Versuch sollte Auf-
schluss Uber den Mechanismus der Zellschadigung geben. Das Vorliegen des
sonst intrazellular vorkommenden Enzyms LDH im Extrazellularraum weist dabei
indirekt auf eine Schadigung der Zellmembran hin. Was wiederum als Hinweis
auf Nekrose zu werten ware (Haslam et al., 2000, Wolterbeek and van der Meer,
2005). Von Nekrose ist bei der AB-bedingten Schadigung nicht auszugehen, weil
im Rahmen dieser Arbeit keine signifikante LDH-Aktivitat im Zelliberstand nach-

weisbar war.

Behandlung primarer Mikroglia und Neurone mit AB1-40 und AB1-42 redu-
zierte die Stoffwechselaktivitat der Zellen, ohne dass LDH als Nekrose-
Parameter anstieg. Desweiteren wurden in einer anderen Dissertation in unserer
Arbeitsgruppe die Aktivierung des p38-MAPK sowie Apoptose-assoziierter
Caspasen unter AB-Behandlung gezeigt (persdnliche Kommunikation mit David
Mengel, Doktorand der Arbeitsgruppe). Kaspasen sind zentrale AusfUhrungs-
organe beim programmierten Zelltod (Apoptose) (Lamkanfi et al., 2007), die der
p38-MAPK nachgeschaltet sind (Grethe et al., 2004). Diese Befunde sprechen
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fur einen komplexen Schadigungsmechanismus sowohl an Mikroglia als auch an

neuronalen Mischkulturen.

Insgesamt liegt die in dieser Arbeit nachgewiesene Toxizitat von AB1-40
und AB1-42 auf dem Niveau anderer Publikationen (Pike et al., 1993, Iversen et
al.,, 1995). Ein Problem bei der direkten Vergleichbarkeit solcher Toxizitats-
studien liegt allerdings in der Vielzahl unterschiedlicher Aggregationsprotokolle
fur AB (Stine et al., 2003, Sondag et al., 2009, Jan et al., 2010).

10.3 VORBEHANDLUNG MIT CNI-1493 REDUZIERTE DEN AMYLOID-BETA-

ASSOZIIERTEN ZELLUNTERGANG

Nachdem CNI-1493 in einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe gunstige
Effekte in AD-Modelltieren zeigte (Bacher et al., 2008), wurden die Effekte dieses
Wirkstoffs auf in einem in vitro Modell der AD untersucht. Dazu wurden priméare
Mikroglia und neuronale Mischkulturen zunachst 24 Stunden mit CNI-1493 und
anschliel3end weitere 24 Stunden mit AB1-40 oder AB1-42 behandelt.

CNI-1493 hatte selbst eine dosisabhangige toxische Wirkung auf primare
Mikroglia. Nach 48 Stunden Inkubation mit 10 yM CNI-1493 reduzierte sich das
MTT-Signal auf 85,6% (£ 0,7%). Bei neuronalen Mischkulturen war der toxische
Effekt weniger ausgepragt und lag bei 90,1% (+ 0,9%). Da sich bei einer CNI-
1493 Konzentration von 2,5 yM weder bei neuronalen Mischkulturen noch bei
Mikroglia ein toxischer Dosiseffekt nachweisen lie3, wurde diese Konzentration

in samtlichen Versuchen beibehalten.

Die toxische Wirkung von AB auf neuronale Mischkulturen und Mikroglia
wurde durch 24-stindige Vorbehandlung der Zellen mit CNI-1493 reduziert. Das
MTT-Signal war signifikant héher, wenn neuronale Mischkulturen mit AB1-40
sowie AB1-42 und wenn primare Mikroglia mit AB1-42 behandelt wurden. Pra-
inkubation AB1-40 behandelter Mikroglia mit CNI-1493 flUhrte zwar ebenfalls zu

einem erhohten MTT-Signal, diese Erhdhung erwies sich aber nicht als statis-
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tisch signifikant. Der Grund fur diesen Unterschied beruht auf unterschiedlichen

Faktoren.

AB1-42 ist um die die C-terminalen Aminosauren Isoleucin und Alanin
langer als AB1-40 (Kosik, 1999). Diese beiden aliphatischen Aminosauren fuhren
zu unterschiedlichen Eigenschaften der Peptide. Die Grinde dafur liegen neben
einer verschieden starken Aggregationstendenz auch in der Art der Wechselwir-

kung der beiden AB-Spezies mit Zellen.

Als das langere Peptid hat AB1-42 eine starkere Aggregations-Tendenz
(Snyder et al., 1994). Da unterschiedliche Aggregationsstufen von einer ApB-
Spezies unterschiedliche Wirkungen auf Zielzellen haben (Tamagno et al.,
2006), liegt die Vermutung nahe, dass es auch zwischen den einzelnen AB-
Spezies deutliche Unterschiede in der zellularen Wirkung gibt. Tatsachlich hat
eine Gruppe gezeigt, dass verschieden lange AB sich nicht nur in ihrer Adsorp-
tionstendenz an eine Zelle unterscheiden, sondern auch, dass AB1-42 innerhalb
der Zelle ganz anders verstoffwechselt wird als AB1-40 oder AB1-28 (Burdick et
al., 1997). Diese Unterschiede werden auch durch Studien belegt, die jeweils
spezifische pharmakologische Wirkungen der von AB1-40 und AB1-42 auf

Zellrezeptoren untersuchen (Lee and Wang, 2003).

Zusammenfassend lasst sich ein zytoprotektiver Effekt von CNI-1493 auf
primare neuronale Mischkulturen und Mikroglia feststellen, die mit AB1-42 be-
handelt wurden. Fir AB1-40 ist der protektive Effekt des Wirkstoffs lediglich bei
neuronale Mischkulturen nachweisbar. Der Grund fiur diese Wirkungsunter-
schiede liegt wahrscheinlich in den unterschiedlichen biologischen Eigenschaften
von AB1-40 und AB1-42.

