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Wenn unser Gehirn so einfach wére, dass wir es verstehen kdnnten, dann waren wir

so dumm, dass wir es trotzdem nicht verstehen kdnnten.

Jostein Gaarder, Sofies Welt
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Vor genau 100 Jahren berichtete der deutsche Neuropathologe und Psychiater Alois
Alzheimer (1864-1915) erstmals Uber eine seltsame Erkrankung der Hirnrinde, die er
an seiner 51-jahrigen Patientin Auguste D. diagnostiziert hatte. Die Patientin litt unter
Verhaltensstérungen und fortschreitendem Gedachtnisverlust. Nach dem Tod fand
Alzheimer im Gehirn eine ausgepragte cerebrale Atrophie mit atherosklerotischen
und neuronalen Veranderungen vor, die er bisher nur bei &lteren Patienten beobach-
tet hatte (Alzheimer, 1907).

Viele Jahre blieben die Erkenntnisse von Alzheimer unbeachtet. Niemand ahnte, wel-
che Pravalenz die spéater nach ihm benannte Erkrankung haben wird. Heute ist Mor-
bus Alzheimer die haufigste progressive Demenzerkrankung der Industriestaaten.
Weltweit schatzt man die Zahl der Betroffenen auf ~ 20 Millionen (Ferri et al., 2005).
In Deutschland sind ~ 650.000 Erkrankungsfalle bekannt (www.deutsche-
alzheimer.de; Bickel, 2000). Die zunehmende Lebenserwartung in den industrialisier-
ten Landern wird in den nachsten 50 Jahren zu einer Verdopplung bis Verdreifa-
chung der Patientenzahlen fiihren (Ferri et al., 2005). Unabsehbare 6konomische
Probleme flr Pflege- und Gesundheitsversorgung sind die Folge.

Bei der Alzheimer-Erkrankung unterscheidet man zwischen zwei Formen: der familia-
ren (FAD) und der sporadischen Form. Die erbliche familidare Form, die weniger als 5
% der Falle betrifft, tritt schon im friihen Lebensalter auf. Verschiedene genetische
Mutationen werden fiir FAD als Ursache diskutiert (siehe Kapitel 1.3.1; Selkoe,
2001). Bei der sporadischen Form treten die charakteristischen Symptome erst im

héheren Lebensalter auf. Ihre Entstehung ist bislang unbekannt.

Oft Uberlagert sich die Alzheimer-Pathogenese mit normalen Alterungsprozessen
und/oder anderen altersbedingten Hirnerkrankungen wie Morbus Parkinson oder
vaskularer Demenz (Jellinger, 2006). Die bei vielen Patienten existierenden Demenz-
Mischformen erschweren die zuverlassige in vivo Diagnostik der Erkrankung. Neben
neuropsychologischen Tests und Plasmamarkern werden zur Diagnose hauptsach-
lich bildgebende Verfahren, wie die Computer- (CT), Magnetresonanz- (MRI) und

Positronenemissions- (PET)-Tomographie, eingesetzt.
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1.1.1 Neuropathologie

Die Alzheimer-Erkrankung ist durch drei wichtige neuropathologische Merkmale ge-
kennzeichnet (Selkoe, 2001; Mattson, 2004; Parihar und Hemnani 2004; Blennow et
al., 2006).

Das Gehirn der Patienten weist stark-atrophische Veranderungen auf, die vor allem
den fronto-temporalen und parieto-okzipitalen Bereich des Cortex und den Hippo-
campus betreffen (Psychrembel, 1997). In diesen Regionen sind wichtige kognitive
Funktionen lokalisiert. Neuronen des cholinergen Transmittersystems degenerieren
bereits im frihen Erkrankungsstadium (siehe Kapitel 1.2; Mesulam, 2004b). Im spa-
teren Krankheitsverlauf werden weitere Transmissionssysteme, wie das glutamater-
ge (Francis, 2003), serotonerge (Zarros et al., 2005) und adrenerge (Matthews et al.,

2002) System, von der Neurodegeneration beeinflusst.

In den degenerierenden Hirnregionen treten senile Amyloid-Plaques auf. Senile Pla-
ques sind extrazellulare Ablagerungen des B-Amyloid-Peptids (AB), das unter Kapitel
1.3 detaillierter beschrieben wird.

AuBerdem sind in einigen Neuronen des Hippocampus, entorhinalen Cortex und Ne-
ocortex so genannte paired helical filaments (PHFs) und neurofibrillare Tangles
(NTFs) detektierbar (Arendt, 2004, Kidd, 2006; Avila, 2006). PHFs und Tangles be-
stehen hauptséachlich aus einem hyperphosphorylierten Protein namens Tau (Grunad-
ke-Igbal et al., 1986), das normalerweise die Funktion der Microtubuli reguliert. Zahl-
reiche Kinasen wurden identifiziert, die an der Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins beteiligt sein kénnten (Drewes et al., 1992; Correas et al., 1992; Baumann
et al., 1993; Goedert et al., 1997). Die abnormale Phosphorylierung von Tau férdert
dessen Aggregationstendenz und intrazellulare Ablagerung zunéchst als PHFs - spé-
ter als Tangles. Das hyperphosphorylierte Tau-Protein ist gegen proteolytischen Ab-
bau durch Phosphatasen resistent (Johnson et al., 1989).

Neben den drei charakteristischen neuropathologischen Verédnderungen kénnen bei
der Alzheimer-Erkrankung Beeintrachtigungen zahlreicher weiterer Stoffwechselpro-

zesse beobachtet werden.

Das Gehirn ist das Organ mit dem héchsten Glukosebedarf. Bei Morbus Alzheimer
tritt in allen corticalen Regionen ein Glukosehypometabolismus auf (Hoyer, 2004,
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Schubert, 2005). Die Insulinrezeptoren der Patienten zeigen verminderte Sensitivitat
(Xie et al., 2002) und Dysfunktionen in der Insulin-Transduktionskaskade (Frolich et
al., 1999). Die Aktivitaten verschiedener Schlisselenzyme der Glykolyse sind redu-
ziert (Bigl et al., 1996, Bigl et al., 1999; Bigl et al., 2000). Der Glukose-
Hypometabolismus bei Morbus Alzheimer kann mit dem bildgebenden Verfahren der
Positronenemissionstomographie (PET) diagnostiziert werden (Mosconi et al., 2005).

Stérungen im Lipid- und Cholesterolstoffwechsel werden ebenfalls mit der Alzheimer-
Erkrankung in Verbindung gebracht (Shobab et al., 2005; Mielke et al., 2006, Sjégren
et al., 2006). So fordert cholesterinreiche Erndhrung die Plaquebildung und den Aus-
bruch der Krankheit (Refolo et al., 2000). Die Behandlung mit Cholesterolsynthese-
hemmern (Statine) vermindert dagegen die Plaqueformation und das Erkrankungsri-
siko (Wolozin et al., 2000; Puglielli et al., 2003). Weiterhin wird ein Zusammenhang
zwischen dem Lipidtransportprotein Apolipoprotein E (ApoE) und Morbus Alzheimer
vermutet (Roses, 2006, Mahley und Huang, 2006). ApoE existiert in den drei Isofor-
men €2, €3 und €4. Der Hauptteil der Bevolkerung exprimiert die Isoform €3. Die Ex-
pression der Isoform €4 ist mit héheren Cholesterolspiegeln und einem verstérkten
Alzheimer-Risiko assoziiert. Die Ursache hierfir ist bisher unklar. Es gibt Hinweise,
dass ApoEe4 die Formation von Amyloid-Plaques férdert, indem es als pathologi-
sches Chaperone fungiert (Holtzman et al., 2000). Die Isoform €4 wird an nachfol-

gende Generationen vererbt.

