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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Neurodegenerative Erkrankungen sind meist sporadisch auftretende, langsam fortschrei-
tende Erkrankungen des Nervensystems, die durch den progressiven Verlust von Nerven-
zellen gekennzeichnet sind. Damit einhergehend kommt es zunehmend zu neurologischen
Funktionsausfillen, wie Gedéichtnisproblemen, Sprach- oder Bewegungsstorungen (siche
Ubersichtsartikel in Martin, 1999). Typischerweise nimmt die Erkrankungswahrschein-
lichkeit mit dem Alter exponentiell zu. Aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung so-
wie des wachsenden Anteils dlterer Menschen an der Gesamtbevolkerung muss daher da-
von ausgegangen werden, dass sich die Anzahl der Betroffenen in den nichsten Jahrzehn-
ten drastisch erhohen wird. Aus diesem Grund sind die Erforschung und Entwicklung the-

rapeutischer MaBBnahmen nicht zuletzt auch von besonderer sozialmedizinischer Relevanz.

1.1  Neurodegenerative Erkrankungen

Zu den bekanntesten neurodegenerativen Storungen zdhlen die chronisch progressiv ver-
laufenden Krankheiten Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea Huntington und die
amyotrophe Lateralsklerose (ALS). Aber auch durch eine voriibergehende, mangelhafte
Sauerstoffversorgung des Gehirns, wie sie bei einem Schlaganfall auftritt, kdnnen neuro-
degenerative Prozesse in Gang gesetzt werden.

Die héufigste neurodegenerative Erkrankung, Morbus Alzheimer, wurde vor rund 100
Jahren erstmals von dem deutschen Neurologen Alois Alzheimer beschrieben (Alzheimer,
1907). Leitsymptome der Erkrankung sind vor allem Gedéichtnisverlust, zeitliche und ort-
liche Desorientierung sowie Sprachstorungen. Die Krankheit verschlimmert sich fort-
schreitend und fiihrt nach mehr oder weniger vollstindigem Verlust von Gedéchtnis,
Korperkontrolle und schlieflich auch der Personlichkeit zum Tod. Schitzungen zufolge
leiden in Europa 0,9 % der 60-64-Jéhrigen, 6,0 % der 75-79-Jéhrigen und 24,8 % der iiber
85-Jahrigen an Morbus Alzheimer (Ferri et al., 2005). In Deutschland wird die Zahl der
Erkrankten derzeit auf 650000 geschétzt (Bickel, 2001). Therapie und Pflege der Betroffe-
nen sind dulerst kostenintensiv. So werden fiir die Betreuung eines einzelnen Alzheimer-
Patienten jdhrlich etwa 45000 € benétigt (Hallauer et al., 2000). Entsprechend belaufen
sich die allein durch die Alzheimersche Erkrankung verursachten volkswirtschaftlichen
Kosten auf knapp 30 Milliarden € pro Jahr.

Angesichts solcher Zahlen wird deutlich, dass die Gruppe der neurodegenerativen Er-

krankungen tatsdchlich von enormer gesundheitspolitischer und sozialokonomischer Be-
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deutung ist. Neben diesen finanziellen Aspekten sind aber auch die extremen psychischen
Belastungen von Angehorigen und Betreuern der betroffenen Patienten zu beriicksichtigen.
Entsprechend intensiv verlduft die Suche nach Strategien, mit deren Hilfe die Pathogenese
der Krankheiten verlangsamt oder sogar aufgehalten werden kann. Bisher stehen jedoch
nur begrenzte Therapiemdglichkeiten zur Verfiigung. So konnen Defizite im Neuro-
transmitter-Haushalt, wie sie bei Morbus Alzheimer (Acetylcholin) und Morbus Parkinson
(Dopamin) auftreten, durch Hemmung Transmitter-abbauender Enzyme (Acetylcholin-
Esterase) oder Gabe von Transmitter-Vorstufen (Levodopa) teilweise ausgeglichen wer-
den. Dies kann die Krankheitssymptome mindern, das Fortschreiten der Erkrankung jedoch
nicht abwenden (Cavalli et al., 2008).

Als Kausaltherapie erwogen wird beispielsweise der Ersatz verloren gegangener Zell-
populationen mittels Stammzellen. Bereits Ende der 70er Jahre gelang es erstmals, Stamm-
zellen aus dem ventralen Mesenzephalon von Rattenembryonen in das Striatum adulter
Tiere zu transplantieren, wo sie die Funktion der aufgrund einer experimentellen
6-Hydroxy-Dopamin-Behandlung abgestorbenen Zellen iibernahmen (Bjorklund und Ste-
nevi, 1979). Auch in klinischen Studien an Parkinson-Patienten gibt es bereits ermutigende
Resultate mit transplantierten Stammzellen (Freed et al., 2001). Aufgrund der mit der Ge-
winnung embryonaler Stammzellen verbundenen ethischen Probleme bietet sich diese
Form der Behandlung jedoch nicht als Standardtherapie an. Um die moralischen Streitfra-
gen zu umgehen, wird in letzter Zeit die Forschung an adulten Stammzellen verstérkt. Die-
se konnen beispielweise aus dem Knochenmark entnommen und in vitro in neuronale Pha-
notypen transdifferenziert werden (Chen et al., 2006).

Die Behandlung mit Stammzellen zielt darauf ab, verloren gegangene Zellpopulationen
in bestimmten Regionen zu ersetzen. Diese Strategie hilft jedoch nicht, wenn sich der
Schaden iiber einen grofen Bereich des Gehirns erstreckt, wie dies beispielsweise bei fort-
geschrittenem Morbus Alzheimer der Fall ist. Alternativ wird daher nach Moglichkeiten
gesucht, bereits das Absterben der Zellen zu verhindern. Der Zelltod wird bei einigen neu-
rodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Morbus
Huntington, durch die liberméfige Produktion und anschlieBende Aggregation korper-
eigener Proteine ausgeldst (siche Ubersichtsartikel in Irvine et al., 2008). Gelingt es also,
die Bildung dieser Proteine zu verringern bzw. ihren Abbau zu beschleunigen, konnte da-
durch der Krankheitsverlauf aufgehalten werden. Tatsédchlich wurden in einem Tiermodell
der Alzheimerschen Erkrankung durch Impfung gegen das ursdchlich an der Pathogenese
beteiligte Peptid B-Amyloid (AP) gute Erfolge erzielt (Schenk et al., 1999; Mouri et al.,
2007). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die Biosynthese der toxischen Peptide mit-

2
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tels RNA-Interferenz (RNA1i) zu unterdriicken. Der Gruppe um Singer et al. gelang es, den
Krankheitsverlauf in einem transgenen Mausmodell des Morbus Alzheimer zu verzogern,
in dem sie ein fiir die Bildung von AP benétigtes Enzym ausschalteten (2005). Auch in
Tiermodellen anderer neurodegenerativer Krankheiten zeigte die Therapie mittels RNAi
protektive Effekte (siehe Ubersichtsartikel in Gonzalez-Alegre und Paulson, 2007).

Der durch die toxischen Peptide oder andere Stimuli ausgeloste Zelltod kann auch durch
die Blockade von Zelltodkaskaden aufgehalten werden. So geht ein Teil der absterbenden
Neurone durch den programmierten Zelltod, die Apoptose, zugrunde. Die an sich iiber-
lebensfdhigen Zellen starten aufgrund extrinsischer oder intrinsischer Stimuli — wie die
Bindung von Liganden an spezielle Todesrezeptoren oder die Freisetzung pro-
apoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien — ein Suizidprogramm, das mit der Aktivie-
rung bestimmter Proteasen, der Caspasen, beginnt (siehe Ubersichtsartikel in Taylor et al.,
2008). Diese Initiatorcaspasen konnen ihrerseits verschiedene Effektorcaspasen aktivieren,
die unter anderem Strukturproteine, wie Aktin, Keratin oder Kernlamine, DNA-
Reparaturproteine wie die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase oder den DNase-Inhibitor
ICAD (inhibitor of caspase-activated desoxyribonuclease) proteolytisch spalten und damit
die zelluldre Destruktion einleiten. Die fiir die Funktion mehrzelliger Organismen essen-
tielle Apoptose wird bei einigen Erkrankungen tibermiBig aktiviert und tragt dadurch zum
Verlust von Nervenzellen bei (Kermer et al., 2004). Entsprechend konnen Substanzen, die
die apoptotische Signalkaskade blockieren, neuroprotektiv wirken. In einem Mausmodell
des Morbus Huntington konnte nachgewiesen werden, dass der Caspase-Hemmstoff Car-
bobenzoxy-Val-Ala-Asp-Fluoromethylketon (zVAD-fmk) den Krankheitsverlauf verlang-
samt (Ona et al., 1999). Auch nach einem ischdmischen Insult konnte das Infarktvolumen
durch zVAD-fmk signifikant verringert werden (Yap et al., 2008). Die Blockade der
Caspasen 2, 3 und 6 schiitzt zudem vor AB-induziertem Zelltod (Allen et al., 2001).

Wenngleich in Tiermodellen zahlreiche Strategien zur Bekdmpfung neurodegenerativer
Erkrankungen erfolgreich waren, so stehen diesen Erfolgen jedoch kaum Fortschritte in der
Therapie erkrankter Menschen gegeniiber. Wéhrend bei Methoden, die an dem Phédnomen
der RNAI ansetzen, gerade erst begonnen wird, ihre klinische Vertréglichkeit an Proban-
den zu testen (DeVincenzo et al., 2008), gibt es gegen andere Behandlungsstrategien — wie
die Transplantation embryonaler oder gar fetaler humaner Stammzellen — schwerwiegende
ethische Einwénde. Klinische Studien mit Substanzen, die den Zelltod im Tierversuch ver-
hindern konnten, blieben bislang erfolglos (Faden und Stoica, 2007). Zudem wurden in
klinischen Versuchen zum Teil schwere Nebenwirkungen beobachtet, die anhand der

préklinischen Ergebnisse nicht abzusehen waren. So mussten erste klinische Einsdtze einer

3
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Immuntherapie gegen den Morbus Alzheimer aufgrund auftretender Hirnhautentziindun-
gen abgebrochen werden (Orgogozo et al., 2003; Gilman et al., 2005). Solche Riickschlage
verursachen hohe Kosten und einen enormen Verwaltungsaufwand. Zunehmend werden
daher bereits zugelassene Arzneimittel auf eine mogliche neuroprotektive Wirkung unter-
sucht. Als eines der erfolgsversprechendsten Praparate erwies sich dabei das semisyntheti-
sche Tetrazyklin-Derivat Minozyklin (MC).

MC wird seit mehreren Jahrzehnten als Antibiotikum zur Behandlung von Akne vulgaris
sowie rheumatoider Arthritis eingesetzt (Blum et al., 2004). Es ist im Normalfall gut ver-
traglich (Goulden et al., 1996), nur sehr selten treten schwerwiegende Nebenwirkungen
wie eine autoimmune Hepatitis oder Lupus erythematodes auf (Gough et al., 1996). MC
kann aufgrund seiner geringen Grofie und der ausgepragten Lipophilie zudem die Blut-
Hirn-Schranke passieren (Macdonald et al., 1973) und ist somit fiir die Behandlung von

Krankheiten des zentralen Nervensystems gut geeignet .

1.2  Minozyklin und Neuroprotektion

Den ersten Hinweis darauf, dass MC neben seiner antibiotischen Wirkung auch neuro-
protektive Eigenschaften besitzt, ergab eine Studie von Yrjanheikki et al., in der nach-
gewiesen werden konnte, dass die Behandlung von Wistenrennm&usen (Gerbils) mit MC
gegen Ischdamie-induzierten Zelltod schutzt (1998). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte spater
zeigen, dass MC das Infarktvolumen selbst dann signifikant reduziert, wenn die Behand-
lung erst 4 h nach dem Infarkt gestartet wird (Yrjanheikki et al., 1999). Dieses breite thera-
peutische Zeitfenster macht MC fiir eventuelle klinische Anwendungen besonders interes-
sant.

In den folgenden Jahren wurde das protektive Potential von MC an einer Vielzahl
weiterer Erkrankungen des zentralen Nervensystems untersucht. So berichteten Chen et al.,
dass MC den Krankheitsverlauf in einem Mausmodell der Chorea Huntington verlangsamt
(2000). Die Behandlung mit MC flhrte bei den verwendeten R6/2-Md&usen, die ein
Huntingtin-Gen mit 144 CAG-Triplett-Wiederholungen exprimieren (Mangiarini et al.,
1996), zu einer deutlich héheren Uberlebenszeit. Zudem traten die ersten Symptome spéter
auf und die motorischen Fahigkeiten blieben langer erhalten. Auch in einem Parkinson-
Modell konnten protektive Effekte von MC beobachtet werden (He et al., 2001). Hierbeli
verringerte die Behandlung mit MC den Verlust an dopaminergen (Tyrosinhydroxylase-
positiven) Zellen nach Injektion von 6-Hydroxy-Dopamin in das Striatum. Des Weiteren

konnte der protektive Effekt von MC auch in Tiermodellen der amyotrophen
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Lateralsklerose (ALS, Zhu et al., 2002) sowie der multiplen Sklerose (Brundula et al.,
2002) bestatigt werden.