10.4 BEHANDLUNG MIT AMYLOID BETA ERHOHTE DIE AUSSCHUTTUNG
PROINFLAMMATORISCHER ZYTOKINE

Entzindliche Prozesse setzen ein, wenn das physiologische Milieu eines

Gewebes durch endogene oder exogene Pathogene gestort wird. Es kommt zur
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Infiltration von phagozytierenden Zellen und zur Ausschittung proinflammatori-
scher Zytokine, Chemokine und unspezifischer toxischer Substanzen wie reakti-

ve Sauerstoffspezies (Dheen et al., 2007).

Die akute entziindliche Reaktion ist selbstlimitierend. Durch gleichzeitige
Ausschuttung anti-inflammatorischer Zytokine und das Abraumen des ausldsen-
den Pathogens klingt die Entzindung ab. Der ldealzustand nach einer Entzin-
dung ist die vollstandige Wiederherstellung der Gewebsfunktion im Sinne einer
restitutio ad integrum (Fulop et al., 2007). Ein chronisch entzliindlicher Zustand ist
gekennzeichnet durch ein Persistieren des auslésenden Pathogens und standige
Aktivierung und Prasenz Entzindungs-auslosender Zellen im betreffenden Ge-
webe (Streit et al., 2004).

Das zentrale Nervensystem (ZNS) ist ein immunprivilegiertes Organ. Ein
Groldteil immunologischer Aufgaben wird von der hochspezifischen Bluthirn-
schranke und Mikroglia-Zellen Gbernommen (Griffiths et al., 2007). Mikroglia sind
gewebsstandige Makrophagen des ZNS. Sie exprimieren einen Groldteil der
Pattern Recognition Receptors (PRR) — einer Rezeptorklasse, die pathogen-
assoziierte molekulare Strukturen erkennt. Sollte ein exogenes oder endogenes
Pathogen die Bluthirnschranke Uberqueren, wird von aktivierter Mikroglia eine
Reihe Signalmolekile ausgeschittet, die die Rekrutierung anderer Gliazellen
und peripherer Immunzellen bewirken. Diese Situation wird als akute Neuroin-
flammation bezeichnet. Bei Persistenz des Pathogens entsteht ein Zustand

chronischer Neuroinflammation (Streit et al., 2004).

Im Falle von AD bildet unter anderem AR das persistierende endogene
Pathogen. Durch eine letztlich nicht geklarte Synthese- oder Abraumstérung fal-
len grol’e Mengen zytotoxischer Peptid-Oligomere an, deren Clearance einge-
schrankt ist (Fiala et al., 2005). Tatsachlich wurden vor kurzem erstmals Daten
vorgestellt, die einen verminderten Abbau von AR belegen (Mawuenyega et al.,
2010). Als Oligomer vorliegendes AB weist molekulare Muster auf, die von den

oben genannten PRRs erkannt werden. Das |6st eine entzindliche Reaktion aus
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(Salminen et al., 2009). Obwohl in den letzten Jahren Studien publiziert wurden,
die gunstige Aspekte der Inflammation hervorhoben (Shaftel et al., 2007b,
Chakrabarty et al., 2010), wird von einer selektiven Inaktivierung der

Entztndungsreaktion therapeutischer Nutzen erhofft.

Wie aus den Ausfluhrungen zur Inflammation deutlich wird, handelt es sich
bei diesem Zustand um eine konzertierte Leistung mehrerer unterschiedlicher
Zelltypen und Mediatorensysteme (monozytare im ZNS gliale Zellen inklusive
Mikroglia, periphere Makrophagen etc.) (Simard et al., 2006). Die Zellkommuni-
kation geschieht dabei vor allem Uber Zytokine und Chemokine. Zytokine werden
in der Peripherie von Zellen des Immunsystems, im ZNS von glialen Zellen
ausgeschittet und sind proinflammatorisch — wie TNFa, IL-6, IL-13 — oder anti-
inflammatorisch wirksam wie IL-10 und TGF-3. Chemokine — z. B. CXCL1 und
CXCL2 — ,locken” Effektorzellen an den Ort der Entziindung.

In dieser Arbeit wurde primare Mikroglia mit und ohne CNI-1493 Vor-
behandlung 24 h mit AR behandelt. Anschliel3end wurden die Zelliberstande mit-
tels ELISA auf die proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-6 und IL-1p sowie auf

das anti-inflammatorisch wirksame IL-10 untersucht.

In der Literatur sind diverse Versuchsansatze beschrieben, bei denen A
eine inflammatorische Antwort bei Mikroglia ausldst. Diese lassen sich einerseits
einteilen in Ansatze, bei denen die Zellen mit einem immunogenen Kostimulator
— zum Beispiel dem Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) vobehandelt — und
anschlielRend mit AR behandelt werden (Forloni et al., 1997). Auf der anderen
Seite stehen Ansatze, bei denen AR allein als Stimulator wirkt (Sondag et al.,
2009).

Es wurde in friheren Arbeiten gezeigt, dass mit LPS stimulierte Mikroglia
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-6 und IL-1 ausschuttet (Sebire et al.,
1993). Eine zusatzliche Behandlung mit AR hatte dabei einen additiven Effekt
(Forloni et al., 1997). Bei solchen Versuchsansatzen besteht die Schwierigkeit

darin, dass LPS die sehr starke Aktivierung zahlreicher stressassoziierter
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Stoffwechselwege bewirkt (Opal, 2010). Dabei sind AB-spezifische Effekte
methodisch schwierig abzugrenzen. Abgesehen vom methodischen Aspekt fol-
gen Ansatze, die sowohl AB als auch einen unspezifischen proinflammatorischen
Reiz beinhalten, einer akzeptierten Hypothese zur AD. Diese besagt, dass ein
nicht bekannter inflammatorischer Stimulus — beispielsweise eine Infektion — im
ZNS ein inflammatorisches Milieu auslésen, das die Entstehung von AD beguns-
tigt (Kamer et al., 2008).