Neben Abnormalitaten im Glukose- und Lipidmetabolismus ist bei der Alzheimer-
Erkrankung der lonenhaushalt gestért. Calciumionen spielen eine wichtige Rolle bei
Lern- und Gedachtnisprozessen und sind direkt an der Regulation des Uberlebens
und Sterbens von Neuronen beteiligt. Bei Morbus Alzheimer ist die Calcium-
Homeostase beeintrachtigt, was neuronale Dysfunktionen und vermehrten Zelltod
beginstigen kann (LaFerla, 2002; Mattson, 2002; Canzoniero und Snider, 2005).
Auch das physiologische Gleichgewicht anderer Elemente, wie Aluminium, Eisen,
Zink und Kupfer, ist bei der Erkrankung verandert (Maynard et al., 2005; Sayre et al.,
2005; Lui et al., 2006). In vitro wurde gezeigt, dass Metallionen die Aggregation des
AB-Peptids férdern (Bush et al., 1994; Atwood et al., 1998; Huang et al., 2004a). In
vivo reichern sich die Metallionen verstarkt in Amyloid-Plaques an (Lovell et al.,
1998). Im Tiermodell wurde durch Behandlung mit Metallchelatoren eine Reduktion
der Plaquebildung erreicht (Cherny et al., 2001). Metallchelatoren werden als mégli-
che Therapieoption fur Morbus Alzheimer diskutiert (Liu et al., 2005).
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Andere Arbeitsgruppen berichten Uber Zellzyklusverdnderungen bei der Alzheimer-
Erkrankung (Raina et al., 2000; Arendt, 2002; Webber et al., 2005). Neuronen befin-
den sich normalerweise auBerhalb der Neurogenese in einem post-mitotischen Ru-
hestadium. Hippocampale Neuronen von Alzheimer-Patienten weisen jedoch einen

aktivierten Zellzyklus auf.

Die pathologischen Prozesse im Gehirn der Erkrankten sind von chronischer Neu-
roinflammation begleitet (Akiyama et al., 2000, Rozemueller et al., 2005; Tuppo und
Arias, 2005; Hoozemans et al., 2006; Sastre et al., 2006). In der Umgebung der
Amyloid-Plaques sind reaktive Astrozyten, aktivierte Mikrogliazellen und erhdhte in-
flammatorische Proteine (z.B. Zytokine, Akute-Phase-Proteine) nachweisbar. Be-
stimmte genetische Polymorphismen oder erh6hte Plasmaspiegel einiger inflamma-
torischer Proteine (Interleukin-1, a1-Antichymotrypsin, a2-Macroglobulin) konnten mit
einem verstarkten Alzheimer-Risiko in Verbindung gebracht werden (McGeer und
McGeer, 2001). Die Unterdriickung der Entziindungsreaktion durch Einnahme von
nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) vermindert das Erkrankungsrisiko
(McGeer et al., 2006).

Zusétzlich zur Entzindungsreaktion treten im Alzheimer-Gehirn vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies und Merkmale von oxidativem Stress auf (Butterfield und Boyd-
Kimball, 2004; Huang et al., 2004b;, Nunomura et al., 2006). Diese Prozesse werden
detaillierter unter Kapitel 1.4 erlautert.

1.1.2 Symptomatik

Zu Beginn der Erkrankung treten leichte Gedé&chtnisstérungen auf. Sie werden auch
als Mild Cognitive Impairment (MCI) bezeichnet. Im weiteren Verlauf kommen Unru-
he, Sprach-, Erkennungs- und Orientierungsstérungen, motorische und raumliche
Beeintrachtigungen und oft euphorische oder depressive Verhaltensanderungen hin-
zu (Psychrembel, 1997). Die Betroffenen sind schlieBlich nicht mehr fahig, elementa-
re Tatigkeiten selbstandig auszufihren und werden zum Pflegefall. Finf bis zehn
Jahre nach dem Auftreten der ersten Krankheitssymptome endet die Alzheimer-
Erkrankung mit dem Tod, der meist durch Sekundarleiden, wie Infektionen, verur-

sacht wird (www.alzheimer-forschungsinitiative.de).
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1.1.3 Therapie

Zur Behandlung von Morbus Alzheimer steht zurzeit lediglich eine medikamentdse
Palliativtherapie zur Verfigung. Diese ist auf eine symptomatische Wirkung be-
schrankt. Es besteht weder die Moglichkeit einer Prophylaxe noch einer Heilung der
Krankheit (Masters et al., 2006; Blennow et al., 2006; Moreira et al., 2006).

Die kognitiven Defizite, die durch die cholinerge Degeneration verursacht werden,
lassen sich durch Einsatz von Acetylcholinesterase-Inhibitoren temporar positiv be-
einflussen. Acetylcholinesterase-Inhibitoren verhindern den Abbau des cholinergen
Neurotransmitters Acetylcholin (siehe Kapitel 1.2) und erhéhen somit dessen Verflig-
barkeit an den synaptischen Endigungen. Die dadurch erzielten Verbesserungen der
Gedéachtnis- und Verhaltenssymptome wurden in zahlreichen Studien belegt (Birks,
2006). In Deutschland sind derzeit drei Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Rivastigmin,
Galantamin und Donepezil) zur Behandlung von Morbus Alzheimer zugelassen

(www.rote-liste.de).

Ein weiterer zugelassener Wirkstoff ist der N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-
Rezeptorantagonist Memantin. Memantin blockiert die Bindung des Neurotransmit-
ters Glutamat an den NMDA-Rezeptor, vermindert die glutamaterge Aktivitdt und
schitzt so die Neuronen vor Glutamat-vermittelter Exzitotoxizitat. Die neuroprotektive
Wirkung der Substanz tragt zur Verbesserung der krankheitsbedingten Symptomatik
bei (McShane et al., 2006).

Zusétzlich werden Antioxidantien und durchblutungsférdernde Wirkstoffe, wie z.B.
Ginkgolide, Vitamine C und E, Curcumin oder Knoblauchextrakte, als Antidementiva
angewandt. Oft ist die Wirkung solcher Substanzen umstritten oder unzureichend
belegt (Frank und Gupta, 2005).

Bei psychotischen Verhaltensstérungen, die als Begleitsymptome von Morbus Alz-
heimer auftreten kébnnen, werden Antidepressiva (Lyketsos und Olin, 2002) und Neu-

roleptika (Ballard und Howard, 2006) eingesetzt.

Derzeit laufen unzéhlige Bemihungen an der Erforschung neuer Behandlungsmég-
lichkeiten (Masters et al., 2006; Blennow et al., 2006). Potenzielle Ansatzpunkte sind
die Hemmung der Plaquebildung durch Fibrillisations- und Sekretase-Inhibitoren (sie-
he Kapitel 1.3; Higuchi et al., 2005) oder die aktive/passive Immunisierung mit spezi-
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fischen Antikérpern gegen das Amyloid (Nitsch, 2004; Schenk et al., 2005). Auch
Inhibitoren der Tau-Phosphorylierung werden in vorklinischen Studien getestet. Wei-
tere Hoffnungen sind die erwahnten antiphlogistischen, cholesterolsenkenden oder
metallchelatierenden Verbindungen (siehe Kapitel 1.1.2).