Die hier aufgefihrten, vielversprechenden Ergebnisse tierexperimenteller Arbeiten
fuhrten dazu, dass MC zunehmend auch in klinischen Studien eingesetzt wurde. Donovan-
Wright et al. behandelten bereits 2002 eine einzelne, an fortgeschrittener Chorea
Huntington erkrankte Patientin mit MC, wodurch eine deutliche Verbesserung der
motorischen und kognitiven Fahigkeiten erreicht werden konnte (2002). Eine nachfolgende
Studie an 14 Patienten kam zu &hnlichen Resultaten (Bonelli et al., 2004). In dieser
Untersuchung zeigte sich, dass die Symptomatik durch MC-Gabe (iber einen Zeitraum von
2 Jahren stabilisiert werden kann. Auch nach einem Schlaganfall erwies sich die
Behandlung mit MC als gunstig (Lampl et al., 2007). Die klinische Wirksamkeit von MC
wurde zudem an ALS-Patienten getestet. Jedoch zeigte sich in einer Phase I11-Studie an
uber 400 Patienten, dass MC den Krankheitsverlauf beschleunigt und die Mortalitat erhoht
(Gordon et al., 2007).

Auch in tierexperimentellen Arbeiten ist die schitzende Wirkung von MC nicht un-
umstritten (siehe Ubersichtsartikel in Diguet et al., 2004). So konnte der oben beschriebene
protektive Effekt von MC im R6/2-Modell der Chorea Huntington (Mangiarini et al., 1996)
von einer anderen Arbeitsgruppe nicht reproduziert werden (Smith et al., 2003). In einem
in vitro-Modell der Krankheit vermochte MC den Zelltod ebenfalls nicht zu inhibieren
(Fernandez-Gomez et al., 2005). Yang et al. stellten sogar fest, dass MC die toxische Wir-
kung von 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) gegeniiber dopaminergen
Neuronen verstarkt, indem es die Wiederaufnahme von Dopamin in Vesikel hemmt
(2003). Auch Diguet et al. (2004) beobachteten schadliche Effekte von MC an Tier-
modellen der Chorea Huntington (Behandlung mit 3-Nitropropionséure) sowie des Morbus
Parkinson (Behandlung mit MPTP). Zudem ergab eine Studie an neugeborenen Mé&usen,
dass MC den durch Hypoxie/lschamie verursachten Schaden vergroBert (Tsuji et al.,
2004).

Die bisher in der Literatur beschriebenen Ergebnisse beziiglich der Effekte von MC auf
Neurotoxizitdtsmodelle sind also durchaus kontrovers. Aus diesem Grunde ist die genaue
Aufklarung der zugrunde liegenden Wirkmechanismen von besonderer Bedeutung.

1.2.1 Wirkmechanismen von Minozyklin

Auf welche Weise MC seine protektiven Effekte entfaltet, ist bislang nicht vollstandig auf-

geklart. Als gesichert kann gelten, dass ein Teil der schiitzenden Wirkung von MC auf sei-



EINLEITUNG

ne anti-inflammatorischen Eigenschaften zuriickzufiihren ist (Jordan et al., 2007). Die
pathologische Aktivierung von Mikroglia, speziellen Immunzellen des zentralen Nerven-
systems, spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen (siche Ubersichtsartikel in Rock und Peterson, 2006). Aktivierte Mikroglia-
zellen konnen eine Reihe pro-inflammatorischer Molekiile wie Interleukin-1f oder tumor
necrosis factor-a (TNF-a) freisetzen (Garden und Moller, 2006) und auf diese Weise Zel-
len schddigen. In einer Vielzahl von Studien wurde beobachtet, dass MC die Proliferation
der Mikroglia und ihre Aktivierung inhibiert (Yrjanheikki et al., 1998; Bye et al., 2007,
Fan et al., 2007) und somit die Freisetzung toxischer Substanzen wie TNF-o und Interleu-
kin-6 (Familian et al., 2006) verhindert. MC blockiert auBerdem sowohl die Exprimierung
(Brundula et al., 2002) als auch die Aktivitit (Yao et al., 2004) von Matrix-
Metalloproteasen (MMPs). MMPs sind Enzyme der extrazelluldren Matrix, die eine wich-
tige Rolle bei Entziindungsprozessen spielen (Parks et al., 2004).

Auch die anti-oxidativen Eigenschaften des MC sind unbestritten. Freie Radikale, wie
reaktive Sauerstoff- oder Stickstoffspezies (reactive oxygen/nitrogen species, ROS/RNS),
konnen Proteine (Stadtman und Levine, 2000), Lipide (Rubbo et al., 1994) sowie DNA
(Richter et al., 1988) schiadigen. So reagiert das Superoxidradikal mit Stickstoffmonoxid
(NO) zu Peroxynitrit (Radi et al., 2002), das unter anderem sdmtliche Komplexe der mito-
chondrialen Atmungskette (Radi et al., 1994) sowie die Mangan-Superoxiddismutase
(Yamakura et al., 1998) durch Oxidation und Nitrierung inhibieren kann. In zellfreien
Systemen zeigt MC eine dhnliche Wirksamkeit als Radikalfinger wie a-Tocopherol
(Vitamin E, Kraus et al., 2005). Wie Letzteres besitzt auch MC einen substituierten Phe-
nolring (Abb. 1.1a), der freie Radikale einfangen kann, wobei ein resonanzstabilisiertes
Phenolradikal entsteht (Abb. 1.1b). Entsprechend konnten zahlreiche Studien eine protek-
tive Wirkung von MC gegeniiber ROS- bzw. RNS-induziertem Zelltod feststellen (Lin et
al., 2001; Zhu et al., 2002; Lin et al., 2003).
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Abb. 1.1: Strukturformel und Radikalféngereigenschaften von Minozyklin
(A) Strukturformeln von Minozyklin, Tetrazyklin und a-Tocopherol. Minozyklin unterscheidet sich
von Tetrazyklin in einer zusétzlichen Dimethylaminogruppe am Phenolring. (B) Diese sorgt nach
Reaktion mit einem freien Radikal fiir zusétzliche Resonanzstabilisierung des entstehenden Phenol-
radikals (Abbildung modifiziert aus Kraus et al., 2005).

B

Neben dieser direkten anti-oxidativen Wirkung inhibiert MC auch enzymatische Prozesse
innerhalb der Zelle, die zur ROS/RNS-Bildung fithren. So kann MC die Exprimierung der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) herabsetzen (Amin et al., 1996) und damit eine ver-
ringerte Bildung des Stickoxidradikals bewirken (Tikka et al., 2001). Auflerdem ist be-
kannt, dass MC die Superoxid-Bildung an der NADPH-Oxidase blockiert (Choi et al.,
2005).

Die Ergebnisse zahlreicher Studien deuten ferner darauf hin, dass MC anti-apoptotisch
wirkt. Beispielsweise wurde gezeigt, dass MC die Aktivierung der Caspase 3 in verschie-
denen Tiermodellen inhibiert (Chen et al., 2000; Wang et al., 2003; Scarabelli et al., 2004;
Festoff et al., 2006). Hierbei hemmt MC nicht die Enzymaktivitit selbst (Chen et al.,
2000), sondern verhindert stattdessen die Ingangsetzung der apoptotischen Signalkaskade,
indem es die Translokation von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol blo-
ckiert (Zhu et al., 2002; Wang et al., 2004). Die Freisetzung anderer pro-apoptotischer Fak-
toren aus den Mitochondrien wie AIF (apoptosis inducing factor) oder Smac/DIABLO
(second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding
protein with low pl) kann durch Behandlung mit MC ebenfalls inhibiert werden (Wang et
al., 2003). MC erhoht aulerdem die Exprimierung von inhibitor of apoptosis (IAP)-
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Proteinen (Scarabelli et al., 2004), deren Wirkung in der Blockade von Caspasen besteht
(Liston et al., 2003).

Auch die Exprimierung von Proteinen der Bcl-2-Familie wird durch MC reguliert.
Bcl-2-Proteine sind wichtige Regulatoren von Zelltodprozessen (Youle und Strasser, 2008)
und spielen eine besonders wichtige Rolle bei der mitochondrial vermittelten Apoptose.
Sie kdnnen dabei sowohl pro- (Bax, Bak) als auch anti-apoptotisch (Bcl-2, Bcl-x.) wirken.
Die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine bilden Poren innerhalb der &uf3eren mitochondrialen
Membran aus (Antonsson et al., 1997) und vermdgen auf diese Weise, die Freisetzung pro-
apoptotischer Faktoren in das Zytosol zu bewirken (De Giorgi et al., 2002). Bcl-2 und
Bcl-x. verhindern diesen Effekt (Antonsson et al., 1997). Von MC ist bekannt, dass es die
Bildung des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 (Wang et al., 2004; Filipovic und Zecevic,
2008) verstarkt. Zudem konnte gezeigt werden, dass MC seine protektive Wirkung verliert,
wenn die Bcl-2-Exprimierung durch Anwendung von Antisense-Nukleotiden blockiert
wird (Wang et al., 2004). MC verhindert aulRerdem die Steigerung der Bax-Exprimierung
nach Ischamie (Kelly et al., 2004) und Sauerstoff-Glukose-Entzug (Keilhoff et al., 2008).

1.2.2 Blockade der mitochondrialen Permeabilitétstransitionspore durch
Minozyklin

Neben den bisher genannten Wirkmechanismen von MC rickte in den letzten Jahren zu-
nehmend seine Wirkung auf die mitochondriale Permeabilitatstransitionspore (mPTP) in
den Blickpunkt der Forschung. Die Offnung dieser Megapore bewirkt einen drastischen
Anstieg der Permeabilitat der inneren Mitochondrienmembran (IMM) fiir lonen und Mole-
kile bis zu einem Molekulargewicht von etwa 1,5 kDa (Hunter et al., 1976). Dieser Vor-
gang wird als Permeabilitatstransition (PT) bezeichnet. Infolge der PT bricht der Protonen-
gradient Uber der IMM zusammen, wodurch die Triebkraft fir die mitochondriale ATP-
Synthase entféllt. Der ATP-Mangel fuhrt wegen des Ausfalls verschiedener lonentranspor-
ter zum Verlust der lonenhom@ostase der Zelle, es kommt schlieflich zur Nekrose
(Crompton, 1999). Zudem bewirkt die Offnung der mPTP ein Anschwellen der Mito-
chondrien sowie die Freisetzung verschiedener pro-apoptotischer Proteine wie Cyto-
chromc in das Zytosol (Crompton, 1999). Bei Aufrechterhaltung der zelluldaren ATP-
Konzentration kann eine Aktivierung der mPTP daher auch den apoptotischen Zelltod in-
duzieren. Uber den genauen Mechanismus der Translokation von Cytochrom ¢ existieren
verschiedene Hypothesen (Gogvadze et al., 2006). So ist bekannt, dass die Aktivierung der
mPTP zu einem Anschwellen der Mitochondrien (Gunter und Pfeiffer, 1990) fuhrt, wo-
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durch es zu einer Ruptur der duBeren Mitochondrienmembran (outer mitochondrial memb-
rane, OMM) kommen kann (Feldmann et al., 2000). Dies ermdglicht den Austritt pro-
apoptotischer Proteine und so auch von Cytochrom c, das aufgrund seiner Grél3e von etwa
12 kDa die OMM normalerweise nicht passieren kann (Mayer und Oberbauer, 2003). Zu-
dem konnte gezeigt werden, dass die Offnung der mPTP zur Translokation des pro-
apoptotischen Proteins Bax in die OMM fihrt, wo es multimere Komplexe bildet, durch
die das Cytochrom c den Intermembranraum verlassen kann (De Giorgi et al., 2002). Dar-
aufhin bildet sich im Zytosol ein Proteinkomplex aus dem freigesetzten Cytochrom c, ATP
und Procaspase 9, das sogenannte Apoptosom. In diesem Komplex wird die Procaspase 9
autokatalytisch gespaltet; die apoptotische Signalkaskade beginnt.

Der molekulare Aufbau der mPTP bleibt umstritten. Man geht jedoch zumeist davon aus,
dass die mPTP aus drei Hauptkomponenten besteht (Rasola und Bernardi, 2007): dem Po-
rin (voltage dependent anion channel, VDAC) der OMM, dem Adeninnukleotidtransporter
(ANT) der IMM und dem Matrixprotein Cyclophilin D (CypD; Abb. 1.2). Entsprechend
konnen Interaktionspartner dieser Proteine, wie Ro 68-3400 (VDAC, Cesura et al., 2003),
Bongkreksdure (ANT, Le Quoc und Le Quoc, 1988) sowie Cyclosporin A (CsA, bindet an
CypD, Crompton et al., 1988), die Offnung der mPTP inhibieren. Weitere Proteine, die als
mPTP-Komponenten diskutiert werden, sind das zytosolische Enzym Hexokinase und die
mitochondriale Kreatinkinase (mtCK, Beutner et al., 1998), mehrere Mitglieder der Bcl-2-
Familie wie Bax und Bcl-2 selbst (Brenner et al., 2000) sowie der mitochondriale
Phosphatcarrier (Leung und Halestrap, 2008).