Bei der vorliegenden Arbeit wurde A als alleinigen Aktivator von Mikroglia
genutzt. Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist, dass es mit AR nur einen aus-
|I6senden Faktor fur die Inflammation gibt. In den folgenden Kapiteln wird die Ap-

assoziierte Zytokin-Auschuttung anhand der einzelnen Zytokine erortert.

10.4.1 Vorbehandlung mit CNI-1493 unterdriickte den Ap-bedingten
Anstieg von TNFa
24-stindige Behandlung von primarer Mikroglia mit AB1-40 und ApR1-42
fuhrte zu erhdhter Ausschittung von TNFa. Nach Prainkubation der Zellen mit
CNI-1493 blieben die Spiegel von TNFa bei Behandlung mit AB auf dem Niveau

der unbehandelten Kontrolle.

Tumor Nekrose Faktor a (TNFa), ein proinflammatorisches Zytokin, wurde
1984 erstmals kloniert (Pennica et al., 1984) und 1985 als der entscheidende
Modulator des septischen Schocks beschrieben (Beutler et al., 1985). Das TNFa-
Vorlauferprotein liegt als Transmembranprotein vor und ist als Trimer angeord-
net. Durch proteolytische Abspaltung entsteht die aktive Form, die an den TNFa-
Rezeptor bindet (Black et al., 1997). Der Rezeptor fuhrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B-
cells (NF-kB) sowie der MAPK-Stoffwechselwege und in geringem Malde des
Cell Death Signaling (Wajant et al., 2003). Beim Cell Death Signaling (Zelltod
Signalwege) handelt es sich um die Gesamtheit der Stoffwechselwege, die im
Rahmen der Apoptose aktiviert werden. Die Enzymklasse der Caspasen stellt

dabei zentrale Verschaltungsstellen dar (Jin and El-Deiry, 2005).
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Sowohl bei der AD als auch bei deren Vorstufe dem Mild Cognitive Impair-
ment (MCI) liegen erhdhte Serumspiegel von TNFa vor (Alvarez et al., 2007).
Der Begriff Mild Cognitive Impairment (Leichte kognitive Beeintrachtigung)
beschreibt ein Nachlassen kognitiver Fahigkeiten, das Uber die Altersnorm
hinausgeht, ohne dass dabei die Kriterien einer Demenz erflllt werden (Petersen
et al., 1999). Im diesem Zusammenhang wurde 2006 eine Pilotstudie verdffent-
licht, die eine Verbesserung der klinischen Symptome von AD-Patienten unter
einer TNFa-Inhibitor-Therapie zeigen konnte (Tobinick et al., 2006). Dadurch
wird die mogliche Bedeutung dieses Zytokins im Bezug auf die anti-

inflammatorisch ausgerichtete Therapie der AD unterstrichen.

TNFa induziert Uber NFkB die Transkription zahlreicher proinflammatori-
scher, anti-apoptotischer und proliferativer Faktoren. Desweiteren aktiviert es
den JNK-MAP Kinase Stoffwechselweg (Liu et al., 1996, Comalada et al., 2003),
welcher eine Zelldifferenzierung bewirkt und letztlich proapoptotisch auf Ziel-
zellen wirkt (Gaur and Aggarwal, 2003, Mishra et al., 2007).

In dieser Arbeit wurde primare Mikroglia 24 Stunden mit AB1-40 und AB1-
42 behandelt. Das fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der TNFa Ausschit-
tung gegenlber der unbehandelten Kontrolle. Diese Zunahme der Sekretion
blieb nach 24-stindiger Prainkubation mit CNI-1493 aus. CNI-1493 unterdrickte
somit die TNFa Antwort von Mikroglia auf Behandlung mit AB. Vorarbeiten in
unserer Arbeitsgruppe haben bereits gezeigt, dass CNI-1493 alle drei MAPK —
p38, p44 und JNK — inhibiert. Da zur Ausschittung von TNFa die p38-MAPK
aktiviert werden muss (O'Sullivan et al., 2009), kann dies ein Erklarungsansatz
fur die Wirkung von CNI-1493 auf die TNFa-Sekretion bieten.

Das Zytokin TNFa wirkt vor allem proinflammatorisch, proliferativ und pro-
apoptotisch. Die Hemmung der Produktion dieses Zytokins kann somit mit
positiven Effekten verbunden sein, da dadurch neben Inflammation unter Um-

standen auch Zelluntergang unterbunden werden kann.
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10.4.2 Vorbehandlung mit CNI-1493 unterdriickte den AB-assoziierten
Anstieg von IL-6
24-stindige Behandlung von Mikroglia mit AB1-40 und AB1-42 fuhrte zu

einem signifikanten Anstieg von IL-6. Dieser blieb wiederum aus, wenn Mikroglia
mit CNI-1493 vorbehandelt wurde.

IL-6 wurde erstmals Anfang der 1980er im Zusammenhang mit B-Lympho-
zyten beschrieben. 1986 wurde die entsprechende cDNA-Sequenz veroéffentlicht
(Hirano et al., 1986). Das Zytokin wird neben einer Reihe nichtimmunologischer
Zellen (u. a. quergestreifter und glatter Muskulatur und Osteoblasten) auch von
T-Zellen und Makrophagen ausgeschittet. Seine immunologische Funktion liegt
an der Schnittstelle von angeborener und erworbener Abwehr, beim sogenann-
ten ,Immunological Switch®. IL-6 beeinflusst dabei die Ausschittung einer Reihe
von Zytokinen und Chemokinen, die das Zusammenwirken von Gewebsmak-
rophagen (z. B. Mikroglia im ZNS) und von B- und T-Zellen koordinieren (Jones,
2005). Bei der AD werden erhdhte IL-6-Spiegel im peripheren Blut gemessen
(Swardfager et al., 2010).