1.2 Das cholinerge System

Unter dem cholinergen Transmittersystem werden alle neuronalen Signalwege zu-
sammengefasst, die den Botenstoff Acetylcholin (ACh) zur Neurotransmission ver-
wenden (Mesulam, 2004a). Im Zentralnervensystem steuert ACh vor allem Prozesse,
die mit Denk- und Lernvorgangen verbunden sind. Aber auch in der Regulation der
corticalen Aktivitat und Plastizitat, des Schlaf-Wach-Rhythmus und des cerebralen
Blutflusses ist ACh involviert.

Im vegetativen Nervensystem spielt der Neurotransmitter als gangliondrer und
postgangliondrer Ubertragerstoff eine entscheidende Rolle. AuBerdem reguliert ACh
die Muskelkontraktion an der motorischen Endplatte.

1.2.1 Lokalisation des cholinergen Systems im Gehirn

Der Ursprung des cholinergen Transmittersystems im Gehirn liegt im basalen Vor-
derhirn und in der pontine-retikularen Formation. Dort sind die so genannten choli-
nergen Projektionsneuronen lokalisiert. Das cholinerge basale Vorderhirn besteht
aus dem Nucleus basalis Meynert, dem vertikalen Diagonalband von Broca und dem
medialen Septum. Die Neuronen des Nucleus basalis Meynert und des vertikalen
Diagonalbandes von Broca innervieren vor allem Cortex, Riechkolben und Amygda-
la. Die Neuronen des medialen Septums innervieren ausschlieBlich den Hippocam-
pus. Das pontine-cholinerge System besteht vorwiegend aus thalamischen intralami-
naren Kernen, die nur einen kleinen Teil des Cortex innervieren. Im Corpus striatum
sind auBerdem cholinerge Interneuronen lokalisiert (Mesulam, 1996; Mufson et al.,
2000; Schliebs und Arendt, 2006).
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1.2.2 Komponenten des cholinergen Systems

Die Bildung und Speicherung des Neurotransmitters ACh erfolgt in den Synapsen
der cholinergen Neuronen (Abb.1). Unter Katalyse des Enzyms Cholinacetyltransfe-
rase (ChAT) wird ACh aus Cholin und Acetyl-Coenzym A (Acetyl-Co A) in den prasy-
naptischen Endigungen synthetisiert (Forth, Henschler, Rummel, 2001). Cholin wird
Uber einen hoch-affinen, Natrium-abh&ngigen Cholintransporter (high affinity choline

uptake, HACU) aktiv aus dem synaptischen Spalt in die Prasynapse transportiert.

prasynaptischer
Acetylcholinrezeptor

@
R
Cholin

\
)

J Cholin Na *

v
=)

Abb.1. Die cholinerge Synapse (nach Léffler und Petrides, 2003)

Prasynapse

Cholintransporter

Acetylcholin-
rezeptor

F

Postsynapse

Nach der Synthese wird ACh mit Hilfe des vesikuldren Acetylcholintransporters
(VAChAT) in prasynaptischen Vesikeln angereichert und bis zur Freisetzung durch ein
exzitatorisches, spannungsabhangiges Calcium-vermitteltes Signal gespeichert. Das
freigesetzte ACh diffundiert dann durch den synaptischen Spalt und bindet an nikoti-
nerge oder muskarinerge Rezeptoren auf der post- bzw. prasynaptischen Membran
(Abb.1). Nikotinrezeptoren (nAChR) sind ionotrope Rezeptoren mit einer Penta-
merstruktur, die aus verschiedenen Kombinationen der Untereinheiten (a, B, v, &, €)
zusammengesetzt sind (Oddo und LaFerla, 2006). Muskarinrezeptoren (mAChR)
sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Bisher wurden fiinf verschiedene mAChR-
Subtypen (M1, M2, M3, M4, M5) identifiziert (Koch et al., 2005). Nach erfolgter Bin-
dung an nAChR oder mAChR wird ACh im synaptischen Spalt durch Acetylcholi-
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nesterase (AChE) zu Cholin und Essigsdure abgebaut. Cholin wird erneut in die Pra-
synapse aufgenommen, um fir die Synthese neuer ACh-Moleklle verwendet zu

werden.

1.2.3 Die cholinerge Neurodegeneration bei der Alzheimer-Erkrankung

Wie bereits erwahnt, ist die Alzheimer-Erkrankung durch einen Verlust cholinerger
Neuronen gekennzeichnet. Der cholinerge Zellverlust, der vor allem das basale Vor-
derhirn und spater alle corticalen Bereiche betrifft, korreliert mit dem Schweregrad
der kognitiven Beeintrachtigung der Patienten (Perry, 1986; Pappas et al., 2000; Shi-
onotoh et al., 2000; Auld et al., 2002; Mesulam, 2004b; Schliebs, 2005; Schliebs und
Arendt, 2006). Es wurde die cholinerge Hypothese von Morbus Alzheimer postuliert,
welche die Degeneration des cholinergen Systems flr die Abnahme der Denk- und
Gedéachtnisfunktionen verantwortlich macht (Bartus, 2000).

Zahlreiche Studien an post mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten belegen, dass
verschiedene Komponenten des cholinergen Transmittersystems wéahrend der Pa-
thogenese beeinflusst werden (Nordberg, 1992a; Bierer et al., 1995; Auld et al.,
2002; Mesulam, 2004b). Es wird Uber verminderte Aktivitdten des Enzyms ChAT
(Bowen et al., 1976; Perry et al., 1977; Coyle et al., 1983), des Cholintransporters
(Rylett et al., 1983) und Uber eine reduzierte ACh-Freisetzung (Nilsson et al., 1986)
berichtet. Auch nikotinerge und muskarinerge Rezeptoren weisen im Alzheimer-Hirn
veranderte Bindungseigenschaften und eine abnorme Signaltransduktion auf (Nord-
berg et al., 1992b, c; Perry et al., 1995).

Durch die Verabreichung von Cholinometika, wie Acetylcholinesterase-Inhibitoren
(siehe Kapitel 1.1.3) oder ACh-Rezeptoragonisten, lassen sich die kognitiven Sym-
ptome der Patienten geringflgig verbessern, jedoch nicht aufheben (Mesulam,
2004b). Interessanterweise reduziert Rauchen oder die chronische Administration
von Nikotin im Tiermodell die Bildung von Plaques (Nordberg et al., 2002; Hellstrom-
Lindahl et al., 2004a, b).

Die Ursache der cholinergen Neurodegeneration ist bisher ungeklart. Eine Vielzahl
von Publikationen zeigen die Beeinflussung des cholinergen Systems durch AR oder
Tau (Auld et al., 2002; Mesulam, 2004b). Die cholinerge Degeneration tritt jedoch
schon sehr frihzeitig im Krankheitsverlauf auf - weit bevor die Akkumulation der pa-

thologischen Peptide in Plaques und Tangles erfolgt (Selkoe, 2002; Klein, 2006).
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1.3 B-Amyloid

Als Hauptbestandteil der Alzheimer-Plagues wurde das B-Amyloid-Protein (AB) iden-
tifiziert (Glenner und Wong, 1984; Masters et al., 1985). AB ist ein endogenes Peptid
mit einem Molekulargewicht von 4 kDa, das auch unter normalen Bedingungen im
Organismus gebildet und sekretiert wird (Haass et al., 1993; Shoji et al., 1992). Seine
physiologische Funktion ist bisher unbekannt. In niedrigen Konzentrationen wurden
fir AB neurotrophe Eigenschaften beschrieben (Yankner et al., 1990; Lopez-
Toledano und Shelanski, 2004). So wird spekuliert, das Peptid kénnte mdglicherwei-

se an Differenzierungsvorgangen in der Zelle beteiligt sein.