Der wichtigste Trigger fur die Offnung der mPTP ist eine erhdhte mitochondriale
Kalziumkonzentration (Hunter et al., 1976). Die Sensitivitat der Pore fir Kalzium wird je-
doch von einer Vielzahl weiterer Faktoren reguliert. So ist fur die Induktion der PT die
Anwesenheit von anorganischem Phosphat essentiell und mit erhohter Phosphat-
konzentration steigt die Offnungswahrscheinlichkeit der Pore (Al-Nasser und Crompton,
1986). Oxidativer Stress wurde in zahlreichen Studien ebenfalls als Ausldser fur die PT
nachgewiesen (Kowaltowski et al., 2001). Substanzen wie Phenylarsenoxid, die Thiol-
gruppen von Proteinen oxidieren konnen, induzieren die Offnung der mPTP (Lenartowicz
et al., 1991), wahrend verschiedene Anti-Oxidantien, beispielsweise Melatonin (Andrabi et
al., 2004), die mPTP inhibieren. Eine Studie von Costantini et al. ergab, dass die Oxidation
eines kritischen Cysteinrestes des ANT die Poren6ffnung induziert (2000). Es wird daher
vermutet, dass dieser fur die Modulierbarkeit der mPTP durch oxidativen Stress verant-
wortlich ist (Halestrap et al., 1997). Ein weiterer Faktor, der die mPTP-Offnung fordert, ist
die Depolarisation der Mitochondrien (Bernardi, 1992). Inhibiert wird die mPTP durch ei-
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nen niedrigen pH-Wert (Halestrap, 1991), moglicherweise aufgrund einer Blockade der
Interaktion verschiedener mPTP-Komponenten (Nicolli et al., 1996).

HK

e
Ro 68-3400 Bax Zytosol
VDAC VDAC T

Intermembran-
raum

mitCK

ANT  ANT

ATP/ADP Matrix
Bongkreksdure CypD

Ca2+ I
ROS/RNS Gl
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P.

Abb. 1.2: Molekularer Aufbau der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore
Hauptkomponenten der mPTP sind der voltage dependent anion channel (VDAC) der duBeren Mito-
chondrienmembran, der Adeninnukleotidtransporter (ANT) der inneren Mitochondrienmembran so-
wie das l6sliche Matrixprotein Cyclophilin D (CypD), das Isomerase-Aktivitét besitzt. Bindungspart-
ner dieser Proteine, wie Ro 68-3400 (VDAC), Adeninnukleotide und Bonkreksdure (ANT) sowie
Cyclosporin A (CypD), hemmen die Offnung der mPTP. Ca**-lonen, oxidativer/nitrosativer Stress,
anorganisches Phosphat sowie ein geringes mitochondriales Membranpotential hingegen fordern die
Porentffnung. Weitere Proteine, die als mPTP-Komponenten diskutiert werden, sind das zytosolische
Enzym Hexokinase (HK) und die mitochondriale Kreatinkinase (mtCK) sowie mehrere Mitglieder der
Bcl-2-Familie.
Zhu et al. waren die Ersten, die die protektive Wirkung von MC seiner Eigenschaft als In-
hibitor der mPTP zuschrieben (2002). Sie zeigten an isolierten Leber- und Hirnmitochon-
drien, dass MC, dhnlich wie CsA, die Ca’*-induzierte Schwellung und Cytochrom c-
Freisetzung inhibiert. Die Behandlung mit MC verringerte auf’erdem signifikant die Cyto-
chrom c-Freisetzung und Caspase-3-Aktivierung im Ruckenmark transgener ALS-Mause,
was mit einer deutlichen Verzégerung des Krankheitsverlaufes einherging. Im Folgenden
konnte nachgewiesen werden, dass MC den Zusammenbruch des mitochondrialen Mem-
branpotentials in Huntingtin-exprimierenden ST14A-Zellen (Wang et al., 2003) inhibiert.
Denselben Effekt zeigte MC in Cybridzellen mit defektem Komplex | (Modell der Leber-
schen Optikusatrophie), deren zytosolische Ca®*-Konzentration durch Behandlung mit
Thapsigargin (inhibiert die Ca**-Aufnahme in das endoplasmatische Retikulum; ER) er-

hoht worden war (Haroon et al., 2007). MC konnte die zudem die Cytochrom c-
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Freisetzung Schwann’scher Zellen nach Sauerstoff-Glukose-Entzug verhindern (Keilhoff
et al., 2008). Weitere Studien bestétigten an isolierten Mitochondrien den inhibierenden
Effekt von MC auf die Ca**-induzierte Schwellung (Fernandez-Gomez et al., 2005; Fuks et
al., 2005; Theruvath et al., 2008). In diesen Studien wurde jedoch auch festgestellt, dass
MC den Ca*'-induzierten Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials nicht
verhindern kann (Fuks et al., 2005), sondern selbst depolarisierend wirkt (Fernandez-
Gomez et al., 2005) und die mitochondriale Ca**-Aufnahme blockiert (Theruvath et al.,
2008). Aufgrund dieser und eigener Ergebnisse stellten Ménsson et al. die Hypothese auf,
dass die beobachtete Inhibierung der Ca**-induzierten mitochondrialen Schwellung durch
MC lediglich auf einer Blockade der Ca**-Aufnahme beruht und nicht auf eine inhibitori-
sche Wirkung auf die mPTP zuriickzufiihren ist (2007). Zudem berichteten sie, dhnlich wie
Cornet et al. (2004), dass MC selbst eine mitochondriale Schwellung verursachen kann.
Aus den angegebenen Griinden gilt die Rolle der mPTP bei der neuroprotektiven Wirkung

von MC weiterhin als umstritten.

1.2.3 Minozyklin bei Morbus Alzheimer

MC wurde auch in Modellen des Morbus Alzheimer auf potentiell schiitzende Eigenschaf-
ten getestet. Zunédchst war festgestellt worden, dass MC den neuronalen Zelltod nach Ap-
plikation von AP in den Hippokampus von Ratten signifikant verringert (Ryu et al., 2004).
Dieselbe Arbeitsgruppe konnte spiter zeigen, dass MC die Ap-induzierte ROS-Bildung
und Schéddigung der Blut-Hirn-Schranke inhibieren kann (Ryu und McLarnon, 2006).
Auch in einem transgenen Mausmodell der Alzheimerschen Erkrankung wirkte MC pro-
tektiv (Seabrook et al., 2006; Choi et al., 2007; Fan et al., 2007). Mit MC behandelte Tiere
zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant verbesserte kognitive Leistungen. Es
stellte sich zudem heraus, dass MC die durch AP verursachte Aktivierung von Mikroglia
sowohl in vivo (Fan et al., 2007) als auch in vitro (Familian et al., 2006) hemmen kann.

Die protektiven Effekte des MC wurden in den zitierten Studien vor allem seiner anti-
inflammatorischen Wirkung zugeschrieben. Kiirzlich konnten jedoch Choi et al. zeigen,
dass MC neuronal differenzierte PC12-Zellen vor AB-induziertem Zelltod schiitzt (2007).
Unter anderem blockierte MC die Aktivierung der Caspase 12. Diese Daten deuten darauf
hin, dass MC Zelltodprozesse auch auf zelluldrer Ebene, d.h. unabhéngig von seiner inhi-
bierenden Wirkung auf Mikroglia, aufhalten kann.

AP, ein etwa 4 kDa schweres Peptid, ist Hauptbestandteil der charakteristischen extra-

zelluldren Proteinablagerungen (senilen Plaques), die in Gehirnen von Alzheimer-Patienten
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zu finden sind. Es wird durch Spaltung eines Vorlduferproteins, des amyloid precursor
proteins (APP), gebildet (siche Ubersichtsartikel in Swerdlow, 2007). Die physiologische
Funktion dieses auf Chromosom 21 codierten Transmembranproteins (Kang et al., 1987)
ist bis heute nicht gekldrt. Die Lebenserwartung von APP-knockout-Mausen ist im Ver-
gleich zu Wildtyp-Tieren nicht eingeschrinkt, jedoch treten im Erwachsenenalter eine ze-
rebrale Gliose sowie lokomotorische Storungen auf (Zheng et al., 1995). Bekannt ist au-
Berdem, dass APP in der Lage ist, die Reduktion von Cu*" zu Cu" zu katalysieren
(Multhaup et al., 1996). Es wird daher vermutet, dass APP eine Rolle im physiologischen
Metallionentransport spielt (Maynard et al., 2005). AuBerdem interagiert APP mit dem
Kollagen der extrazelluldren Matrix (Beyreuther et al., 1996) und ist somit an der Zell-
Matrix-Adhésion beteiligt (Ghiso et al., 1992).

APP kann auf zwei Wegen gespaltet werden (siche Abb. 1.3). Die a-Sekretase, eine
Metalloprotease der ADAM (a disintegrin and metalloprotease domain)-Familie, spaltet
das Protein inmitten der AB-Sequenz, so dass die Bildung des toxischen AP verhindert
wird (nicht-amyloidogener Weg, Esch et al., 1990). Stattdessen entsteht 16sliches sAPPa,
das neuroprotektive Eigenschaften besitzt (Mattson et al., 1993). Das C-terminale Frag-
ment (CTFa) verbleibt in der Membran, wo es durch die y-Sekretase nochmals geschnitten
werden kann. Die y-Sekretase-Aktivitdt wird dabei von einem Proteinkomplex vermittelt,
der unter anderem zwei Préseniline (PS1, PS2) enthélt (Edbauer et al., 2003). Auf dem
amyloidogenen Spaltungsweg wird das APP im ersten Schritt durch die B-Sekretase, eine
Aspartyl-Protease namens BACE1 (f-site APP converting enzyme), gespaltet. Es bilden
sich zunéchst 16sliches sAPPP sowie das membrangebundene CTFf. Aus letzterem ent-
steht durch Wirkung der y-Sekretase das AB-Peptid sowie das membrangebundene AICD
(amyloid precursor protein intracellular domain)-Fragment. Die Linge des gebildeten AP

kann dabei zwischen 38 und 43 Aminoséuren variieren (Swerdlow, 2007).
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Abb. 1.3: Processing des Amyloid-Precursor-Proteins
APP, das Vorlduferprotein des AP, kann auf zwei Wegen gespaltet werden. Die a-Sekretase schneidet
das Protein mitten in der AB-Sequenz, somit wird die Bildung von AP verhindert (nicht amyloido-
gener Weg). Es entsteht 10sliches sAPPa, das neuroprotektive Eigenschaften aufweist. Erfolgt der ers-
te Spaltungsschritt hingegen durch die B-Sekretase (amyloidogener Weg), so bildet sich ein membran-
gebundenes C-terminales Fragment, aus dem durch Wirkung der y-Sekretase das 4 kDa schwere Pep-
tid AP entsteht.
Von mehreren Mutationen der Gene fiir APP, PS1 und PS2 ist bekannt, dass sie in den
Gentrégern einen frithen Ausbruch der Krankheit bewirken. So kommt es aufgrund ver-
schiedener Defekte im APP-Gen zur verstirkten Bildung von langkettigem AP
(AP1-42/43), das eine erhohte Neigung zur Aggregation aufweist (Irie et al., 2005). Die
meisten erblichen Alzheimer-Fille lassen sich jedoch auf eine Mutation in den Genen fiir
PS1 oder PS2 auf Chromosom 14 bzw. 1 (Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al.,
1995) zuriickfiihren. Defekte in einem dieser beiden Proteine filhren zur aggressivsten
Form der Alzheimer-Krankheit, die sich schon im Alter von 40 Jahren oder frither manifes-
tieren kann (Lleo et al., 2004). Auch bei dreifach vorhandenem Chromosom 21 (Tri-
somie 21, Down-Syndrom), kommt es — bedingt durch die iiberméfBige Exprimierung von

APP — zu einer vermehrten Bildung von A, was hédufig einen friihen Krankheitsausbruch

nach sich zieht (Wisniewski et al., 1978).

1.2.4 Die Rolle der Permeabilitdtstransitionspore bei Morbus Alzheimer

Die erwédhnten genetischen Defekte unterstiitzen die Hypothese, dass eine vermehrte Bil-
dung von AP ursdchlich an der Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung beteiligt ist
(Hardy und Higgins, 1992). Seit langem ist bekannt, dass AP toxische Effekte auf Neurone
in Kultur (Cotman et al., 1992) und in vivo (Kowall et al., 1992) ausiibt, wobei die Amino-

sdurensequenz 25 bis 35 von besonderer Bedeutung ist (Pike et al., 1995). Der genaue Me-
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chanismus der APB-Neurotoxizitét ist bisher nicht abschlieBend aufgekldrt. Man weil} je-
doch, dass mehrere Effekte des AP auf die Zelle im Allgemeinen und Mitochondrien im
Besonderen die Offnung der mPTP begiinstigen.