AB-induzierter Anstieg von IL-6 wurde in vitro (Sondag et al., 2009) und in
vivo (Patel et al., 2005) beschrieben. Ahnlich wie in dieser Arbeit steigt IL-6 unter
dem Einfluss von AB in diesen Publikationen um das Zwei- bis Dreifache an. Es
wirkt vor allem proinflammatorisch (Xing et al., 1998). Die zellulare Wirkung von
IL-6 an Mikroglia erfolgt GUber den Glycoprotein 130 (gp130) Rezeptor. Dieses
Transmembranprotein aktiviert die so genannte JAK-STAT (JAK = Janus-Kinase;
STAT = Signal Transducers and Activators of Transcription) Signalkaskade, an
deren Ende der Transkriptionsfaktor Signal Transducers and Activators of
Protein Transcription (STAT3) phosphoryliert wird. Dieser bewirkt die Expression
unterschiedlicher Proteine, die Inflammation und Apoptose regulieren (Abell et
al., 2005, Hodge et al., 2005). An der Phosphorylierung von STAT3 sind dabei
unter anderem Akt und mammalian target of Rapamycin (mTOR) beteiligt. Beide

sind wichtige Zielstrukturen der Tumorbiologie mit sehr breitem Wirkungsspekt-
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rum. Unter anderem sind sie an Zellproliferation und Apoptose beteiligt (Castedo
et al., 2002, Abell et al., 2005).

Neben der Aktivierung von JAK-STAT ist die Phosphorylierung von GSK-
3B (Glycogen-Synthase-Kinase 3 beta) eine weitere wichtige Funktion von Akt.
GSK-3p ist wiederum ist an der Hyperphosphorylierung von Tau und auf lange

Sicht an der Entstehung von ,Tangles” beteiligt (Rankin et al., 2007).

Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ist in den vergangenen Jahren
in den Fokus der Alzheimer-Forschung gertickt. Ein Wirkstoff, der mTOR inhi-
biert, ist Resveratrol (Vingtdeux et al., 2011). Dieses ist ein Polyphenol, das in
grolden Mengen in Rotwein vorkommt. Es dient als Modellsubstanz fur zahlreiche
Analoga, die der Aggregation von AB entgegen wirken und die Ausschittung von
TNFa und IL-6 hemmen (Zhong et al., 1999, Bi et al., 2005, Riviere et al., 2008).

Neben proinflammatorischen Effekten von IL-6 sind weitere beschrieben,
die als positiv anzusehen sind. So ist das Zytokin wichtig flr die Regeneration
von Hirngewebe nach Hirntrauma (Swartz et al., 2001). In der Studie von Swartz
et al. wurde die Ausheilung eines aseptischen Traumas bei IL-6 defizienten Mau-
sen und Wildtyp-Mausen verglichen. Die Geweberegeneration trat bei den Tieren
vom Wildtyp friher ein. Eine weitere Gruppe beschreibt die Effekte einer IL-6
induzierten Gliose auf AB-Plaques im Hirngewebe von AD-Modelltieren
(Chakrabarty et al., 2010). In diesen Arbeiten hatte eine erhéhte Aktivierung von

Gliazellen zu einer erhdhten Phagozytose von AB-Plaques geflhrt.

Zusammenfassend ist IL-6 eine wichtige Schaltstelle bei der Entstehung
und Aufrechterhaltung von Neuroinflammation. Es hat eine sehr breite
inflammatorische Wirkung und aktiviert desweiteren Stoffwechselwege, die Zell-
untergang und die Entstehung von Tau-Tangles bewirken. Daher erscheint eine
verminderte Ausschuttung des Zytokins winschenswert. Andererseits sind auch
positive Wirkungen von IL-6 auf die strukturelle Integritat des Hirngewebes be-
schrieben. Weitere Studien mussen zeigen, welche Auswirkungen IL-6 auf die

Pathogenese der AD besitzt.
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10.4.3 Vorbehandlung mit CNI-1493 fiihrte zu einem Anstieg von IL-13
24-stindige Behandlung von Mikroglia mit AB1-40 und AB1-42 fuhrte zu

erhdhter Ausschattung von IL-13. Wurden die Zellen mit CNI-1493 vorbehandelt,

erfolgte, im Gegensatz zu TNFa und IL-6, ein weiterer Anstieg der IL-1B-Se-

kretion.

Bei Interleukin-13 handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin,
das vor allem von Monozyten gebildet wird. IL-1 wurde 1972 erstmals beschrie-
ben (Gery and Waksman, 1972), 1985 wurden in einer cDNA-Bibliothek von
Makrophagen DNA-Sequenzen gefunden, deren Translationsprodukte die Eigen-
schaften von Interleukin-1 aufwiesen. Bei den beiden Sequenzen handelte es
sich um IL-1a und IL-1.

Die aktive Form von IL-1B ist ein 153 Aminosauren langes Monomer,
dessen Zielstruktur der ubiquitar auf Korperzellen vorkommende Interleukin-1-
Rezeptor ist. Seine Aktivierung I6st in unterschiedlichen Zellpopulationen spezifi-
sche Antworten aus. In Neuronen kommt es zur Induktion der Tau-Phosphorylie-
rung und Synaptophysin-Synthese (Li et al., 2003). In Mikroglia wird eine NFkB-
vermittelte Synthese von TNFaq, IL-6 sowie der Chemokine CXCL1 und CXCL2
beobachtet (Moynagh, 2005).

IL-18 bindet an einen von zwei zellularen Rezeptoren: Interleukin-1 Re-
zeptor Typ 1 (IL-1RI) oder Typ 2 (IL-1RII) (Sims et al., 1993). Dabei leitet ledig-
lich IL-1RI ein Signal ins Zellinnere. Bindung an IL-1RII fuhrt zu keiner Signal-
transduktion und unterbindet die Wirkung von IL-1B (Sims et al., 1993). Der zur
Ausschuttung von IL-1B fuhrende Mechanismus ist nicht abschlieRend geklart.
Die Besonderheit dieses Zytokins gegenuber anderen ist, dass es keine Signal-
sequenz besitzt, die es zum endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat
leitet (Singer et al., 1988, Walter and Johnson, 1994). Stattdessen sind inaktive
Vorstufen im Zytoplasma geldst, wo sie von der Caspase-1 (friher: IL-13-Con-
verting Enzyme) in die aktive Form uberfuhrt werden (Black et al., 1989). Die

Auschuttung des Zytokins wird anschlieBend durch extrazellulares ATP ge-

105



Effekte von CNI-1493 auf mikroglidre und neuronale Zellen

triggert, das an den purinergen P2X7-Rezeptor (P2X7R) bindet (Mutini et al.,
1999).