1.3.1 Bildung von B-Amyloid

Im Organismus wird AR durch proteolytisches Schneiden aus einer Vorstufe, dem
Amyloidprékursorprotein (APP), gebildet (Busciglio et al., 1993; Selkoe, 1998; De
Strooper und Annaert, 2000, Zheng und Koo, 2006). Das Vorlauferprotein wird ubiqi-
tar exprimiert. Im Gehirn kommt es in neuronalen Zellen, Astrozyten, Mikroglia, Endo-
thelzellen und nicht-neuronalen Zellen vor. APP ist unter anderem an Zelladhasion,
Zellmigration, Neuritenwachstum, Synaptogenese und neuroprotektiven Prozessen
beteiligt. Auch eine Funktion als Rezeptor auf der Zelloberflache wird diskutiert
(Zheng und Koo, 2006). Als integrales Membranprotein besitzt APP eine trans-
membrandre Domane mit einem langen extrazellularen N- und einem kurzen intrazel-
lularen C-Terminus (Abb.2). Unter physiologischen Bedingungen wird APP vorwie-
gend Uber den so genannten a-sekretorischen Weg abgebaut. Durch die Aktivitat des
Enzyms a-Sekretase, das APP innerhalb der AB-Sequenz im N-terminalen Ende
schneidet, entstehen zunachst zwei Spaltprodukte sAPPa und ein kurzes p3-CT-
Fragment. Das p3-CT-Fragment wird anschlieBend durch das Enzym y-Sekretase in
p3 und CTa gespaltet. Alle Abbauprodukte des a-sekretorischen Weges sind 6slich
und nicht pathogen. Bei der Alzheimer-Erkrankung ist der Abbau von APP zugunsten
des amyloidogenen, B-sekretorischen Weges vorschoben. Anstelle der a-Sekretase
schneidet das Enyzm B-Sekretase (beta-site APP-Cleaving Enzyme, BACE) APP in
das l6sliche sAPPB und das A4-CT-Fragment, welches dann durch y-Sekretase in
CTB und pathogenes AB gespaltet wird. Durch unterschiedliche Schnittstellen der y-
Sekretase kénnen beim amyloidogenen Weg AB-Produkte verschiedener Lange (39

15



Einleitung

bis 42 Aminosauren) entstehen. Die Spaltprodukte, die am haufigsten bei Morbus
Alzheimer vorkommen, sind AB(1-40) und AB(1-42).

Das humane APP-Gen ist auf dem Chromosom 21 lokalisiert. Interessanterweise
weisen Patienten mit Trisomie 21 (Down-Syndrom), bei denen aufgrund von Meio-
sestérungen das Chromosom 21 dreimal vorhanden ist, eine alzheimer-ahnliche Pa-
thologie im Hirn auf (Glenner und Wong, 1984). In den vergangenen Jahren wurden
zahlreiche Punktmutationen im APP-Gen identifiziert, die zu einer verdnderten Pro-
teolyse des Vorlauferproteins und zur Entstehung der familiaren Form von Morbus
Alzheimer fihren kénnen. Auch Mutationen im Presenilin 1 (PS1) und Presenilin 2
(PS2) - zwei zum Funktionskomplex der y-Sekretase gehérenden Proteine - konnten

mit der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung gebracht werden (Selkoe, 2001).

Membran

a-Sekretase / \ B-Sekretase
7 B 1 ]

p3-CT

y-Sekretase l l y-Sekretase

I 1 e T | N

APPs-a p3 CT APPs-B B-Amyloid CT

nicht-amyloidogener Weg amyloidogener Weg

Abb.2. Der amyloidogene und nicht-amyloidogene Weg der APP-Prozessierung
1.3.2 Eigenschaften von fibrillarem g-Amyloid

Aufgrund ihrer Hydrophobizitat besitzen die AB-Peptide eine starke Tendenz zur
Selbstaggregation. AB(1-42) hat im Vergleich zu AB(1-40) die starkere Aggregations-
fahigkeit (Klein et al., 1999; Bitan et al., 2003). Wahrend des Aggregationsprozesses
erfolgt eine Konformationsanderung von der a-Helix- zur B-Faltblattstruktur (Kirkitad-
ze et al., 2001).
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Beim Alzheimer-Patienten lagern sich AB(1-40) und AB(1-42) als unlésliche Fibrillen
in senilen Plaques ab. Fibrillares AR wurde zunachst als Ausléser fir die Neurodege-
neration bei Morbus Alzheimer betrachtet (Hardy und Higgins, 1992). Eine Vielzahl
von Studien mit verschiedenen Zellkulturmodellen belegen die zytotoxischen Wir-
kungen von fibrillarem AB (Pike et al., 1991; Pike et al., 1993; Lorenzo und Yankner,
1994; Datki et al., 2004; Petkova et al., 2005; Irie et al., 2005; Deshpande et al.,
2006). Fur AB(1-42) wurde die héchste Neurotoxizitat bestimmt (Klein et al., 1999).
Im Laufe der Zeit entstanden aber Zweifel am aggregierten Amyloid als Ursache fr
die AB-bedingte Neurodegeneration. Denn neuronaler Zellverlust und eingeschrénkte
Gedéachtnisfunktionen korrelierten nur schwach mit der Plaque-Ablagerung im Hirn
der Patienten (Giannakopoulos et al., 2003). Weiterhin wurden Patienten mit hoher
ApB-Last und kognitiv normalen Fahigkeiten identifiziert (Delaere et al., 1990). Auch in
transgenen Mausen mit einer humanen APP-Mutation (Tg2576) konnte bei ausge-
pragter Plaque-Pathologie kaum Neurodegeneration beobachtet werden (Irizarray et
al., 1997; Westermann et al., 2002).

1.3.3 Eigenschaften von niedermolekularem p-Amyloid

Die Zweifel an der Amyloid-Hypothese von Hardy und Higgins (Hardy und Higgins,
1992) flhrten in den letzten Jahren zu einem Umdenken in der Alzheimer-
Forschung. Neuere Untersuchungen beschaftigen sich verstarkt mit niedermolekula-
ren Aggregationsformen des Peptids und untersuchen deren Effekte auf Neuronen.
Dabei wird zwischen Monomeren, Oligomeren bzw. Amyloid-beta derived diffusible
Ligands (ADDLs) und Protofibrillen unterschieden. Monomere sind einzelne AB-
Molekdle, die sich aufgrund ihrer groBen Aggregationstendenz schnell zu oligomeren
Aggregaten zusammenlagern (Abb.3) (Teplow, 1998, Chromy et al., 2003; Taylor et
al., 2003). Eine genaue Molekilanzahl wird bei Oligomeren nicht definiert. Sie verfi-
gen als Gesamtkomplex Uber ausreichende Léslichkeit und enthalten keine fibrillaren
Strukturen. Die haufig beschriebenen ADDLs gehéren auch zu den Oligomeren (Sel-
koe et al., 1986, Lambert et al., 1998; Gong et al., 2003; Catalano et al., 2006; Klein,
2006). Protofibrillen sind Vorstufen des fibrillaren AR, die bereits geringe Anteile an 3-
Faltblattstrukturen besitzen (Harper et al., 1997, Walsh et al., 1999; Hartley et al.,
1999).
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Abb.3. Aggregationsformen von p-Amyloid