So ist belegt, dass AP oxidativen Stress auf Zellen ausiibt (siche Ubersichtsartikel in
Reddy, 2006). Das Peptid induziert die Bildung von H,O, (Huang et al., 1999) und bewirkt
auch die Entstehung weiterer ROS wie auch von RNS in der Mikroglia (Meda et al., 1995;
Van Muiswinkel et al., 1996). Anti-Oxidantien wie Vitamin E (Behl et al., 1992) und Res-
veratrol (Jang und Surh, 2003) schiitzen vor AB-induziertem Zelltod. Zudem konnten
Mattson et al. bereits zu Beginn der 90er Jahre zeigen, dass die Anwesenheit von Af im
Kulturmedium die intrazellulire Ca®'-Konzentration erhoht (1992). Moglicherweise be-
wirkt AP die Freisetzung des Ions aus dem ER, einem intrazelluliren Ca**-Speicher
(Ferreiro et al., 2004), was zur Aktivierung der mitochondrial vermittelten Apoptose fiihrt
(Ferreiro et al., 2008). AuBerdem kann AP selbst Ca*'-durchlissige Ionenkanile in der
Zellmembran ausbilden (Arispe et al., 1993; Kagan et al., 2004). AP beeinflusst auch die
Expression von Genen der Bcl-2-Familie. An priméren humanen Neuronenkulturen konnte
gezeigt werden, dass AP die Expression von Bcl-2 verhindert, wihrend es die Synthese
von Bax deutlich erhoht (Paradis et al., 1996). Zudem ergab eine Studie von Selznick et al.,
dass AP in Bax-defizienten Kulturen seine neurotoxische Wirkung verliert (2000). Auch
durch Behandlung von Zellen mit Bcl-2 oder Bax-neutralisierenden Antikorpern ldsst sich
die AB-Toxizitdt blockieren (Zhang et al., 2002). AB kann zudem direkt in Mitochondrien
akkumulieren (Fernandez-Vizarra et al., 2004; Manczak et al., 2006) und dort Enzyme des
Krebszyklus wie die Pyruvatdehydrogenase sowie die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase inhi-
bieren (Casley et al., 2002). Von Letzterer ist bekannt, dass ihre Hemmung sowohl in
PC12-Zellen (Huang et al., 2003) als auch in isolierten Lebermitochondrien (Kristal et al.,
2002) die Induktion der mPTP bewirkt. Hinzu kommt eine verringerte Exprimierung ver-
schiedener Proteine der Atmungskette in Patienten mit Morbus Alzheimer
(Chandrasekaran et al., 1996; Manczak et al., 2004). An isolierten Mitochondrien konnte
ferner gezeigt werden, dass AP mehrere Komplexe der mitochondrialen Atmungskette in-
hibiert (Canevari et al., 1999; Aleardi et al., 2005). Besonders anfillig fiir die Inhibierung
durch AP ist dabei die Cytochrom-Oxidase (Komplex IV), jedoch werden auch die Kom-
plexe I und III von AP blockiert (Aleardi et al., 2005). Die Hemmung der Atmungskette
resultiert in einem Absinken der ATP-Synthese. Zudem begiinstigt AP die durch Anti-
mycin A getriggerte ROS-Produktion. Auch konnten die Autoren zeigen, dass AP direkt
die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien induzieren kann (Aleardi et al.,

2005). Die Gruppe um Sirk beobachtete an differenzierten PC12-Zellen, dass AP den Pro-
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teinimport in die Mitochondrien blockiert, was unter anderem zu einer Verringerung des
mitochondrialen Membranpotentials fiihrt (2007).

Zusammengefasst konnen die genannten Eigenschaften die Offnungswahrscheinlichkeit
der mPTP stark erhohen. Dies ldsst vermuten, dass deren Aktivierung bei der AP-
vermittelten Neurotoxizitdt eine Rolle spielt. Tatsdchlich konnten einige Studien die Pa-
thogenese der Alzheimerschen Erkrankung mit der Offnung der mPTP in Verbindung
bringen:

So zeigte sich, dass PC12-Zellen mit einer Mutation im PS1-Gen (L286V) sensitiver
gegeniiber Apoptose-auslosenden Faktoren sind; diese iibermédBige Sensitivitét lie sich
durch CsA verhindern (Keller et al., 1998). CsA inhibiert jedoch nicht nur die mPTP, son-
dern auch die Ca*"-abhiingige Phosphatase Calcineurin. Da aber eine Behandlung der Zel-
len mit FK 506, einem andersartigen Calcineurin-Inhibitor, die Apoptose nicht verhindern
konnte, lie} sich der schiitzende Effekt des CsA auf eine Blockade der mPTP zuriickfiih-
ren. Im selben Jahr wurde beobachtet, dass Cybridzellen, deren Mitochondrien aus Alz-
heimer-Patienten stammen, ein geringeres mitochondriales Membranpotential aufweisen
als Kontrollcybride (Cassarino et al., 1998). Diese Depolarisation lieB3 sich durch CsA auf-
heben, was darauf hindeutet, dass in den Alzheimer-Cybriden die mPTP zumindest partiell
geoffnet ist. An isolierten Leber- und Hirnmitochondrien konnte zudem gezeigt werden,
dass AB die Ca*"-induzierte Schwellung (Parks et al., 2001) und Depolarisation (Moreira et
al., 2001) fordert. Wiederum waren diese Effekte durch CsA blockierbar. Ap kann aufer-
dem die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus Hirnmitochondrien induzieren (Kim et al.,
2002). Diese Translokation wird von CsA signifikant verringert. Des Weiteren ergaben
Versuche an SH-SY5Y-Zellen, dass Coenzym Q vor AB-induziertem Zelltod schiitzt, in-
dem es die mPTP blockiert (Li et al., 2005). Eine AB-induzierte Offnung der mPTP konnte
zudem kiirzlich an primédren Neuronen beobachtet werden (Sanz-Blasco et al., 2008). Die
durch einen iibermiBigen Ca*'-Einstrom verursachte PT hatte den Austritt von Cyto-
chrom ¢ zur Folge und war durch CsA blockierbar. Eine im September 2008 ver6ffentlich-
te Studie ergab auflerdem, dass ein Fehlen der mPTP-Komponente CypD Lernstdrungen in
APP-transgenen Miuse verhindert (Du et al.). Die CypD-defizierten Mitochondrien waren

zudem weniger sensitiv gegeniiber AB-induzierten Schidigungen.

1.3 Ziele der Arbeit

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse lassen erwarten, dass die Offnung der mPTP durch AP

an der Toxizitét dieses Peptides und somit an der Pathogenese der Alzheimerschen Erkran-
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kung beteiligt ist. Auch liegt die Vermutung nahe, dass eine Blockade dieser Offnung, bei-
spielweise durch den potentiellen Hemmstoff MC, vor AB-induzierter Toxizitdt schiitzt.
Tiermodelle liefern entsprechende Hinweise; die protektive Wirkung des MC wurde bisher
jedoch hauptsdchlich seiner anti-inflammatorischen Eigenschaft zugeschrieben. Ein Teil-
ziel dieser Arbeit war es nun zu iiberpriifen, ob zudem die moglicherweise inhibitorische
Wirkung des MC auf die mPTP zu dessen neuroprotektiven Effekten beitrégt. Diese Frage-
stellung sollte an einem in vitro-Modell (embryonale Mischkultur aus dem Rattenhippo-
kampus) untersucht werden. Von Vorteil bei diesem Modell ist, dass in embryonalen Hip-
pokampuskulturen kaum Mikroglia vorkommen (Boggs et al., 1996), so dass eine Beteili-
gung anti-inflammatorischer Eigenschaften des MC praktisch ausgeschlossen ist.

Dennoch hat MC auch auf Zellebene noch eine Vielzahl mPTP-unabhédngiger Effekte,
was die Interpretation der am Zellkulturmodell erhaltenen Daten erschweren konnte. Aus
diesem Grunde sollten die mitochondrialen Wirkungen des MC im zweiten Teil dieser Ar-
beit auch an isolierten Mitochondrien charakterisiert werden. Wéhrend einige Studien eine
Hemmwirkung des MC auf die mPTP beschreiben, sind von anderen Arbeitsgruppen auch
Mitochondrien-schiddigende Effekte beobachtet worden (siehe 1.2.2). Um diese Unstim-
migkeiten aufzukldren, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Wirkung von MC auf ver-
schiedene funktionelle Parameter der Mitochondrien — Schwellungsverhalten, Cyto-
chrom c-Freisetzung, Redoxaktivitit, Membranpotential und Ca®'-Aufnahmekapazitit — zu

untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Geréte

Gerate

Hersteller

Blotkammer (TE series)

Deckglaschen (Durchmesser 25 mm)
Entwicklermaschine

Fluoreszenzspektrometer (Cary Eclipse)
Gelkammern (SE 250)

Kanile (23 G)

Konfokalmikroskop (AXIOVERT, LSM
510 Pascal)

Neubauer-Z&hlkammer
Nitrozellulosemembran (Hybon
ra)

Plattenlesegerat (Titertek Plus MS212)
Spektrophotometer (Lambda 2)
Spektrophotometerkivetten

Wellplatten (96-Well)

Zellkulturschalen (Durchmesser 35 mm)
Zentrifuge (Mitochondrienpréparation;
3K 30)

Zentrifuge (Zellkultur; Biofuge 15R)

Zentrifugenrohrchen (Durchmesser
22 mm)

d™-c ext-

2.1.2 Chemikalien

Hoefer Scientific Instruments, San Fran-
cisco, USA

Laborfachhandel Gaudig, Sulzetal
AGFA, Koln
Varian, Darmstadt

Hoefer Scientific Instruments, San Fran-
cisco, USA

Braun, Melsungen
Zeiss, Jena

Fein-Optik, Jena

Amersham Biosciences, Little Chalfont,
UK

ICN, Frankfurt

PerkinElmer, Waltham, USA

Sarstedt, Nurnbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Nunc, Wiesbaden-Biebrich
Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz

Heraeus, Hanau
Sorvall, Langenselbold

Substanz Hersteller
A23187 Molecular Probes, Karlsruhe
Acrylamid Serva, Heidelberg

fur Sammelgel: 29:1
fur Trenngel: 37,5:1

ADP

Sigma, Steinheim
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Substanz Hersteller

APS Serva, Heidelberg

APasss rPeptide, Bogart, USA

B27 Invitrogen, Karlsruhe

BCA Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA
Bonkreksdure Sigma, Steinheim
Bromphenolblau Serva, Heidelberg

BSA Thermo Scientific, Rockford, USA
CaCL*2H,0 Fluka, Buchs

Calcium Green 5N Molecular Probes, Karlsruhe
Cholesterol Sigma, Steinheim

Cholinchlorid Sigma, Steinheim

CsA Alexis, Griinberg

Cytochrom ¢ Antikorper (7H8.2C12)

Cytotoxicity Detection Kit

DCCD

Digitonin

DMEM-Medium (high glucose)

DMSO

EDTA

EGTA

FCCP

FKS Gold

Glutamat

Glycerin

Glycin

Goat anti-mouse IgG + IgM
(Peroxidase-konjugiert)

GroBenstandard fiir Gelelektrophorese
(PageRuler)

HBSS

HEPES

Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP-Substrate

Isofluran

K>;HPO4

KCl

KH,PO4

Magnesium Green AM
Malat

Mannit

Methanol

BD Pharmingen, Heidelberg
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
PAA, Colbe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Fluka, Buchs
PAA, Colbe
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Westgrove, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Millipore, Schwalbach

Baxter, Unterschleifheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Molecular Probes, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Substanz Hersteller
MgCl,*6H,0 Fluka, Buchs
Milchpulver Saliter, Obergiinzburg
Minozyklin Sigma, Steinheim
Mitotracker Green Molecular Probes, Karlsruhe
MOPS Calbiochem, Bad Soden
MTT Sigma, Steinheim

NacCl Merck, Darmstadt
NaH,PO,4 Merck, Darmstadt
Na;HPO,4 Merck, Darmstadt
NaN3 Merck, Darmstadt
NaOH Merck, Darmstadt
Neurobasal-Medium Invitrogen, Karlsruhe
Oligomycin Sigma, Steinheim

Penicillin/Streptomycin (100x)
Percoll

Pluronsaure

Poly-D-Lysin

Ponceau S

Protease Typ | (aus Rinderpankreas)
Ro 68-3400

RotiLoad 4x

Saccharose

Safranin-O

Sanzyklin

SDS

Staurosporin

TEACI

TEMED

Tetrazyklin

TMRM

Tributylzinnchlorid (TBT)
Tris

Tris Ultra Pure (fir Gelelektrophorese)
Triton

Trypanblau

Trypsin

Tween

PAA, Colbe

Sigma, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Buchs

Sigma, Steinheim

Roche, Basel, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Paratek Pharmaceuticals, Boston, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Molecular Probes, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

MP Biochemicals, Eschwege
FERRAK, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
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2.1.3 Puffer und Medien