Die zellulare Wirkung von IL-138 umfasst unter anderem die Aktivierung von
MAPK-Stoffwechselwegen mit nachfolgender Induktion von Inflammation, Zell-
proliferation sowie Apoptose (Srivastava et al., 2002). Im Zuge dessen kommt es
auch zur Ausschittung von IL-6 und TNFa (Lee et al., 1995). Aufgrund dieser
Effekte stellt die Hemmung von IL-13 ein Konzept zur Behandlung inflammatori-

scher Erkrankungen wie der systemischen juvenilen idiopathischen Arthritis dar
(Dinarello, 2005). Der synthetische IL-1RI Antagonist Anakinra® ist in Kombina-

tion mit Methotrexat zur Therapie der rheumatoiden Arthritis zugelassen (Cohen
et al., 2002). Studien aus den letzten Jahren suggerieren jedoch auch maogliche
positive Aspekte von IL-1B. So haben Mason et al. 2001 festgestellt, dass IL-13
fur die Heilung des ZNS-Gewebes wichtig ist (Mason et al., 2001). Bei dieser
Studie wurden die Axone im ZNS von Wildtyp- bzw. IL-1 Knockout-Mausen de-
myelinisiert. Mittels immunhistochemischer Methoden konnte gezeigt werden,
dass eine Remyelinisierung bei Wildtyp- nicht jedoch bei den Knockout-Tieren

erlolgte.

Im Hinblick auf AD haben Forscher eine IL-1 beta**" Maus erzeugt, die
konstitutiv IL-1B Uberexprimiert. Trotz chronisch erhdhter IL-13 Kozentrationen
konnte dabei keine Neurodegeneration festgestellt werden (Shaftel et al., 2007a).
In einer Folgepublikation wurden IL-1 beta**" Tiere mit APPswe/PS1dE9 Mausen
verpaart. Dadurch entstanden Modellmause mit einer Mutation des Amyloid
Precursor Protein und Pasenilin 1, die gleichzeitig IL-18 Uberexprimierten
(Shaftel et al., 2007b). Diese Tiere wiesen erhdohte Entziindungsparameter auf.
Gleichzeitig waren weniger unldsliche AB-Plaques nachweisbar. In einer weiteren

Publikation wurden schlie3lich kognitive Tests durchgeflhrt.

Dabei wurden IL-1 beta™" Mause mittels Morris Water Maze Tests auf Sto-
rungen des raumlichen Gedachtnis untersucht (Moore et al., 2009). In diesem

Test schnitten transgene Mause schlechter ab als Kontrolltiere. Die Autoren deu-
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teten das Nachlassen kognitiver Eigenschaften nicht als spezifische Wirkung von
IL-18, sondern als Folge einer breiten neuroinflammatorischen Antwort auf das
Zytokin. Ein ahnliches Nachlassen kognitiver Effekte wurden zuvor mittels LPS-
induzierter Neuroinflammation gezeigt (Hauss-Wegrzyniak et al., 2000a). Jedoch
bewirkte intraventrikulare LPS-Instillation permanente Umstrukturierung und
Zelluntergang im Hippokampus (Hauss-Wegrzyniak et al.,, 1998b, Hauss-
Wegrzyniak et al., 2000b, Hauss-Wegrzyniak et al., 2002). IL-1 beta™*" Tiere
wiesen diese spezifischen hippokampalen Veranderungen jedoch nicht auf
(Shaftel et al., 2007a).

Eine israelische Arbeitsgruppe hat die konstitutive Wirkung von IL-1B3 auf
die Gedachtniskonsolidierung gezeigt, indem sie transgene Mause mit einem
Knockout des IL-1 Rezeptor Typ 1 erzeugten. Diese Tiere wiesen mnestische
Storungen auf (Avital et al., 2003). Goshen et al. setzten die positiven und ne-
gativen Effekten von IL-1B in Beziehung zueinander, indem sie die Wirkung von
IL-18 auf Gedachtniskonsolidierung als glockenférmige Graphen darstellen
(Goshen et al., 2007). Damit wird zum Ausdruck gebracht, dass es einen engen
biologischen Bereich gibt, innerhalb dessen IL-1B die Gedachtnis-Konsolidierung
unterstitzt. Ober- und unterhalb dieses Konzentrationsbereichs sind gestorte

mnestische Parameter feststellbar.

Eine weitere Arbeitsgruppe hat die Effekte von IL-1 auf Synapsen unter-
sucht. Li et al. konnten dabei zeigen, dass von Mikroglia ausgeschuttetes IL-1
uber den neuronalen p38-MAPK Stoffwechselweg die Synthese von Synaptophy-
sin stort sowie die Tau-Phosphorylierung induziert (Li et al., 2003). Gehemmte
Synaptophysin-Synthese flhrt zu gestérter Synapsen-Funktion. Zusatzlich ist
hyperphosphoryliertes Tau unléslich und behindert den axonalen Transport. Bei-

des sind pathologische Merkmale der AD.

CNI-1493 konnte als p38-MAPK-Inhibitor in der Lage sein, schadigende Ef-
fekte von IL-1B, wie die Induktion proinflammatorischer Zytokine sowie die Sto-

rung des axonalen Transports und der synaptischen Integritat, zu unterdricken.
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In Abwesenheit der negativen Effekte Uberwiegen maoglicherweise positive Wir-
kungen des Zytokins. Einer dieser Effekte kdnnte die Induktion des purinergen
P2Y2R sein, auf die spater weiterfuhrend eingeganden wird. Der genaue Mecha-
nismus, Uber den die sequentielle Behandlung mit CNI-1493 und AB zur Aus-
schittung von IL-1B fahrt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht abschliessend

geklart werden.