Im Jahr 1995 wurde erstmals Gber die Neurotoxizitat 16slicher AB-Komplexe berichtet
(Oda et al., 1995). Mittlerweile wurde an zahlreichen Zellkultur- und Tiermodellen
belegt, dass AR bereits im nicht-aggregierten Zustand die neuronale Funktion beein-
flussen kann (Klein et al., 2004; Klein, 2006; Catalano et al., 2006). Oligomere bei-
spielsweise binden spezifisch an die Oberflache von Dendriten und Synapsen und
kénnen zu Stérungen der synaptischen Funktion flhren (Lacor et al., 2004). In Hirn-
schnittkulturen und nach Injektion in Nagetierhirnen verursachten Oligomere eine
Verlangerung der Lang-Zeit-Potenzierung, was als eine Beeintrachtigung der kogniti-
ven Funktion betrachtet werden kann (Wang et al., 2002; Walsh et al., 2002b; Cleary
et al., 2005; Townsend et al., 2006). Erst kirzlich wurde aus der transgenen Maus
Tg2576 eine lésliche, oligomere AB-Spezies mit einem Molekulargewicht von 56kDa
(AB*56) isoliert, die nach Injektion in Ratten zu Beeintrachtigungen der kognitiven
Funktionen flhrte (Lesne et al., 2006, Cole et al., 2006). Da die induzierten Gedacht-
nisdefizite scheinbar reversibel sind (Gong et al., 2003), wird eine Behandlung mit
spezifischen Antikbrpern gegen die oligomeren AB-Aggregate als mdgliche Thera-
pieoption bei der Alzheimer-Erkrankung diskutiert (Kayed et al., 2003; Klyubin et al.,
2005; Lee et al., 2006). Die Anwendung von Oligomer-Formationshemmern, wie z.B.
Curcumin, kénnte ebenfalls positive Effekte auf den Verlauf der Erkrankung haben
(Yang et al., 2005; Walsh et al., 2005). Auch Protofibrillen induzierten elektrophysio-
logische Veranderungen und Neurotoxizitat in corticalen Neuronen (Walsh et al.,
1999; Hartley et al., 1999).

Sowohl oligomere als auch protofibrillare AB-Aggregate konnten im Gehirn, Plasma
und Cerebrospinalfliissigkeit von Alzheimer-Patienten detektiert werden, was auf die

Bedeutung dieser Formen in der Pathogenese hinweist (Gong et al., 2003). Weiter-
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hin korrelieren Neuronenverlust und beeintrachtigte kognitive Fahigkeiten besser mit
dem Gehalt an 16slichem AB als mit der Plaquedichte (Mc Lean et al., 1999).

Die Ergebnisse fuhrten zur Etablierung einer neuen Amyloid-Hypothese der Alzhei-
mer-Erkrankung. Der frihzeitige Gedachtnisverlust der Patienten, der schon vor ei-
ner massiven Plagueablagerung auftritt, wird méglicherweise durch die Wirkung nie-
dermolekularer AB-Formen verursacht. Die neurologischen Dysfunktionen werden
weniger durch neuronalen Zelltod, sondern durch Stérung der synaptischen Funktion
induziert (Selkoe, 2002; Hardy und Selkoe, 2002; Klein, 2006).

1.3.4 Beeinflussung des cholinergen Systems durch -Amyloid

Neben neurotoxischen Effekten kann AR in niedrigen Konzentrationen modulatorisch
auf Neurone wirken und direkt die Komponenten des cholinergen Systems beeinflus-
sen (Auld et al., 2002; Tran et al., 2002; Dolezal und Kasparova, 2003; Kar et al.,
2004). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten an Zellkultur- und Tiermodellen eine
AB-induzierte Hemmung der Cholinaufnahme (Kar et al., 1998) und der ChAT-
Aktivitat (Pedersen et al., 1996; Pedersen und Blusztajn, 1997). Auch die Beeinflus-
sung der ACh-Freisetzung durch AR wurde nachgewiesen. An corticalen und hippo-
campalen Hirnschnittkulturen und Synaptosomen verursachte die Inkubation mit 16s-
lichen AB-Peptiden eine Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung (Kar et al., 1996;
Kar et al., 1998; Lee et al., 2001; Vaucher et al., 2001). Nach Behandlung mit aggre-
giertem AB(1-42) wurde ACh an Hirnschnitten des basalen Vorderhirns dagegen ge-
steigert freigesetzt (Forgon et al., 1998). Weiterhin beeinflusst das Peptid die Funkti-
on von nikotinergen und muskarinergen Acetylcholinrezeptoren. AB(1-42) besitzt ho-
he Affinititdt zu a2B4-nAChR und a7-nAChR (Wang et al., 2000a, b). Dabei wird wi-
dersprichlich Uber agonistische und antagonistische Wirkungen an den Rezeptoren
berichtet (Liu et al., 2001; Dineley et al., 2001, Pettit et al., 2001). An Muskarinrezep-
toren des Syptyps M1 unterbricht AR die Signalweiterleitung (Kelly et al., 1996; Hu-
ang et al., 2000).

An dieser Stelle soll kurz erwahnt werden, dass das cholinerge System wiederum die
APP-Prozessierung reguliert (Nitsch et al., 1993). ACh férdert die Bildung von sAPPa
im nicht-amyloidogenen Weg (Rossner et al., 1998; Hellstrom-Lindahl et al., 2000).
Verminderte cholinerge Aktivitdt bei Morbus Alzheimer scheint, die APP-
Prozessierung zugunsten des amyloidogenen Weges zu verschieben und die Ent-
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stehung von weiteren neurotoxischen AB-Peptiden zu induzieren (Liskowsky und
Schliebs, 2006).

1.4 Oxidativer Stress

Wie bereits unter Kapitel 1.1.1 angedeutet, stellt oxidativer Stress ein wichtiges neu-
ropathologisches Merkmal der Alzheimer-Erkrankung dar. Unter oxidativem Stress
werden samtliche Prozesse in einem Organismus zusammengefasst, die mit einer
erhdhten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einhergehen und Schédi-

gungen von Zellen verursachen kénnen.
1.4.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind Sauerstoffderivate, die radikalische Ketten-
reaktionen initiieren und/oder weiterfihren kénnen (Cui et al., 2004, Andersen, 2004;
Halliwell, 2006). Aufgrund ihrer Reaktivitat kbnnen ROS mit verschiedenen zelluldren
Komponenten, wie DNA, Membranlipiden oder Proteinen, reagieren und Schadigun-
gen im Organismus hervorrufen. Zu den ROS z&hlen Radikale mit freien ungepaar-
ten Elektronen, wie z.B. das Superoxid- (O." ), das Hydroxyl- (OH") oder das Nitrit-
oxidradikal (NO") und Sauerstoffverbindungen, die selbst keine ungepaarten Elektro-
nen besitzen, aber zu Radikalen weiterreagieren kénnen [z.B. Ozon (O3), Was-
serstoffperoxid (H202), Peroxonitrit (ONOO)]. Metallionen, wie Fe** und Cu?*, kataly-
sieren die Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (Halliwell und Gutteridge,
1990). Wahrend des normalen Metabolismus entstehen ROS in der mitochrondrialen
Atmungskette bei der unvollstdndigen Reduktion von Sauerstoff zu Wasser oder als
Nebenprodukte verschiedener enzymatischer Reaktionen. Aktivierte Mikrogliazellen
kdnnen ebenfalls groBe Mengen an ROS produzieren, freisetzen und benachbarte
Zellen beeinflussen (Minghetti und Levi, 1998). Der Organismus verfligt Gber ein en-
dogenes antioxidatives Abwehrsystem und kann gebildete schadliche Radikale inak-
tivieren. Die Abwehr wird durch das Zusammenwirken antioxidativer Enzyme, metall-
chelatierender Proteine, Radikalfdénger und Reparaturenzyme realisiert (Willcox et
al., 2004).