Puffer

Zusammensetzung

Blotpuffer

Elektrophoresepufferpuffer

Isolationsmedium fiir Hirnmitochondrien
(Digitonin)
pH 7,4

Medium A

Medium B

Medium C

Isolationsmedium fir Hirnmitochondrien
(nicht-synaptisch; Percoll)
pH 7,4

Medium A

Medium B

144 mM Glycin
18 mM Tris
0,02 % SDS
20 % Methanol

25 mM Tris
192 mM Glycin
1% SDS

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
5 mM HEPES

1 mMEGTA

Medium A plus
0,1 % BSA

Medium B plus
1 mg/ml Protease Typ 1

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
20 mM MOPS

1 mMEGTA

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
20 mM MOPS

0,1 mM EGTA
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Puffer

Zusammensetzung

Isolationsmedium fiir Lebermitochondrien

pH 7,4

Medium A

Medium B

Medium C

KCl-basiertes Medium

(bzw. NaCl-, Kaliumgluconat-, Cholin-
chlorid-basiertes Medium)

pH 7,2

PBS
pH 7,4

Saccharose-basiertes Medium
pH 7,2

Sammelgelpuffer
pH 6,8

TBS
pH 7,6

Trenngelpuffer
pH 8,8

250 mM Saccharose
1mMEDTA

250 mM Saccharose

250 mM Saccharose
0,5 mM EDTA

125 mM KCI (bzw. NaCl, Kaliumgluconat,

Cholinchlorid)

20 mM Tris

1 mM MgCl,*6H,0
1 uM EGTA

700 HM NaH2PO4
300 HM KzHPO4

5 mM Glutamat

5 mM Malat

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10,2 mM NazHPO4
1,8 mM KH2P04

200 mM Saccharose
10 mM Tris

1 mM MgCl,*6H,0
1 mM KH,POq,

10 uM EGTA

5 mM Glutamat

5 mM Malat

0,5 M Tris
7,8 MM EDTA
0,4 % SDS

20 mM Tris
137 mM NacCl

1,5 M Tris
7,8 MM EDTA
0,4 % SDS
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2.1.4 Sonstige Losungen

Losungen

Zusammensetzung

Bromphenolblau-Ldsung

Ca’"-Stammlésung fiir Mitochondrien-
stimulation

MTT-Losung
PDL-Ldsung (steril)

Ponceau-Losung
TBS/NaNj3
TBS/Tween (TBST)

2.1.5 LOsungsmittel

gesittigt in Trenngelpuffer

200 mM CaCl,
5 mM HEPES

6 mg/ml in PBS
1 mg/ml in Aqua dest.

gesittigt in Sammelgelpuffer
0,05 % NaNs in TBS
0,1 % Tween in TBS

Substanz Verwendetes Losungsmittel
5-HD Aqua dest.
A23187 DMSO
Antimycin A 96 % Ethanol
APosass Aqua dest.
Calcium Green Aqua dest.
Chloramphenicol Aqua dest.
Cholesterol 96 % Ethanol
CsA 96 % Ethanol
DCCD 100 % Ethanol
FCCP 96 % Ethanol
Magnesium Green DMSO

MitoTracker Green
Oligomycin

Ro 68-3400

Rutheniumrot

Safranin-O

Staurosporin

Tetrazykline (MC, TC, SC)
TMRM
Tributylzinnchlorid

10 % Pluronsidure in DMSO
DMSO

96 % Ethanol

Aqua dest.

Aqua dest.

DMSO

Aqua dest.

10 % Pluronsédure in DMSO
DMSO
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2.1.6 Gradientengel

Trenngel Sammelgel

25 % 5% 5%
Puffer ml 2,75 2,75 2,70
Acrylamid ml 6,90 1,40 1,30
Glycerol ml 2,00 0,60 2,30
TEMED ul 6,50 6,50 7,00
APS (10 %) ul 26,00 40,00 57,10
Bromphenolblau ul 100,00 - -
Ponceau ul - - 50,00
Wasser (nanopur) ml - 6,20 3,60

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Ap-Priparation

APs.35 wurde in sterilem, destilliertem Wasser so geldst, dass sich eine Konzentration von
I mM ergab. Die Losung wurde aliquotiert (100 pl) und zur weiteren Verwendung bei

-20 °C aufbewahrt.

2.2.1.2 Beschichtung von Deckglaschen und Wellplatten

Um Neurone kultivieren zu konnen, miissen die verwendeten Oberflichen vorbehandelt
werden. Dieser Prozess verbessert die Anheftung der Zellen und erhéht damit ihre Uber-
lebenschancen in vitro. Die fiir die Kultivierung benutzten Deckglédschen und Wellplatten
wurden daher mit Poly-D-Lysin (PDL) beschichtet. Dazu wurde sterile PDL-Losung auf
die zu behandelnden Oberflichen aufgetragen (200 ul/Deckgldschen bzw. 100 pl/Well).
Nach einstiindiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte eine griindliche Spiilung
der Oberflichen mit sterilem Wasser. Die beschichteten Deckglaschen (in Kulturschalen)
und Wellplatten wurden bis zur Verwendung im Inkubator (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luft-
feuchtigkeit) aufbewahrt.
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2.2.1.3 Praparation primarer Hippokampuskulturen

Fur die Herstellung primérer Hippokampuskulturen dienten Rattenembryonen (Wistar,
hauseigene Zucht) des 18. Embryonaltages. Der Tag der Trennung der Muttertiere vom
Ménnchen (Verpaarungszeit 24 h) wurde als Embryonaltag 1 definiert. Die Haltung der
Tiere erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von
jeweils 12 h, wobei die Tiere standigen Zugang zu Futter und Wasser hatten.

Die trachtigen Weibchen wurden mittels Isofluran narkotisiert und anschlieBend de-
kapitiert. Nach der Offnung des Bauchraumes wurde der Uterus entnommen und zur Des-
infektion in 70 % Ethanol Gberfuhrt. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen
Bedingungen. Der Uterus wurde in HBSS gewaschen und die Embryonen aus den Embry-
onalsacken entfernt. Nach Dekapitation der Tiere wurden die Schéadel in DMEM-Medium
aufgefangen. Das Hirn wurde entnommen, die Hippokampi herausprépariert und in Medi-
um dberfuhrt. Nach mechanischer Dispersion des gewonnenen Gewebes mittels Trituration
durch eine 23 G-Kaniile erfolgte eine 5-minitige Zentrifugation bei 300 x g. Das resultie-
rende Pellet wurde in 2 ml DMEM resuspendiert und die Zelldichte nach Vitalfarbung mit
Trypanblau mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer ermittelt. Die Zellsuspension wurde auf
1,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und dem Medium 2 % B27 sowie 0,5 % Penicillin/Strepto-
mycin zugesetzt. Die Zellen wurden auf sterile, PDL-beschichtete Deckglaschen in Kultur-
schalen (3 x 10° Zellen/Schale) oder in 96-Wellplatten (1 x 10° Zellen/Well) ausplattiert.
Die Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO; und einer Luftfeuchtigkeit von
95 %. Am 3. bis 6. Tag in vitro (day in vitro, DIV) wurden die Kulturen flr Experimente

verwendet.

2.2.1.4 Mikroskopie

Um Bilder der Kulturen aufzunehmen, kam ein inverses, konfokales Laserscanmikroskop
der Firma Zeiss (LSM Zeiss Aviovert 100M) zum Einsatz. Die Besonderheit der konfo-
kalen Mikroskopie liegt in der Eliminierung von Streulicht mit Hilfe von Lochblenden
(pinholes), wodurch die Qualitat der aufgenommenen Bilder gesteigert wird. Bildaufnahme
und -bearbeitung erfolgte mittels der Software PASCAL (Zeiss). Wurden fluoreszenz-
gefarbte Kulturen untersucht, wurde der Raum abgedunkelt, um ein Ausbleichen der Fluo-

reszenz zu vermeiden.
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2.2.1.5 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein einfach durchzufiihrender Vitalititstest. Lebende Zellen nehmen
das gelbe, wasserlosliche Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) auf und reduzieren es zu wasserunldslichem, violettem For-
mazan.

Die in Wellplatten kultivierten Zellen wurden fiir die jeweils angegebene Zeit mit den zu
testenden Substanzen inkubiert (8 Wells/Behandlungsgruppe). Im Anschluss daran wurde
den Kulturen MTT-L6sung so zugesetzt, dass sich eine Endkonzentration von 1 mg/ml er-
gab. Nach 120-miniitiger Inkubationszeit (37 °C) wurde das Medium entfernt. Das gebilde-
te Formazan wurde durch Zugabe von 250 ul DMSO geldst und im Plattenlesegerit
spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm (Referenzwellenldnge 620 nm)

bestimmt.

2.2.1.6 Bestimmung der Formazan-Exozytose

Entgegen der fritheren Sichtweise, dass die zellulare MTT-Umsetzung vor allem auf die
mitochondrialen Redoxenzyme zuriickzufiihren ist, konnten Liu et al. nachweisen, dass
Mitochondrien nur geringfiigig zur MTT-Reduktion von Zellen beitragen (1997). Statt-
dessen beobachteten sie, dass MTT endozytotisch in Zellen aufgenommen, innerhalb der
Vesikel durch eine N-Ethyl-Maleimid (NEM)-sensitive Flavinoxidase zu Formazan redu-
ziert und anschlieBend exozytiert wird (Liu et al., 1997). Das exozytierte Formazan bildet
an der Zelloberfldache Kristalle (siche Abb. 2.1) und blockiert die weitere MTT-Reduktion.
Da bekannt ist, dass AP in diesen Prozess eingreift (Liu und Schubert, 1997; Abe und
Saito, 1998) und dadurch den MTT-Assay beeinflusst, wurde in der vorliegenden Arbeit
auch der Verlauf der Formazan-Exozytose untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die in
Kulturschalen gewachsenen Zellen der jeweiligen Behandlungsgruppe (3 Schalen/Gruppe)
fiir 60 min mit MTT inkubiert. Im Anschluss wurden Durchlichtbilder aufgenommen (40x
Objektiv) und die Anzahl der Zellen mit sichtbaren Formazankristallen an der Zellober-
flache ausgezdhlt. Durch Division mit der Gesamtzellzahl ergab sich daraus der Anteil der
Zellen, die das gebildete Formazan bereits exozytiert hatten. Die Auszédhlung der Kulturen

erfolgte blind, d.h. ohne Kenntnis der Behandlung.
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. Abb. 2.1: Ablauf der Exozytose
- des MTT-Formazans

| MTT wird in Vesikelform in die
Zellen aufgenommen (A) und dort
zu Formazan reduziert (B). Das
gebildete Formazan wird externali-
siert (C) und bildet an der Zellober-
flaiche nadelférmige Kristalle (D).
“ Genistein inhibiert diesen Prozess;

das Formazan verbleibt in der Zelle

(E, modifiziert aus Liu et al., 1997).

2.2.1.7 Bestimmung der LDH-Freisetzung

Beim nekrotischen Zelltod kommt es zur Aufldsung der Zellmembran. Dies fiuhrt u.a. zur
Freisetzung des zytosolischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) aus den Zellen ins
Medium. Die LDH setzt Laktat zu Pyruvat um, wobei NADH gebildet wird.

DMEM-Medium enthalt Pyruvat, was die Aktivitit der LDH inhibiert. Abweichend vom
oben beschriebenen Protokoll wurden die Zellkulturen fir die LDH-Bestimmung daher in
Neurobasal-Medium (2 % B27) kultiviert (jeweils 8 Wells/Behandlungsgruppe). Zur Be-
stimmung des freigesetzten LDH wurden nach Inkubation mit den zu testenden Substanzen
40 pl des Mediums abgenommen und in neue Wellplatten Gberfiihrt (LDHwedium). Das rest-
liche Medium wurde entfernt und den Zellen 200 pl einer 2%igen Tween-Losung (in
Neurobasal-Medium) zugesetzt, um das in den Zellen verbliebene LDH herauszulésen
(LDHzelien). Es folgte eine 15-minutige Inkubation bei 37 °C. Beiden Proben (je 40 pl Vo-
lumen) wurden je 40 pl des Reaktionsgemisches (Cytotoxicity Detection Kit, Roche) zu-
gegeben. Dieses Reaktionsgemisch enthalt ein Tetrazoliumsalz, dass durch in der LDH-
Reaktion (Laktat = Pyruvat) entstandenes NADH zu Formazan reduziert wird; es kommt
zu einer Farbreaktion. Nach 30-minutiger Inkubation im Dunkeln erfolgte die photometri-
sche Bestimmung der Proben bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange
620 nm) im Plattenlesegerat. Die LDH-Freisetzung ergab sich durch folgende Formel:

LDHyrei = LDHwmedium/LDHgesamt

(wobei LDHgesamt = LDHmegium + LDHzelien)
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2.2.1.8 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials

Intakte Mitochondrien zeichnen sich durch ein hohes, innen negatives Membranpotential
aus. Bei Zellschddigung, beispielweise durch apoptotische Stimuli, verringert sich das Po-
tential liber der inneren Mitochondrienmembran (Heiskanen et al., 1999). Daher kénnen
durch Bestimmung der mitochondrialen Polarisation Riickschliisse iiber die Vitalitidt der
Zellen gezogen werden.

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials in den Zellkulturen wurden
diese fiir 30 min bei 37 °C mit den Farbstoffen Mitotracker Green (MT Green, 160 nM)
sowie TMRM (100 nM) inkubiert. MT Green ist ein mitochondrien-selektiver Farbstoff,
der die Organellen unabhingig von ihrem Membranpotential markiert (Pendergrass et al.,
2004). TMRM hingegen farbt nur Mitochondrien mit intaktem Membranpotential, da es
potentialabhdngig in Mitochondrien akkumuliert (Scaduto und Grotyohann, 1999). Die
Anregung der Farbstoffe erfolgte bei 488 nm (MT Green) bzw. 546 nm (TMRM). Die
Emissionssignale wurden iiber einen Bandpassfilter (505 - 550 nm fiir MT Green bzw. 560
- 615 nm fiir TMRM) detektiert. Um die Vergleichbarkeit der Aufnahmen untereinander zu
gewihrleisten, blieben die Mikroskopeinstellungen (GroBe des Pinholes, Detektorverstér-
kung usw.) iiber alle Experimente unveréndert.