Nach der Beobachtung erhohter IL-13 Werte gingen wir zunachst davon
aus, dass aus der sequenziellen CNI-1493 und AB-Behandlung entweder er-
hdhte ATP-Spiegel oder P2X7R-Expression resultieren. Um diese Frage zu kla-
ren, wurde extrazellulares ATP gemessen. Die P2X7R-Expression wurde mit
Hilfe der Immunoblot-Analyse untersucht. Leider scheiterten beide Versuche me-
thodisch und lielRen sich trotz intensiver Verbesserungsbemihungen und haufi-

ger Wiederholungen nicht durchfuhren.

Zusatzlich zur Interaktion von ATP mit dem P2X7R konnte eine Studie
zeigen, dass das antimikrobiell wirksame Peptid LL37 ebenfalls durch Wechsel-
wirkung mit dem P2X7R die Prozessierung und Sekretion von IL-13 steigert
(Elssner et al., 2004). Eine kurzlich erschienene Publikation Uber eine mogliche
Rolle von AB als antimikrobielles Peptid hatte zahlreiche Parallelen zwischen A
und LL37 aufgezeigt (Soscia et al., 2010). Mdglicherweise induziert A wie LL37
direkt Uber den P2X7R die Ausschuttung von IL-1(.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
sequenzielle Behandlung von Mikroglia mit CNI-1493 und AP zu einer erhdhten
Ausschuttung von IL-1B fuhrt. Der genaue Mechanismus dieser gesteigerten

Auschuttung konnte nicht ermittelt werden.

10.4.4 AB hat keinen Einfluss auf die Ausschlittung von IL-10
Die Behandlung primarer Mikroglia mit A hat keinen Effekt auf die
Ausschuittung von IL-10. Behandlung mit CNI-1493 hat ebenfalls keinen Effekt.
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IL-10 ist anti-inflammatorisch wirksam und begrenzt unter physiologischen
Bedingungen potent Entzindungsreaktionen im gesamen Korper. Seine Aus-
schittung erfolgt zeitversetzt mit proinflammatorischen Zytokinen (u.a. IL-1, IL-6,
TNFa) und inhibiert autokrin Monozyten (de Waal Malefyt et al., 1991). Die
mdgliche Reduktion von IL-10 unter CNI-1493 Behandlung erfolgt moglicher-

weise indirekt durch Hemmung der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine.

10.5 SEQUENTIELLE BEHANDLUNG MIT CNI-1493 UND AMYLOID BETA

FUHRTE ZUR HOCHREGULATION DES PURINERGEN P2Y2-REZEPTORS

In unserer Arbeit konnten wir durch eine Prainkubation einer primaren
neuronalen Mischkultur mit CNI-1493 sowie anschlielRender AB-Behandlung eine
erhohte Expression des P2Y2R-Rezeptors (P2Y2R) nachweisen. Die wichtigste
Bedeutung stellt der Rezeptor bei experimentellen Ansatzen in der Therapie der
zystischen Fibrose dar — der in Europa haufigsten rezessiv vererbten Multisys-
tem-Erkrankung mit einer Mutation im CFTR-Gen (Rowe et al., 2005). Bei dieser
Erkrankung bewirken Agonisten am P2Y2R unter anderem eine Erhéhung der
Chlorid-Leitfahigkeit sowie eine Verbesserung der ziliaren Clearance im pul-
monalen Gewebe (Kellerman et al., 2002). Der noch nicht zugelassene inhalativ
applizierte Wirkstoff Denufosol hat in mehreren Phase 3 klinischen Studien —
siehe TIGER-1 und TIGER-2 Studie unter www.clinicaltrial.gov - zur verbesser-
ten Lungenfunktion geflhrt (Accurso et al., 2011). Da der Rezeptor durch inflam-
matorische Prozesse reguliert ist und von Neuronen und Gliazellen im ZNS

exprimiert wird, wird er zunehmend fur Erkrankungen des ZNS erforscht.

Mehrere Arbeitsgruppen haben die Hochregulation des P2Y2R durch pro-
inflammatorische Zytokine an neuronalen und nicht-neuronalen Zellen beschrie-
ben (Koshiba et al., 1997, Hou et al., 2000, Kong et al., 2009). Im ZNS kommt
der Rezeptor auf unterschiedlichen Zellentitdten vor und ist unter anderem an
der Steuerung der Neurotransmission, Zellproliferation sowie des neuronalen
Zelliberlebens und der Apoptose beteiligt (Arthur et al., 2005, Weisman et al.,
2005, Arthur et al., 2006).
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Kong et al. haben gezeigt, dass die Stimulation kortikaler Neurone mit IL-
18 zur Hochregulation von P2Y2R flhrt. Gleichzeitig steigt damit die Bereitschaft
der Zellen, die a-Sekretase (siehe unten) zu aktivieren, sobald sie mit dem
P2Y2R-Agonisten UTP behandelt werden (Kong et al., 2009). Erhdhte Pro-
zessierung des Amyloid Precursor Protein (APP) durch die a-Sekretase reduziert
die AB-Synthese und fuhrt zur vermehrten Ausschittung des neuroprotektiven
sAPPa. Diese beiden Effekte werden im folgenden Kapitel erlautert und disku-
tiert. SchlieBlich hat eine Arbeitsgruppe die Gehirne von AD-Patienten post
mortem auf die Expression des P2Y2R untersucht und eine verminderte Ex-

pression des Rezeptors festgestellt (Lai et al., 2008).