In niedrigen Konzentrationen sind ROS untoxisch und an verschiedenen physiologi-

schen Funktionen in der Zelle beteiligt. So fungieren die Sauerstoffderivate unter an-
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derem als Modulatoren der Signaltransduktion (z.B. NO als endothelialer Vasodilata-
tor), der Transkription oder von Apoptose (Cui et al., 2004).

1.4.2 Oxidativer Stress bei der Alzheimer-Erkrankung

Wéhrend des Alterns oder bei pathologischen Prozessen kommt es zum Ungleich-
gewicht zwischen ROS-Bildung und antioxidativen Abwehrmechanismen. Ein ver-
mehrter Anfall von schadigenden Sauerstoffradikalen ist die Folge. Das Gehirn ist
besonders anfallig, da es ein Flinftel des gesamten Sauerstoffbedarfs und einen ho-
hen Energieumsatz besitzt (Andersen, 2004).

Auch Morbus Alzheimer ist mit einem verstéarkten Auftreten von oxidativem Stress
assoziiert (Mattson und Pedersen, 1998; Butterfield et al., 2002a; Huang et al.,
2004b; Canevari et al., 2004; Smith, 2006; Nunomura et al., 2006). In post mortem
Hirngewebe, Cerebrospinalfliissigkeit und Plasma von Alzheimer-Patienten konnten
zahlreiche Marker flr oxidativen Stress nachgewiesen werden. Die untersuchten
Proben zeigten oxidative Veranderungen an Nukleinsduren (Smith et al., 1996; Smith
et al., 1997), erhdhte Konzentrationen von 4-Hydroxynonenal und Malondialdehyd,
zwei Marker fur Lipidperoxidation (Butterfield et al., 2002b), und eine verstarkte Pro-
teinoxidation (Hensley et al., 1998). Die Aktivitaten endogener antioxidativ wirkender
Enzyme, wie Superoxiddismutase (SOD), Catalase, Glutathionperoxidase (GSHPXx)
und Glutathionreduktase (GSHRd), waren auBerdem reduziert (Zemlan et al., 1989;
Pappolla et al., 1992; Gabbita et al., 1999).

Eine Behandlung mit antioxidativen Substanzen, wie z.B. Vitamin E, reduzierte in
Tiermodellen die Tau-Phosphorylierung (Nakashima et al., 2004) und Plaquedeposi-
tion (Sung et al., 2004). Klinische Studien mit Antioxidantien flhrten jedoch zu wider-
sprichlichen Ergebnissen bei Alzheimer-Patienten (Kontush und Schekatolina, 2004,
Nunomura et al., 2006).

1.4.3 Induktion von oxidativem Stress durch 3-Amyloid

AR selbst ist in der Lage, oxidativen Stress zu produzieren (Butterfield, 2002c; Butter-
field und Boyd-Kimball, 2004). Hensley et al. zeigten in in vitro Experimenten, dass
AB in wassriger Lésung ROS generiert (Hensley et al., 1994). In der Zellkultur indu-
ziert AB die Bildung von Wasserstoffperoxid (Behl et al., 1994). Ein mdglicher Me-
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chanismus hierfir kdnnte die Reaktion von AR mit Metallionen, wie Cu?*und Fe®*',
sein (Abb.4), die zur Reduktion der Metallionen fihrt, die wiederum mit O, zu reakti-
ven Oz und H»O, weiterreagieren (Huang et al., 1999).

(AB), + Min+)+ > AB:AR* + Mn+
M+ + O, > M+ 1+ O,

O, + 0O, +2H* - H,0, + O,

M+ + H,O, 2 MO+ + OH" + OH Fenton-Reaktion

O, +H,0, > OH +OH + 0O, Haber-Weiss Reaktion
Abb.4. Bildung von ROS durch AB (nach Huang et al., 1999)

In hippocampalen Primarzellkulturen nach AB-Exposition und in Caenorhabditis ele-
gans mit APP-Uberexpression wurde eine erhéhte Proteinoxidation detektiert (Yatin
et al., 1999). Andere Publikationen berichten Uber eine AB-induzierte Lipidperoxidati-
on in Priméarzellkulturen von Mensch und Ratte (Butterfield et al., 1994). In APP-
transfizierten PC12-Zellen konnten Marques et al. eine erhdhte Vulnerabilitat gegen-
Uber oxidativem Stress im Vergleich zu Wildtypzellen beobachten (Marques et al.,
2003). Fur das oxidative Potenzial des Peptids scheint die Aminosdaure Methionin in

Position 35 von groBer Bedeutung zu sein (Butterfield und Boyd-Kimball, 2005).

In niedrigen Konzentrationen sollen monomeres AB(1-40) und AB(1-42) sogar antio-
xidative Eigenschaften besitzen (Zou et al., 2002; Bishop et al., 2003; Kontush,
2001). Administration der Monomere verminderte beispielsweise in Zell- und Tiermo-
dellen die oxidative Eisen- und Kupfer-induzierte Zytotoxizitéat (Zou et al., 2002; Bis-
hop et al., 2003) und schitzte Lipoproteine vor Oxidation (Kontush, 2001).

Andererseits kann oxidativer Stress die Tau- und Amyloidpathologie in Zellkulturmo-
dellen begtnstigen (Misonou et al., 2000; Paola et al., 2000; Gomez-Ramos et al.,
2003).
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Es nicht geklart, ob oxidativer Stress eine Ursache oder eine Folge der Amyloid-
Akkumulation darstellt. Ebenfalls ist unklar, ob die cholinerge Neurodegeneration bei
Morbus Alzheimer durch eine spezifische Wirkung der neurotoxischen AB-Peptide
auf bestimmte Targetmolekile verursacht wird oder sekundare unspezifische Effekte,
die aus der Amyloid-Pathologie resultieren (wie das Auftreten von oxidativem

Stress), zum Untergang der cholinergen Neuronenpopulation fihren.
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1.5 Aufgaben- und Zielstellung

Die cholinerge Degeneration stellt ein wichtiges Merkmal der Alzheimer-Erkrankung
dar. Die Ursachen flr den frihzeitigen Verlust der cholinergen Neuronenpopulation
sind jedoch unklar. Die verstarkte Akkumulation von B-Amyloid-Peptiden (AB) im Ge-
hirn der Patienten kdnnte zur cholinergen Neurodegeneration beitragen, indem die
Peptide neurotoxische Effekte und eine inhibierende Wirkung auf die cholinerge
Transmission besitzen. Die zellularen Mechanismen, die an der AB-induzierten Neu-
rodegeneration beteiligt sind, sind bisher nur unzureichend aufgeklart.