Als MaB fiir die Polarisation der Mitochondrien diente das Verhédltnis von TMRM-
Farbung zu MT Green-Farbung. Zu diesem Zwecke wurden von jeder Kultur 10 Bilder
aufgenommen (20x/40x Objektiv) und fiir jedes Bild die Histogramme beider Farbkanéle
mittels PASCAL-Software erstellt. Aus diesen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitét
(m) fiir beide Farbstoffe berechnet. Als MaB fiir das mitochondriale Membranpotential der
Kulturen diente der Quotient der mittleren Fluoreszenzintensititen fir TMRM und

MT Green (n_wTMRM/ MMmT Green)-

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinbestimmung mittels BCA

Zur Proteinquantifizierung wurde das Nachweisverfahren nach Pierce angewendet. Dieses
beruht auf der Reduktion von Cu®" zu Cu" durch Peptidbindungen und anschlieBender
Farbreaktion des gebildeten Cu” mit Bicinchoninsiure (BCA).

Die Reagenzien A und B des BCA Assay Kit wurden im Verhéltnis 1:50 gemischt. Zu

950 pl dieses Nachweisreagenz’ wurden 50 pl der zu bestimmenden Proteinldsung zu-
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gegeben. Die Proben wurden gut durchmischt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Be-
stimmung der Absorption erfolgte im Photometer bei einer Wellenldnge von 568 nm. Die

Eichkurve wurde mittels 8 Proteinstandards (BSA, 0 — 1200 mg/l) ermittelt.

2.2.2.2 SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting

Um Proteingemische ihrem Molekulargewicht nach aufzutrennen, wurde eine SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben zu-
nichst mit 4x RotiLoad versetzt und fiir 5 min bei 96 °C geschiittelt. Die auf diese Weise
denaturierten Proteine wurden auf 5/25 %ige Gradientengele (Sammelgel 5 %) aufge-
tragen. Als Marker fiir das Molekulargewicht diente der ProteingroBenstandard Page Ru-
ler. Der Gellauf erfolgte mit 20 mA/Gel bei konstanter Kiihlung der Gelkammern.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die nun aufgetrennten Proteine auf Nitro-
zellulosemembranen (Hybond™-c extra) transferiert. Der Transfer erfolgte in Blotpuffer
bei 80 mA fiir 1,5 h bei Raumtemperatur.

AnschlieBend wurden die Membranen zunichst 3x fiir je 15 min in TBS/Tween (TBST)
gewaschen. Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu minimieren, wurden die
Membranen anschlieBend fiir 3 h in 5 % Milchpulver (in TBST) geblockt. Nach erneutem
Waschen (TBST, 3x, 15 min) wurden die Membranen iiber Nacht bei 4 °C mit dem pri-
méren Antikorper inkubiert. Wieder wurden die Membranen in TBST gewaschen und im
Anschluss fiir 3 h mit dem Sekundirantikorper (anti-Maus IgG + IgM, Peroxidase-
konjugiert, 1:5000, 0,5 % Milchpulver in TBST) behandelt. Die Antikorper-markierten
Proteine wurden schlieBlich durch Chemilumineszenz visualisiert (Immobilon Western' ™

HRP substrate).

2.2.3 Analyse mitochondrialer Funktionalitét

2.2.3.1 Isolation von Mitochondrien aus Lebergewebe

Mainnliche Ratten wurden unter Isofluran-Narkose dekapitiert, der Bauchraum wurde ge-
offnet, die Leber entnommen und in 0,25 M Saccharose-Ldsung iiberfiihrt. Alle folgenden
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis.

Die Leber wurde in kleine Stiicke geschnitten und diese in der Saccharose-Losung ge-
waschen, um Blutriickstinde zu entfernen. Die gewaschenen Gewebestiicke wurden in

EDTA-haltige Saccharose-Losung (Medium A, ~ 30 ml) {iberfiihrt und mit einem Potter
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homogenisiert. Die so erhaltene Suspension wurde bei 800 x g fir 5 min zentrifugiert und
der Uberstand weiterverwendet. Es folgten zwei weitere Zentrifugationsschritte (4 min bei
5100 x g, 2 min bei 12300 x g), nach denen das Pellet jeweils in EDTA-freier Saccharose-
Losung (Medium B) resuspendiert und per Hand in einem Potter homogenisiert wurde.
Nach einer erneuten Zentrifugation bei 12300 x g (10 min) erfolgte die Resuspension des
Pellets in 750 ul Medium C. Die Mitochondrien wurden auf Eis aufbewahrt und innerhalb

von 8 Stunden fiir Experimente verwendet.

2.2.3.2 Isolation nicht-synaptischer Mitochondrien aus Hirngewebe mittels Percoll

Synaptische und nicht-synaptische Mitochondrien unterscheiden sich in hohem Male in
ihrer Sensitivitat gegentiber mPTP-induzierenden Faktoren (Brown et al., 2006). Zur Ver-
ringerung der Heterogenitat der erhaltenen Mitochondriensuspension ist es daher von Vor-
teil, Synaptosomen mitsamt den darin enthaltenen synaptischen Mitochondrien Uber einen
Percoll-Gradienten zu entfernen.

Ménnlichen Ratten wurde unter Isoflurannarkose das Gehirn entnommen und dieses in
eiskaltes Isolationsmedium A berfuhrt. Die Hirnh&ute sowie BlutgefalRe wurden entfernt
und das Gehirn in kleine Stiicke zerschnitten. Es folgte die Homogenisation des Gewebes
per Hand in einem Potter und eine 3-minditige Zentrifugation der Suspension bei 1300 x g.
Der Uberstand wurde auf Eis gestellt, das Pellet in Medium A resuspendiert und erneut fiir
3 min bei 1300 x g zentrifugiert. Die zusammengefassten Uberstande der beiden Zentrifu-
gationsschritte wurden im Anschluss fur 10 min bei 21200 x g zentrifugiert und das Pellet
in 3 ml 15%igem Percoll (gelost in Medium A) resuspendiert. Diese Suspension wurde auf
einen vorbereiteten Percoll-Gradienten (2,5 ml 40 % Percoll, 3,5 ml 23 % Percoll) ge-
schichtet und fir 10 min bei 31700 x g zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren der an der
unteren Grenzschicht befindlichen nicht-synaptischen Mitochondrien und einer 4fach-
Verdinnung mit einer BSA-LAsung (10 mg/ml in Medium A) erfolgte eine Zentrifugation
bei 16700 x g (10 min). Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet in BSA-
freiem Medium A gel6st. Im Anschluss an einen weiteren Zentrifugationsschritt (6700 x g,
10 min) wurde das erhaltene Pellet in 100 pl Isolationsmedium B resuspendiert. Alle Pré&-
parationsschritte erfolgten auf Eis.

2.2.3.3 Isolation von Mitochondrien aus Hirngewebe mittels Digitonin

Ein groBer Nachteil der oben beschriebenen Methode ist die sehr geringe Ausbeute. Um

umfangreichere Untersuchungen auch an Hirnmitochondrien vornehmen zu kénnen, wurde
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daher auf die folgende Isolationsmethode zuriickgegriffen, bei der eine Mischung synapti-
scher und nicht-synaptischer Mitochondrien erhalten wird. Nachteil dieser Methode ist je-
doch, dass an den so gewonnenen Mitochondrien keine Schwellungsversuche durchfiihrbar
sind; die Mitochondrien schwellen nach Zugabe von Ca** oder anderen mPTP-auslésenden
Substanzen nicht an.

Nach Dekapitation der Ratten wurde das Gehirn zlgig entnommen und in eiskaltem
Medium A gewaschen. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Meningen
wurden entfernt, das Gehirn wurde in kleine Stlicke geschnitten und mittels Potter in 10 ml
Medium C homogenisiert. Die entstandene Suspension wurde 1:3 mit Medium B verdiinnt
und fur 3 min bei 2000 x g zentrifugiert. Die an der Oberflache befindliche Schicht denatu-
rierter Proteine wurde abpipettiert und der Uberstand fir weitere 8 min bei 12000 x g
zentrifugiert. Das nun gebildete Pellet wurde in Digitonin-haltigem Medium A (6 mg auf
10 ml) homogenisiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifuga-
tion bei 12000 x g fir 10 min wurde das Pellet in 800 pl Medium A resuspendiert und auf
Eis aufbewahrt. Die Hirnmitochondrien wurden innerhalb von 4 Stunden fur Experimente
verwendet. Bis auf die Schwellungsexperimente wurden fir alle an Hirnmitochondrien

durchgefuhrten Versuche die mittels Digitonin gewonnenen Mitochondrien verwendet.

2.2.3.4 Inkubationsmedien

In der Literatur werden fiir Untersuchungen an isolierten Mitochondrien sowohl nicht-
ionische (Saccharose/Mannit-basierte) als auch ionische (KCl-basierte) Medien verwendet.
Um festzustellen, inwieweit die Differenzen in den bisher publizierten Ergebnissen auf den
Gebrauch unterschiedlicher Medien zurlckzufiihren sind, wurden die Effekte des MC auf
die verschiedenen funktionellen Parameter isolierter Mitochondrien in der vorliegenden
Arbeit sowohl in einem Saccharose-basierten als auch in einem KCl-basierten Inkubati-

onsmedium untersucht.

2.2.3.5 Spektrophotometrische Bestimmung des Matrixvolumens

Aufgrund des kolloidosmotischen Drucks der Matrixproteine bewirkt die Offnung der
mPTP den Einstrom von Wasser in die mitochondriale Matrix und damit verbunden ein
Anschwellen der Mitochondrien (Gunter und Pfeiffer, 1990). Durch diese VVolumenande-
rung verringert sich der Brechungsindex einer Mitochondriensuspension und die Absorp-

tion sichtbaren Lichtes sinkt.
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Zur Bestimmung der mitochondrialen Schwellung wurde mittels eines Plattenlesegerates
die Absorption der Mitochondriensuspension bei 620 nm aufgezeichnet (As20). Die Mes-
sung erfolgte bei Raumtemperatur. Die Messwerte wurden alle 10 s aufgenommen. Zwi-
schen den Messungen erfolgte ein Schitteln der Wellplatte, um ein Absinken der Mito-
chondrien und die damit verbundene Verfélschung der Messergebnisse zu minimieren.

Die verwendete Proteinkonzentration betrug 500 pg/ml. Es wurde ein VVolumen von
200 pl eingesetzt (96-Wellplatten). Alle Versuche an einer Praparation erfolgten gleich-
zeitig. Da die Absorption zu Beginn teils stark schwankte, wurde mit dem Start der Mes-
sung so lange gewartet, bis sich eine stabile Basislinie ergab (mindestens 5 min).

2.2.3.6 Messung von Membranpotential und Ca**-Aufnahmekapazitit

Infolge der Offnung der mPTP kommt es zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials, und daraus resultierend zu einer Freisetzung der in der Matrix an-
gereicherten Ca?*-lonen. Uber die Messung des Membranpotentials und der Ca®*-
Aufnahmekapazitat kann daher auf den Offnungszustand der mPTP geschlussfolgert wer-
den.

Zur Bestimmung dienten die Fluoreszenzfarbstoffe Safranin-O und Calcium Green 5N
(CaG). Safranin-O ist ein positiv geladener Farbstoff, der in Abhdngigkeit vom mito-
chondrialen Membranpotential in die Matrix aufgenommen wird. Aufgrund der Dichte des
Farbstoffs in vollstdndig polarisierten Mitochondrien kommt es zum Quenching, d.h. zu
einer Verminderung der Fluoreszenz. Depolarisieren Mitochondrien, so wird der Farbstoff
freigegeben, der Quenching-Effekt aufgehoben und die Fluoreszenzintensitat steigt. Safra-
nin-O wurde in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt. Die Anregung erfolgte bei
525 nm, die Intensitdt des emittierten Lichtes wurde bei 587 nm gemessen. Zur Be-
stimmung der extramitochondrialen Ca?*-Konzentration wurde CaG eingesetzt (100 nM).
Dieser Farbstoff (Anregungswellenlange 506 nm, Emissionswellenldnge 532 nm) komple-
xiert Ca?*-lonen, wobei sich die Intensitat des emittierten Lichtes erhdht. Da CaG nicht
membrangéngig ist, zeigt er den Ca?*-Spiegel im Inkubationsmedium an, misst also die
extramitochondriale Ca®*-Konzentration.

Mitochondriales Membranpotential und Ca?*-Aufnahmekapazitat wurden simultan in ei-
nem Fluoreszenzspektrometer gemessen. Gestartet wurde das Experiment in Abwesenheit
von Mitochondrien, um die Basislinie zu bestimmen. 30 s nach Beginn des Versuchs wur-

den Mitochondrien (500 pg/ml, 1 ml Endvolumen) dazugegeben.
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Fur die Auswertung des Membranpotentials wurde der erste Messwert auf 100 % norma-
lisiert und alle weiteren Werte als Veranderungen relativ zu diesem Basalwert ausgedruckt.
Bei der Darstellung der extramitochondrialen Ca**-Konzentration wurden die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten unverandert aufgetragen.