Die sequenzielle Behandlung primarer Zellen mit CNI-1493 und AR flhrte
zu erhdhter Expression des purinergen P2Y2R. Diese Hochregulation lasst sich
durch eine erhdhte Auschuttung von IL-1B erklaren. Der P2Y2R hat anti-apoptoti-
sche Wirkung und flhrt indirekt zur Ausschittung des neuroprotektiven sAPPa.
Beides sind Effekte, die dem schadigenden Einfluss von AB im Rahmen der AD-
Pathologie entgegen wirken kdnnen. Die von Lai et al. (Lai et al., 2008) beschrie-
bene verminderte P2Y2R-Expression in post mortem AD-Hirnen liel3 sich in
dieser Arbeit nur unter AB1-42 beobachten. Warum dieser Effekt nicht unter AB1-

40 Behandlung zu sehen war, lief3 sich nicht klaren.

10.6 AGONISTEN DES P2Y2-REZEPTORS STEIGERN DIE SEKRETION DES

NEUROPROTEKTIVEN SAPPALPHA
Kong et al. haben gezeigt, dass Aktivierung des neuronale P2Y2-

Rezeptors (P2Y2R) mit Uraciltriphosphat (UTP) zur gesteigerten Ausschittung
des l6slichen Amyloid Precursor Proteins a (sAPPa) fuhrt (Kong et al., 2009).
UTP ist ein Agonist des P2Y2R. sAPPa ist ein neuroprotektives Spaltprodukt des
Amyloid Precursor Proteins (APP), das durch Spaltung von APP durch die a-
Sekretase entsteht (Lichtenthaler, 2011a). Die erhdhte Ausschittung des sAPPa

hat zahlreiche Implikationen flr die AD-Pathologie.
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Abb. 29 Nicht-amyloidogene Kaskade des APP-Stoffwechsel. Zunachst proteolysiert die
a-Sekretase N-Terminus von APP unter Freisetzung von sAPPa nach extrazellular. Anschlie-
Rend spaltet die y-Sekretase und bildet das P3-Peptid. Quelle: modifiziert nach Selkoe, 1998

Zunachst einmal bendtigt die a-Sekretase zur Synthese von sAPPa das
gleiche Substrat wie die p-Sekretase fur die Synthese von AR — namlich APP.
Der entscheidende Unterschied zwischen a- und B-Sekretase ist, dass erstere
APP innerhalb der AB-Sequenz spaltet. Das dabei entstehende Fragment P3
(um 16 N-terminale Aminosauren kurzer als AB), das nicht direkt an der
Plaquebildung beteiligt ist (Lichtenthaler, 2006). Sowohl a- als auch B-Sekretase
sind an einem Vorgang beteiligt, der als ,Ectodomain Shedding“ bezeichnet wird.
Dieser Begriff beschreibt die Abspaltung der extrazellularen Domane des Trans-
membranproteins APP. Dabei schneidet die a-Sekretase APP naher an der
Zellmembran als die B-Sekretase. Damit verbleibt flr die nachfolgende, innerhalb
der Zellmembran statt findende, Spaltung durch die y-Sekretase ein kirzeres,
weniger toxisches Peptid (Lichtenthaler, 2006). Gleichzeitig bleibt die Synthese
von sAPPJ aus, das proapoptotische Eigenschaften haben soll (Nikolaev et al.,
2009).

Durch Ectodomain Shedding wird der ABR-Synthese Substrat entzogen.
Abnehmende AB-Produktion wurde sowohl in genetischen Studien nachgewie-
sen, bei denen die a-Sekretase Uberexprimiert wurde (Postina et al., 2004), als
auch in pharmakologischen, bei denen das Enzym mit Agonisten aktiviert wurde
(Bandyopadhyay et al., 2007). In der Studie von Postina et al. wurde zusatzlich
gezeigt, dass neben AB-Spiegeln auch das Ausmald der Neuroinflammation
zuruckging und sich kognitive Parameter der Tiere verbesserten (Postina et al.,

2004). Andere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe geben Hinweise darauf, dass
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CNI-1493 in vivo an der a-Sekretase agonistisch wirkt (persénliche Kommunika-

tion mit David Mengel, Doktorand der Arbeitsgruppe).

Neben der Senkung des neurotoxischen AB besteht in der Aktivierung der
a-Sekretase ein direkter positiver Aspekt, namlich erhohte sAPPa Spiegel. Das
Peptid hat unterschiedliche neuroprotektive Eigenschaften. So induziert es unter
anderem die Expression von Transthyretin und Insuline-like Growth Factor 2 und
schitzt so Neurone vor AB-induzierter Toxizitat (Stein et al., 2004). Desweiteren
verbessert sAPPa die kognitiven und motorischen Leistungen von Tieren mit
diffusen Hirntrauma (Thornton et al., 2006, Corrigan et al., 2011). Somit bieten
die positiven Effekte, die eine erhdhte a-Sekretase Aktivierung im Rahmen der
AD-Pathologie hat, eine interessante Erweiterung der bestehenden Forschungs-

ansatze.

10.7 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass AP eine toxische Wirkung auf
primare neuronale und mikroglidare Zellen hat. Zusatzlich I6ste die Behandlung
von primaren Mikroglia mit dem Peptid eine erhdhte Ausschittung der pro-
inflammatorischen Zytokine TNFa, IL-6 und IL-13 aus. Prainkubation der Zellen
mit dem anti-inflammatorisch wirksamen p38 MAPK Inhibitor CNI-1493 redu-
zierte die Ausschittung von TNFa und IL-6 auf das Niveau der unbehandelten
Kontrolle. Interessanterweise stieg die Sekretion von IL-13 nach CNI-1493 Prain-
kubation weiter an. Dieser Anstieg stellt eine mdgliche Erklarung fur eine erhdhte
Expression des P2Y2R in primaren neuronalen Mischkulturen bei sequentieller
CNI-1493 und AB-Behandlung dar. Die genauen Mechanismen dieser Regulatio-
nen lieRen sich nicht klaren. Jedoch bestatigt die Literatur mdgliche positive
Wirkungen eines erhohten IL-13 Spiegels und einer vermehrten Expression des
P2Y2R. So ist das Zytokin unter anderem an der Konsolidierung von Gedachtnis-
inhalten beteiligt. Der P2Y2R aktiviert die nichtamyloidogene Kaskade der APP-
Prozessierung und aktiviert den EGFR, was eine neuroprotektive Wirkung hat.
Zur Veranschaulichung dieser Effekte dient Abb. 30.
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Abb. 30 Méglicher Mechanismus der CNI-1493 bedingten P2Y2R Hochregulation. Infolge
einer Behandlung mit CNI-1493 und A schutten primare Mikroglia IL-13 aus. Dieses fihrt an
primaren Neuronen zu einer gesteigerten Expression des P2Y2R, dessen Agonisten die a-

Sekretase. Diese prozessiert APP unter Bildung von sAPPa.