In der vorliegenden Dissertation soll ndher untersucht werden, welchen Einfluss ver-
schiedene Aggregationsformen von AB(1-42) auf die Viabilitat cholinerger Neuronen
besitzen. Gene, die an der Vermittlung méglicher neurodegenerativer Effekte beteiligt
sind, sollen mit Hilfe einer Genexpressionsanalyse identifiziert werden. Da zahlreiche
Hinweise aus der Literatur daraufhin deuten, dass das oxidative Potenzial von AB(1-
42) fur dessen Neurotoxizitat verantwortlich sein kénnte, sollen in der Genexpressi-
onsanalyse die Effekte von AB(1-42) mit denen von oxidativem Stress verglichen
werden. Interessante Verdnderungen auf Genebene sollen anschlieBend auf Prote-
inebene weiter verfolgt werden.

Fir die Untersuchungen steht die Neuroblastom-Zelllinie SN56.B5.G4 (Hammond et
al., 1990) zur Verfugung. Die Zelllinie exprimiert verschiedene cholinerge Marker und
stellt ein geeignetes Modell zur Untersuchung der cholinergen Neurodegeneration

dar.

24



Material und Methoden

2 Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden, wenn im Text nicht anders erwahnt, von den Firmen Sig-
ma-Aldrich, Mlnchen, Deutschland; Merck, Darmstadt, Deutschland; Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland und Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland bezo-
gen. Es wurden stets Substanzen in hdchster verfugbarer Reinheit verwendet. Che-
mikalien far molekularbiologische Methoden wurden in spezieller molekularbiologi-
scher Qualitét, d.h. RNase- und DNase-frei eingesetzt. Die Herstellung samtlicher
Lésungen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, mit destilliertem Wasser als L6-
sungsmittel.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse und statistischen Analyse wurden, wenn
nicht anders beschrieben, die Programme GraphPad Prism und GraphPad Instat
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) genutzt.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung der Zellen

Die SN56.B5.G4-Zelllinie wurde durch Fusion der murinen Neuroblastom-Zelllinie
N18TG2 mit Zellen aus dem Septum von 21-Tage alten Mausen (Stamm: C57BL/6)
erzeugt (Hammond et al., 1990). Die Zelllinie wurde von Prof. Dr. B. Wainer, Atlanta,
Georgia, USA zur Verfligung gestellt. Die Kultivierung der SN56.B5.G4-Zellen erfolg-
te in Dulbecco’s modified Eagle's medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) mit 9
% foétalem Kalberserum (Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 2 mM L-Glutamin und Pe-
nicillin/Streptomycin (25.000 IE/25.000 pg) bei 37 °C in einer Atmosphéare von 5 %
CO, im Zellkulturinkubator (Heraeus BB16, Osterode, Deutschland). Fir die Kultivie-
rung und zur RNA- und Proteingewinnung wurden T25-Zellkulturflaschen (Cellstar®
Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) verwendet. Fir den MTT-Assay und
Dichlorofluorescein-Assay wurden 96-Wellplatten; fir die Immunhistochemie 24-
Wellplatten (Cellstar® Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) genutzt. Die
Zellen wurden stets in einer Dichte von ~ 5000 Zellen/cm? ausgeséat. Das Medium
wurde aller zwei bis drei Tage gewechselt. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90 %
wurden die Zellen unter Verwendung von Trypsin (1x) (Gibco BRL, Rockville, MD,
USA) gesplittet.

25



Material und Methoden

Die Differenzierung der Zellen wurde durch eine dreitédgige Kultivierung mit 1 mM
dibutyryl-cAMP und 1 pM Retinsaure erreicht (Jankowska et al., 1997; Szutowicz et
al., 1999). Am zweiten Tag wurde das Medium erneuert. Nach erfolgter Differenzie-
rung wurden die Zellen im entsprechenden Experiment verwendet und nicht mehr

geteilt. FUr die Versuche wurden nur Zellen bis zur Passage 40 genutzt.

2.1.2 Behandlung der Zellen

Durch Zusatz von AB(1-42) (American Peptide, Sunnyvale, CA, USA) bzw. Was-
serstoffperoxid zum Kulturmedium wurden die differenzierten Zellen mit den Noxen
inkubiert. Vom Wasserstoffperoxid und AB(1-42) wurden zuvor Stocklésungen in
HEPES 200 mM pH = 8,5 hergestellt. Kontrollzellen erhielten nur Zellkulturmedium
mit einer entsprechenden Menge HEPES 200 mM pH = 8,5. Frisches AB(1-42) wurde
unmittelbar nach Auflésung dem Zellkulturmedium zugefigt. Das Altern von AB(1-42)
wurde durch eine sechstagige Prainkubation der Stocklésung bei 37 °C erreicht.

Die Inkubation mit den MAPK-Inhibitoren PD98059 (2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-
4H-1-benzopyran-4-on), SP600125 (1,9-Pyrazoloanthron) und PD169316 (4-(4-
Fluorophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazol) (Sigma-Aldrich, Mdnchen,
Deutschland) erfolgte entweder als Coinkubation gleichzeitig mit AB(1-42) oder in
einer 24-stiindigen Prainkubation des jeweiligen MAPK-Inhibitors; gefolgt von einer
24-stindigen Inkubation mit AB(1-42) nach Entfernung des MAPK-Inhibitors. Von
PD98059, SP600125 und PD169316 wurden zuvor Stocklésungen in DMSO herge-
stellt.

2.1.3 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellen
Die Zellen wurden mit einem Nikon T300 Mikroskop mit integrierter Coolsnap Kame-
ra (Nikon, Inc., El Segundo, CA, USA) unter Verwendung der Bildverarbeitungssoft-

ware MetaMorph 5.0 (Universal Imaging Corporation, Downingtown, Pennsylvania,

USA) sichtbar gemacht und dokumentiert.
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2.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Lowry (Lowry et al., 1951).
Von der zu bestimmenden Proteinlésung wurden 20 pl in eine 96-Wellplatte vorge-
legt. Nach Zugabe von 200 pl der Lésung C, die durch Mischen von Lésung A (2 %
Na,COs3 in 0,1 M NaOH) und Lésung B (0,5 % CuSQOyq in 1 % Natriumcitrat) im Ver-
haltnis 1 : 50 frisch hergestellt wurde, und einer 10-minltigen Inkubation bei Raum-
temperatur wurden zu jedem Well 20 pul 1 M Folinreagenzlésung zugefigt. Nach ei-
ner weiteren Inkubation von 20 min unter Lichtausschluss wurde die Absorption im
Plattenphotometer (Anthos Labtec HT3, Salzburg, Osterreich) bei 710 nm gemessen.
Fir die Eichkurve wurde Rinderserumalbumin (Serva, Heidelberg, Deutschland) in
Konzentrationen zwischen 0,96 - 12 ug/20 ul verwendet. Es wurden Vierfachbestim-