2.2.3.7 Analyse des freigesetzten Cytochrom ¢

Eine weitere Konsequenz der Offnung der mPTP ist die Freisetzung pro-apoptotischer Pro-
teine wie Cytochrom ¢ in das Zytosol. Zur Bestimmung des freigesetzten Cytochrom c
wurden Mitochondrien (500 pg/ml, 1 ml) im angegebenen Inkubationsmedium suspendiert
und 5 min bei Raumtemperatur prainkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe der zu tes-
tenden Substanz. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Mitochondrien-
suspension fiir 5 min bei 4000 x g zentrifugiert und der Uberstand (entspricht extramito-
chondrialer Fraktion) vom Pellet (entspricht mitochondrialer Fraktion) getrennt. Die Pellets
wurden in 250 pl 10 % SDS aufgenommen und fir 10 min bei 95 °C im Thermomixer re-
suspendiert. Gleiche Volumina an Proben wurden auf SDS-Gradientengele aufgetragen
(siehe 2.2.2.2). Nach Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese erfolgte die Be-
stimmung des freigesetzten Cytochrom c iber einen Western Blot. Als primdrer Antikorper
diente der 7H8.2C12 Maus-anti-Cytochrom c-Antikdrper von BD Pharmingen (1:500 in
TBS/NaNs3). Zur Analyse der Daten wurde die Bandendichte der zytosolischen Fraktionen
mittels der Software Quantity One (Version 4.6.3, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
bestimmt. Das nach Behandlung der Mitochondrien mit 100 pM Ca?* freigesetzte Cyto-
chrom c diente dabei als Referenzwert und wurde auf 100 % normiert.

2.2.3.8 Bestimmung der Redoxaktivitét

Auch durch die in den Mitochondrien befindlichen Redoxenzyme kann MTT zu Formazan
reduziert werden. Vor allem die Komplexe der Atmungskette tragen zur MTT-Reduktion
isolierter Mitochondrien bei (Berridge und Tan, 1993; Liu et al., 1997). Die Messung der
Formazan-Bildung an isolierten Mitochondrien stellt daher eine einfach und schnell durch-
zufiihrende Methode dar, die Aktivitat der mitochondrialen Atmungskette und somit auch
die Funktionstiichtigkeit der Mitochondrien abzuschétzen (Schonfeld et al., 2004).

Um die Redoxaktivitat der Mitochondrien zu bestimmen, wurden diese bei Raum-
temperatur fur 5 min im jeweiligen Inkubationsmedium vorinkubiert (250 pg Protein/ml).
Im Anschluss wurde MTT-L6sung so hinzugesetzt, dass sich eine Endkonzentration von
0,1 mg/ml ergab. Nach 5-minutiger Inkubation mit MTT bei 30 °C wurde die Mitochon-
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driensuspension fiir 5 min bei 4000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 1 ml 100 % Ethanol geldst. Die Absorption der entstandenen Ldsung wurde
im Photometer bei einer Wellenldnge von 570 nm bestimmt und diente als MaR fir die
Menge des gebildeten Formazans.

2.2.3.9 Bestimmung der intramitochondrialen Mg?*-Konzentration

Die Messung der intramitochondrialen Mg?*-Konzentration wurde mit Hilfe des Fluores-
zenzfarbstoffes Magnesium Green AM (MgG) vorgenommen. Der Farbstoff liegt zunachst
als nicht-fluoreszierender Acetoxymethyl (AM)-Ester vor, der die mitochondrialen Mem-
branen passieren kann. In der Matrix wird die AM-Gruppe von mitochondrialen Esterasen
abgespaltet. Der so veranderte Farbstoff fluoresziert nun in Abhangigkeit von der Menge
des an ihn gebundenen Mg?*. Zusétzlich wird durch die Abspaltung der AM-Gruppe ver-
hindert, dass der Farbstoff aus den Mitochondrien herausdiffundiert. Damit wird sicher-
gestellt, dass ausschlieRlich das intramitochondriale Mg** gemessen wird.

Zur Beladung der Mitochondrien (10 mg/ml) mit dem Farbstoff wurden diese fur 30 min
bei Raumtemperatur mit 5 uM MgG inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 2-minitige
Zentrifugation der Suspension bei 10000 x g. Das entstandene Pellet wurde in Isolations-
medium C resuspendiert (20 mg/ml). Fiir die Bestimmung der intramitochondrialen Mg?*-
Konzentration wurde eine Proteinkonzentration von 200 pg/ml verwendet (1 ml Gesamt-
volumen). Die Messung erfolgte im Fluoreszenzspektrometer in Anwesenheit von 1 mM
EDTA im Inkubationsmedium. Die Intensitat des emittierten Lichtes wurde bei 535 nm
gemessen (Anregungswellenlange 510 nm).

2.2.4 Analyse der Daten und Statistik

Fur alle Experimente gilt, dass die Versuche an mindestens 3 unabh&ngigen Praparationen
erfolgten. Zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung der Daten diente das
Programm GraphPad Prism (Version 5.0, GraphPad Software, San Diego, USA). Alle Er-
gebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the
mean, SEM) dargestellt. Unterschiede zwischen zwei Behandlungsgruppen wurden mittels
t-test auf Signifikanz Gberprift. Sollten mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen
werden, so wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit mittels One-way-ANOVA und Dunnett-
post-test ermittelt. Unterschiede galten als signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p < 0,05.
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Folgende Symbole wurden benutzt: ns.= p>0,05
*= p<0,05

= p<0,01

*rE =p <0,001

2.2.4.1 Analyse der mitochondrialen Schwellung

Der erste ermittelte Extinktionswert der Mitochondriensuspension wurde auf 1 normiert
(Ao) und alle weiteren Werte als Verdnderungen relativ zu diesem Basalwert ausgedriickt.
Fiir jede Behandlungsgruppe wurde fiir jeden Zeitpunkt der Mittelwert der relativen Ab-
sorptionen von mindestens 3 unabhingigen Priparationen berechnet und graphisch dar-
gestellt (Mittelwert £ SEM). Zusétzlich erfolgte fiir alle Einzelexperimente die Berechnung
der maximalen Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme, d.h. der maximale Absorptions-
abnahme pro Zeiteinheit. Zu diesem Zwecke wurde mittels GraphPad Prism die erste Ab-
leitung (dAe20/dt) des gemessenen Absorptionsverlaufes bestimmt (mit Glattung iiber 4
Nachbarwerte, Glattungspolynom 2. Ordnung). Der Extremwert der Ableitung wurde als

maximale Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme definiert (siche Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Bestimmung der Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme

Vom Graphen des Schwellungsverlaufes (m) wurde mittels GraphPad Prism die erste Ableitung (=)
bestimmt. Der Extremwert der Ableitung (Minimalwert, o) diente als MaB fiir die maximale Ge-
schwindigkeit der Absorptionsabnahme.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Effekte von Minozyklin in einem Zellkulturmodell des Morbus

Alzheimer

Um eine mdgliche protektive Wirkung von MC gegen den Morbus Alzheimer zu unter-
suchen, sollte vorab ein in vitro-Modell der Krankheit etabliert werden. Zu diesem Zwecke
wurden primédre hippokampale Kulturen zunichst fiir 24 h mit verschiedenen Konzentra-

tionen des neurotoxischen Peptides AP,s.3s inkubiert.

3.1.1 Minozyklin schiitzt primére hippokampale Kulturen gegen eine Ap,s.ss-
induzierte Hemmung der MTT-Reduktion

Als erstes Indiz fiir die Vitalitdt der Zellen diente ihre Redoxaktivitit, die mittels MTT-
Assay bestimmt wurde. Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, hemmte As35 ab einer Kon-
zentration von 1 uM die MTT-Reduktion der Kulturen signifikant. Die Behandlung mit
1 bzw. 10 uM AP,s.3s bewirkte einen Riickgang der MTT-Umsetzung auf 88,2 £ 4,1 %
(p <0,05,n=4) bzw. 83,5 £ 6,0 % (p < 0,01, n =4) der Vehikel-behandelten Zellen.
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Abb. 3.1: Einfluss einer 24-stiindigen Inkubation mit AP,s ;s auf die MTT-Reduktion primérer
hippokampaler Kulturen
AP,ys3s in Konzentrationen > 1 uM bewirkte eine signifikante Verringerung der zelluldren MTT-

Reduktion. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus 4 unabhéngigen Praparationen.

Unter Verwendung einer Af,s3s—Konzentration von 10 uM wurde nun getestet, ob MC
den inhibitorischen Effekt des Peptides auf die MTT-Umsetzung beeinflussen kann. Dazu
wurden die Zellen fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an MC ko-inkubiert und im
Anschluss die MTT-Reduktion gemessen (Abb. 3.2). Es ergab sich, dass die Behandlung
mit > 25 uM MC die MTT-Reduktion Ap;s.3s-behandelter Zellen normalisierte (Abb. 3.2

35



ERGEBNISSE

A). Die Formazanbildung stieg bei Verwendung von 25 bzw. 100 uM MC auf 99,9 +
5,3% (p<0,01 vs. ABys3s alleine, n=4) bzw. 97,5 £ 5,0 % (p < 0,05 vs. AP,s3s alleine,
n =4) der Kontrollzellen. Hingegen hatte MC keinen signifikanten Einfluss auf die MTT-
Reduktion Vehikel-behandelter Zellen (Abb. 3.2B).

1204 *% 120-

5 100 F [ ; -

§ > AN R N

£ / \ e 3 / N

B = 601 / \ B = e0- 5 / \

- ml = RXS / \

K 40 / \ = 40 XK / \

S 2 % \ S 5 / \
4 B XX

o 2N o K % N

ABsas[UM] 10 10 10 10 10 MC [uM] - 1 5 25 100

MC [uM] - 1 5 25 100

Abb. 3.2: Modulation der Wirkung von A, ;s auf die MTT-Reduktion durch Minozyklin

(A) Ko-Inkubation Aps.ss-behandelter Zellen mit > 25 uM MC erhdhte deren MTT-Reduktions-

vermdgen signifikant (n = 4). Die Formazanbildung wurde auf das Niveau der Vehikel-behandelten

Kulturen normalisiert. (B) Im Gegensatz dazu hatte MC keinen Einfluss auf die MTT-Reduktion in

Kontrollzellen (n = 4).
Da von AP bereits bekannt ist, dass es die MTT-Reduktion von Zellen beeinflussen kann,
ohne den Tod der Zellen zu induzieren, wurden zwei weitere Vitalitits-Assays durch-
gefiihrt. Tatsdchlich zeigte sich, dass eine 24-stiindige Inkubation mit 10 uM AP,s.35 keine
Freisetzung von LDH aus den Zellen in den Extrazelluldrraum bewirkte (Abb. 3.3A). Zu-
satzlich wurde mittels Fluoreszenzfarbung das mitochondriale Membranpotential (Ayp)
der Zellkulturen bestimmt (Abbn. 3.3B und C). Als Positivkontrolle diente die Inkubation
der Kulturen mit dem Entkoppler Carbonylzyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon
(FCCP, 20 uM) bzw. dem Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin (STS, 1 uM), der in Zellen
die Apoptose auslost. Sowohl FCCP als auch STS bewirkten einen dramatischen Riickgang
von Ay, (jeweils p < 0,001, n = 3). Auch durch Behandlung mit 10 uM AP»s.35 verringerte
sich das Membranpotential signifikant (p < 0,05, n = 3). Die Ko-Inkubation der Zellen mit
25 uM MC konnte diese depolarisierende Wirkung des Af,s.3s nicht verhindern. Das
Membranpotential erhdhte sich zwar geringfligig durch Behandlung mit MC, dieser Effekt

war jedoch nicht signifikant (p > 0,05, n = 3).
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Abb. 3.3: Einfluss von Ap,s;; auf die LDH-Freisetzung und das mitochondriale Membran-
potential (Ay,,) primérer hippokampaler Kulturen

(A) Eine 24-stiindige Inkubation der Zellen mit bis zu 10 pM A,s.35 hatte keinen Effekt auf die LDH-
Freisetzung der Kulturen (n=3). (B) Hingegen bewirkte dieselbe Behandlung einen signifikanten
Riickgang von Ay, der durch MC nicht verhindert werden konnte (n =4). (C) Fluoreszenzfarbung
zur Bestimmung von Ay, Dargestellt ist eine Doppelfdarbung der Kulturen mit TMRM (rot) und
MT Green (griin). In den Vehikel-behandelten Zellen war eine starke TMRM-Féarbung zu sehen, die
darauf hindeutet, dass Ay, in den meisten Zellen intakt war. Hingegen fiel die TMRM-Férbung in den
FCCP- bzw. Ap,s.35-behandelten Kulturen deutlich geringer aus. MC hatte keinen Einfluss auf Ay,,.