Dargestellt sind die Wechselwirkung mikroglialer und neuronaler Zellen,
die beide erhdhten AB-Spiegeln ausgesetzt sind. Hinzugefligtes CNI-1493 be-
wirkt eine gesteigerte IL-1B3 Sekretion — moglicherweise durch eine Aktivierung
des mikrogliaren P2X7R. IL-1B8 erhdht die Expression des neuronalen P2Y2R,
dessen Agonisten Uber eine indirekte Aktivierung der a-Sekretase eine erhohte
Ausschittung des neuroprotektiven sAPPa bewirkt. Dieses Peptid wirkt den
toxischen Effekten von AR entgegen, was im Tierversuch der AD zur
Verbesserung kognitiver Parameter flhrt. Desweiteren fluhrt der P2Y2R zur

Aktivierung des EGFR, der neuroprotektive Mechanismen aktiviert.

10.8 AUSBLICK FUR DIE ALZHEIMER-FORSCHUNG
Die reaktive Aktivierung glialer Zellen im ZNS — genannt Neuroinflamma-
tion — kommt regelhaft bei AD-Patienten vor. In der Vergangenheit gab es unter-

schiedliche klinische Studien zur Therapie der AD. Darunter auch anti-
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inflammatorische Ansatze mit NSAIDs. Die Unterschiede zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe waren minimal und die Therapie wurde als unwirksam
verworfen (Etminan et al., 2003, Weggen et al., 2007, Vlad et al., 2008). Fir das
Scheitern unterschiedlicher Therapieansatze der AD gibt es mehrere wichtige

Grinde.

Der Therapieerfolg bemisst meist an kognitiven Parametern, die schwierig
zu reproduzieren sind. Das andere Problem ist nach wie vor das fehlende
Verstandnis wichtiger Punkte innerhalb der Pathogenese. Zwar sind sowohl AR
als auch Tau integrale Bestandteile der Pathophysiologie, doch konnten die ge-

nauen pathologischen Vorgange bislang nicht geklart werden .

Ein weiterer Grund, warum samtliche Therapieansatze bisher wenig wirk-
sam waren, liegt auch in der Tatsache, dass die Erkrankung am Therapiebeginn
bereits zu weit fortgeschritten sein kdnnte. GroRe Anstrengungen werden deswe-
gen unternommen, um den Diagnosezeitpunkt in das vorklinische Stadium der
Erkrankung vorzuverlegen. Die Darstellung von Amyloid im Gehirn mittels bildge-
bender Verfahren ist eine der Optionen. Allerdings gibt es weiterhin kein etablier-
tes Friherkennungsverfahren. Dieses bleibt Bestandteil intensiver Forschungs-

bemuhungen.

Die vorliegende Arbeit konnte den P2Y2R als ein mdgliches
therapeutisches Ziel im Kontext der AD identifizieren. Dieser Rezeptor wird durch
sequentielle Behandlung mit CNI-1493 und AB hochreguliert. Er hat positive Ef-
fekte auf den AB-Metabolismus und aktiviert neuroprotektive Mechanismen. Uber
die Relevanz des Rezeptors in vivo im Rahmen der AD gibt es so gut wie keine
Hinweise. Eine Gruppe hat zwar die selektive Abnahme von P2Y2R in post
mortem Hirnen bei AD-Patienten beschrieben. Doch dieser Publikation folgten
keine weiteren, die die Ergebnisse reproduzierten. Samtliche Aussagen zum Re-
zeptor stammen aus in vitro Experimenten. Mut macht die Tatsache, dass Ago-
nisten des Rezeptors bei der Therapie zystischen Fibrose vor der klinischen Zu-

lassung stehen und somit, nach den vorliegenden Daten zu urteilen, wirksam

114



Effekte von CNI-1493 auf mikroglidre und neuronale Zellen

und sicher sind. Ob ahnliche Praparate die negativen Seiten der Neuroin-

flammation verhindern konnen, ist nicht klar.

CNI-1493 senkt die AB-induzierte Ausschuttung von TNFa und IL-6. Zu-
satzlich steigert es die Sekretion von IL-1p und die Expression des P2Y2R. Die
Tatsache, dass die Ausschuttung einzelner proinflammatorischer Zytokine selek-
tiv gehemmt, die anderer daflir gesteigert wird, ist zunachst tUberraschend. Als
Erklarungsansatze kommen unterschiedliche Trigger- und Sekretionsmechanis-
men der einzelnen Zytokine infrage. Klarungsversuche fir diese Beobachtungen
sind im Rahmen dieser Arbeit an den Methoden gescheitert und mussen in

Folgearbeiten untersucht werden.

Insgesamt stellt der MAPK-Inhibitor CNI-1493 einen spannenden Wirkstoff
zur Therapie der AD dar. Seine gleichzeitige Wirkung auf AB-Aggregate und auf
neuroinflammatorische Stoffwechselwege in Verbindung mit positiven tierexperi-
mentellen Ergebnissen stellt einen viel versprechenden Therapieansatz der AD
dar. Deswegen erscheint den Autoren die weitere Charakterisierung von CNI-

1493 sowie seiner Analoga interessant.
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