10 UM AB,s5_35
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Zusammengefasst lisst sich daher sagen, dass eine 24-stiindige Inkubation primérer hippo-
kampaler Kulturen mit Af,s.3s zwar keine Erhohung der LDH-Freisetzung bewirkte, das
mitochondriale Membranpotential der Zellen jedoch verringerte. Im Gegensatz zu den Er-
gebnissen des MTT-Assays konnte allerdings im Fall der Ayn,-Bestimmung kein protekti-
ver Effekt von MC festgestellt werden. Welche Mechanismen konnten stattdessen der
normalisierenden Wirkung von MC auf das MTT-Reduktionsvermdégen APas.3s-

behandelter Zellen zugrunde liegen?

3.1.2 Minozyklin normalisiert die durch Ap.s.s5 beschleunigte Externalisierung

des MTT-Formazans

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass AP die Externalisierung von MTT-Formazan
beschleunigen und auf diese Weise die Reduktion von MTT inhibieren kann, ohne die
Zellvitalitit zu beeinflussen (Liu und Schubert, 1997; Abe und Saito, 1998). Daher wurde
im Folgenden gepriift, ob dies auch in dem hier gewéhlten Modell der Fall war. Dazu wur-
de morphologisch die Formazan-Bildung in Vehikel- und A,s3s—behandelten Zellen beo-
bachtet. Es zeigte sich, dass in Vehikel-behandelten Kulturen selbst nach 2-stiindiger Inku-
bation mit MTT nur wenige Zellen externalisierte Formazankristalle an ihrer Oberflédche
aufwiesen (Abb. 3.4, obere Reihe, durch % markiert). Im Gegensatz dazu lag das gebildete
Formazan bei den mit 10 uM AP,s3s behandelten Kulturen bereits 1 h nach Zugabe des
MTT fast vollstindig extrazelluldr vor (Abb. 3.4, mittlere Reihe). Ko-Inkubation der Zel-
len mit 25uM MC fiihrte zu einer partiellen Normalisierung der Formazan-
Externalisierung (Abb. 3.4, untere Reihe). In diesem Fall verblieb ein hoherer Anteil an

Formazan innerhalb der Zellen (durch ¥ markiert).
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Vehikel

10 uM AB;5.35

10 UM AB 535
+ 25 uM MC

Abb. 3.4: Verlauf der MTT-Externalisierung in priméren hippokampalen Kulturen
Durchlichtbilder (20x-Objektiv) MTT-behandelter Kulturen vor bzw. 1 sowie 2 h nach Zugabe des
MTT. In Vehikel-behandelten Zellen (obere Reihe) verblieb das gebildete Formazan fast ausschlieB3-
lich intrazellulédr, nur bei wenigen Zellen ist externalisiertes Formazan zu erkennen (%). Hingegen
war das in den Ap,s_;s-behandelten Kulturen gebildete Formazan bereits nach 1 h beinahe vollstindig
externalisiert worden (mittlere Reihe). Ko-Inkubation mit MC verlangsamte die Formazan-
Externalisierung der Af,s.3s-behandelten Zellen (untere Reihe). 2 h nach MTT-Zugabe lag ein grofler
Anteil des Formazans weiterhin intrazellular vor (K£).
Eine Quantifizierung der Formazan-Externalisierung nach 60-miniitiger Inkubation mit
MTT ergab, dass zu diesem Zeitpunkt bei lediglich 15,8 £ 3,8 % der Kontrollzellen For-
mazankristalle an der Zelloberflache sichtbar waren (Abb. 3.5A). Behandlung der Zellen
mit 1 uM bzw. 10 uM AP,s.3s erhohte diesen Anteil auf 61,5 £5,6 % (p <0,001, n=3)
bzw. 76,2 £2,5% (p<0,001, n=3). Geringere AP,s.3s-Konzentrationen hatten keinen
signifikanten Effekt. Ko-Inkubation der Kulturen mit > 5 uM MC bewirkte eine signifikan-
te Verlangsamung der durch Af,s3s stimulierten Formazan-Externalisierung (Abb. 3.5B)
und erhohte auf diese Weise die MTT-Reduktion der AP,s.3s-behandelten Zellen. Im Ge-
gensatz dazu hatte MC in Kontrollkulturen keinen Einfluss auf die Externalisierung des

Formazans (jeweils p > 0,05, n = 3; Abb. 3.5C).
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Von Cholesterol ist bekannt, dass es eine dhnliche Wirkung auf die MTT-Formazan-
Externalisierung hat wie die hier von AP beobachtete (Liu et al., 1998). Wie in Abbildung
3.6 dargestellt, fiihrte eine 3-stiindige Inkubation der Kulturen mit Cholesterol zu einer
Verminderung der zelluliren MTT-Reduktion (Abb. 3.6A). Wihrend die Behandlung mit
10 nM Cholesterol keinen signifikanten Einfluss hatte, sank die MTT-Reduktion bei Ver-
wendung von 0,1 bzw. 1 uM Cholesterol auf 71,3 +52% (p<0,01, n=4) bzw.
77,2123 % (p<0,05, n=4). Wie im Falle des A,s3s zeigte sich auch hier, dass die
MTT-Reduktion durch Ko-Inkubation mit MC normalisiert werden kann (Abb. 3.6B). Zel-
len, die mit 100 nM Cholesterol und 25 oder 100 uM MC ko-inkubiert worden waren, bil-
deten dhnliche Mengen an Formazan wie die Vehikel-behandelten Zellen (99,0 £+ 5,2 %,

p <0,01 bzw. 114,1 6,2 %, p <0,001, jeweils n = 4).
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Abb. 3.6: Effekt von Cholesterol auf die MTT-Umsetzung priméarer Hippokampuskulturen
(A) Die 3-stiindige Inkubation der Kulturen mit > 0,1 uM Cholesterol (Chol) bewirkte eine signifikan-
te Verringerung der MTT-Reduktion (n =4). (B) Die durch Cholesterol eingeschrinkte Formazan-
bildung konnte durch MC (= 25pM) normalisiert werden (n = 4).
Ahnlich wie bei der Ap,s.3s-vermittelten Hemmung der MTT-Reduktion lieB sich auch die
Wirkung des Cholesterols auf die MTT-Umsetzung der Zellen auf eine Beschleunigung
der Formazan-Externalisierung zuriickfithren (Abbn. 3.7A und B). Es zeigte sich zudem,

dass MC auch die durch Cholesterol stimulierte Externalisierung des gebildeten Formazans

zu normalisieren vermag (Abb. 3.7C).
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Vehikel 100 nM Cholesterol 100 nM Cholesterol
+ 25 yM MC

Abb. 3.7: Effekt von Cholesterol und Minozyklin auf die MTT-Formazan-Externalisierung
Gezeigt sind Durchlichtbilder MTT-behandelter Zellen 1h nach Zugabe des Farbstoffes.
(A, B) Deutlich zu sehen sind die erhohte Formazan-Externalisierung sowie Kristallbildung des MTT
nach Inkubation der Kulturen mit 100 nM Cholesterol. (C) In mit 25 uM MC behandelten Zellen zeig-
te sich eine weitgehende Normalisierung des Prozesses; das gebildete Formazan verblieb, dhnlich wie
in den Kontrollkulturen, fast vollstdndig intrazelluldr.

3.1.3 Minozyklin schiitzt primére hippokampale Kulturen nicht vor Ap,s._zs-
vermittelter Toxizitét

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit die durch MC normalisierte Formazan-
Externalisierung mit einer potentiellen Schutzwirkung des Antibiotikums gegen eine
APasss-vermittelte Toxizitédt korreliert. Um diesen Sachverhalt zu kléren, sollte im Folgen-
den iiberpriift werden, ob MC auch den Ap,s_3s-induzierten Zelltod aufhalten kann.

Zu diesem Zwecke wurde die Inkubationszeit der Zellkulturen mit AB,s.35 verldngert und
die Vitalitdt der Zellen in tiglichem Abstand morphologisch iiberpriift. Es stellte sich her-
aus, dass eine 6-tigige Inkubation mit 10 uM APss.35 notig war, bis klare morphologische
Veridnderungen auftraten (siche auch Abb. 3.10). Zum selben Zeitpunkt konnte zudem ein
signifikanter Anstieg der LDH-Freisetzung durch A,s3s beobachtet werden (Abb. 3.8A).
Die Behandlung der Kulturen mit 1 bzw. 10 uM APss.35 bewirkte eine Zunahme der LDH-
Freisetzung auf 110,4 £ 1,1 % (p < 0,05, n=4) bzw. 124,3 £ 0,8 % (p < 0,001, n = 4) der
Kontrolle. Auch das mitochondriale Membranpotential war nach 6-tagiger Inkubation mit

10 uM APss.35 signifikant verringert (p < 0,05, n = 3; Abb. 3.8B).
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Abb. 3.8: LDH-Freisetzung und mitochondriales Membranpotential (Ay,) nach Langzeit-

inkubation mit AP,s.s
(A) Die 6-tidgige Behandlung der Zellen mit > 1 pM A,s_;5 fithrte zu einem signifikanten Anstieg der

LDH-Freisetzung aus den Kulturen (n = 4). (B) Zu diesem Zeitpunkt bewirkte AB,sss (10 uM) auch

eine signifikante mitochondriale Depolarisation (n = 4).
Unter Verwendung einer Ap,s.3s-Konzentration von 10 uM wurde nun untersucht, inwie-
weit LDH-Freisetzung, Morphologie und Ay, der Afss.3s-behandelten Kulturen durch MC
beeinflusst werden. Es zeigte sich, dass eine Ko-Inkubation mit MC die Zellen nicht vor
den toxischen Wirkungen des Peptides schiitzen kann. So bewirkte MC im Langzeitmodell
sogar einen minimalen Anstieg der LDH-Freisetzung (p >> 0,05, n=4; Abb. 3.9A). Zu-
dem fiihrte eine Behandlung mit MC (25 uM) zu einer geringfiigig stirkeren Depolari-
sation der Af,s.3s-behandelten Kulturen (p > 0,05, n = 3; Abb. 3.9B).
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Abb. 3.9: Effekt von Minozyklin auf die LDH-Freisetzung und das mitochondriale Membran-

potential (Ay,,) AP,s.;s-behandelter Zellen

(A) Die durch Ap,s;s erhohte LDH-Freisetzung konnte durch MC nicht verringert werden (n = 4).
(B) Auch die mittels Af,s.;s-Behandlung ausgeldste mitochondriale Depolarisation wurde durch MC
nicht aufgehalten (n = 4). Es zeigte sich sogar, dass die Langzeitbehandlung mit 25 uM MC das mito-
chondriale Membranpotential Ap,s;s-behandelter Kulturen weiter absenkt (p>0,05, n=3).
(A, B) Gestrichelte Linien kennzeichnen die LDH-Freisetzung bzw. Ay, der Vehikel-behandelten

Kontrollen.

Auch morphologisch bestitigte sich die ausbleibende Schutzwirkung von MC gegeniiber
der APysss-vermittelten Toxizitdt. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt, hatten die Vehikel-
behandelten Zellen zum Zeitpunkt der Untersuchung (9 — 12 DIV) ein charakteristisches
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dendritisches Netzwerk ausgebildet (Abb. 3.10A). Dieses war in den Af,s3s-behandelten
Kulturen fast vollstindig aufgeldst (Abb. 3.10B). Ko-Inkubation mit 25 uM MC hatte kei-
nen Einfluss auf die Morphologie der AB,s.3s-behandelten Zellen (Abb. 3.10C).

Abb. 3.10: Phasenkontrastaufnahmen Ap,s_;s-behandelter Kulturen nach 6-tigiger Inkubations-
zeit
(A) Nach 9 — 12 days in vitro (DIV) ist in den Vehikel-behandelten Kulturen das dendritische Netz-
werk gut ausgebildet. Wenige tote Zellen sind sichtbar. (B) Nach 6-tdgiger Inkubation mit AB,s ;5 ist
das Netzwerk beinahe vollstindig zerstort, es sind nur wenige Zellen mit langen Ausldufern verblie-
ben. Ein groBer Teil der Zellen ist abgestorben. (C) Die Ko-Inkubation mit 25 uM MC hatte keinerlei
protektiven Effekt auf die Morphologie der Ap,s.;s-behandelten Zellen.
Obwohl MC die zellulire MTT-Reduktion nach AP,s.3s-Behandlung wiederherzustellen
vermochte, konnten also keine protektiven Effekte des Antibiotikums gegeniiber der
ABysss-vermittelten Neurotoxizitit beobachtet werden. Um zu kléren, ob die fehlende
Schutzwirkung des MC Aussagen iiber seinen Einfluss auf den Offnungszustand der mPTP
erlaubt, sollte zum Abschluss untersucht werden, inwieweit die Aktivierung dieser Pore an
der AP,sss-vermittelten Neurotoxizitit beteiligt war. Als Referenzsubstanz diente der klas-
sische mPTP-Inhibitor Cyclosporin A (CsA).
Es wurde festgestellt, dass CsA die durch 6-tigige Behandlung mit 10 uM APss.3s be-
wirkte Erh6hung der LDH-Freisetzung nicht hemmen konnte (p >> 0,05, n=3; Abb. 3.11
A). Bei der Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials ergab sich sogar, dass

CsA die depolarisierende Wirkung des A,s.3s auf die Mitochondrien signifikant verstérkte
(p <0,05,n=3; Abb. 3.11B).
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