mungen durchgefuhrt.
2.3 Radiochemische Bestimmung der Enzymaktivitaten

Die Bestimmung der Enzymaktivitdten von Cholinacetyltransferase und Acetylcholi-
nesterase in undifferenzierten und differenzierten SN56.B5.G4-Zellen erfolgte mit
Hilfe von radiochemischen Assays. Die Zellen wurden in einer Dichte von 5000 Zel-
len/cm? in T25-Zellkulturflaschen ausgesat. Nach Anwachsen der Zellen auf dem
Zellkulturflaschenboden wurde das Medium gewechselt. Die Halfte der Flaschen er-
hielt weiter Kulturmedium, die andere Halfte wurde fir drei Tage in Differenzierungs-
medium kultiviert. AnschlieBend erfolgte das Ernten durch Waschen und Abschaben
der Zellen vom Flaschenboden mit Hilfe eines Zellschabers (Greiner bio-one, Fri-
ckenhausen, Deutschland) sowie die Aufnahme der abgel6sten Zellen in 500 ul PBS-
Puffer 0,1 M pH = 7,4. Von der Zellsuspensionen wurden 20 pl zur Proteinbestim-
mung verwendet, der verbleibende Teil wurde bis zur Enzymmessung bei - 20 °C

eingefrostet.
2.3.1 Aktivitat der Cholinacetyltransferase

Die Bestimmung der Aktivitat der Cholinacetyltransferase basiert auf der radiochemi-
schen Methode nach Fonnum, bei der tritiummarkiertes Acetyl-Coenzyme A und
Cholinchlorid durch die Aktivitdt des Enzyms zu tritiummarkiertem Acetylcholin um-
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gesetzt wird (Fonnum, 1975). Die aufgetauten Zellsuspensionen wurden mit Triton X-
100-haltiger 0,25 M Saccharose so verdiinnt, dass sich eine Konzentration von ~ 1
ug/ul Protein und 0,2 % Triton X-100 in jeder Probe ergab. Durch Zugabe von 5 pl
dieser Verdlinnung zu einer vorbereiteten Substratmischung aus 0,28 mM
[®H]Acetylcoenzyme A (spezifische Aktivitit: 7,4 TBg/mmol; PerkinElmer, Boston,
MA, USA), 20 mM Cholinchlorid, 400 mM KCl, 0,4 mM EDTA, 0,2 mM Eserinsalicy-
lat, 1 mg/ml Rinderserumalbumin und 40 mM Natriumphosphat-Puffer pH = 7,4 wur-
de die enzymatische Umsetzung gestartet. Von jeder Probe wurden Doppelbestim-
mungen eingesetzt. Nach 20-mindtiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die Beendigung
der Reaktion durch Waschen der ReaktionsgefaBe mit 2,5 ml Natriumphosphat-
Puffer 0,01 M pH = 7,4 und gleichzeitiger Uberfiihrung des gesamten Inhaltes in
SzintillationsgefaBe mit 1 ml Acetonitril und Natriumtetraphenylboron (5 mg/ml) sowie
5 ml Toluol-Szintillationscocktail. Die SzintillationsgefaBe wurden kurz geschuttelt
und zur Extraktion des gebildeten [*H]Acetylcholins in die organische Phase ca. 20
min stehen gelassen. AnschlieBend wurde die Radioaktivitat im Betacounter PW4700

(Philips, Hamburg, Deutschland) gemessen.

Natriumphosphat-Puffer 0,01 M pH = 7,4:

A) Na,HPO, 1,78 g/1,0 |
B) NaH.PO, 1,38 g/1,01
A) vorlegen, mit B) pH-Wert auf 7,4 einstellen

Toluol-Szintillationscocktail:

2,5-Diphenyloxazol 40¢
1,4-bis-[2-(5-Phenyloxazolyl)]benzen 0,1¢g
Isoamylalkohol 100 mi
Toluol zu 1,01l

2.3.2 Aktivitat der Acetylcholinesterase

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Acetylcholinesterase wurde der radiochemische
Assay nach Johnson und Russell, 1975 verwendet. Die Zellsuspensionen wurden
analog der Cholinacetyltransferase-Bestimmung verdiinnt. Die Proteinkonzentration
wurde auf ~ 0,5 pg/ul eingestellt. Es folgte die Zugabe von 10 pl dieser Verdinnung
zu einer Lésung aus 50 uM [Acetyl->H]-markierten Acetylcholin (spezifische Aktivitit:
2,1 TBg/mmol; PerkinElmer, Boston, MA, USA) in Kaliumphosphat-Puffer 0,05 M pH
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= 7,0. Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurde die enzymati-
sche Acetylcholinesterase-Spaltung des radioaktiven Acetylcholins durch Zugabe
von 100 pul einer Lésung aus 1 mM Chloressigsaure, 0,5 M NaOH und 2 M NaCl ge-
stoppt. Nach Extraktion des gebildeten [°H]Acetats in die organische Phase des To-
luol-Szintillationscocktails wurden die radioaktiven Zerfélle im Betacounter (Philips,
Hamburg, Deutschland) gemessen. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

Kaliumphosphat-Puffer 0,05 M pH = 7,0:

A) K;HPO, 11,4 g/1,01
B) KH,PO, 6,89/1,01
A) vorlegen, mit B) pH-Wert auf 7,0 einstellen

2.4 Immunhistochemische Darstellung des vesikularen Acetylcholintranspor-
ters

SN56.B5.G4-Zellen wurden auf Poly-(L)-Lysin-beschichtete Deckglaschen in 24-
Wellplatten (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) ausgesat und, wie unter
2.1.1, mit Kultur- oder Differenzierungsmedium behandelt. Nach drei Tagen wurde
das Medium entfernt, die mit Zellen bewachsenen Deckglaschen mit PBS-Puffer 0,01
M pH = 7,4 gewaschen und anschlieBend far 10 min bei Raumtemperatur in 4 %-iger
Paraformaldehyd-L&sung fixiert. Es folgte dreimaliges Waschen der Deckglaschen in
TBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durch eine
einstindige Behandlung mit 5 % Ziege-Normal-Serum (Dianova, Hamburg, Deutsch-
land) in TBS-Puffer mit 0,3 % Triton X-100 bei Raumtemperatur unter leichtem
Schitteln blockiert. Die Inkubation mit dem priméren Antikérper Kaninchen-
polyklonal-anti-VAChT 1 : 500 (Synaptic Systems, Goéttingen, Deutschland) erfolgte
in der gleichen Lésung bei Raumtemperatur Uber Nacht. Nach drei zehnmindtigen
Waschschritten in TBS-Puffer wurden die Zellen bei Raumtemperatur 1 h mit dem
sekundéren Antikérper Cy3-Ziege-anti-Kaninchen 20 pg/1 ml (Dianova, Hamburg,
Deutschland) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen fir 5 min in TBS-Puffer 0,01 M
pH = 7,4 und dreimaligem Waschen in destilliertem Wasser wurden die Deckgla-
schen an der Luft getrocknet und anschlieBend luftblasenfrei in einem Tolu-
ol/Entellan-Gemisch auf Objekttrager aufgebracht. Die Aufnahme der immunhisto-
chemischen Praparate erfolgte mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop (Carl Zeiss, Je-
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na, Deutschland) mit integrierter Kamera unter Verwendung der Software AxioVision

(Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

TBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4:

Tris 1,214 g
NaCl 859
Wasser zu1,01

mit HCI auf pH = 7,4 einstellen
2.5 Fluorimetrischer Thioflavin T - Assay

20 pl des AB(1-42)-haltigen Zellkulturmediums wurden mit 50 mM Glycin pH = 9,5
und 2 uM Thioflavin T-Lésung zu einem Endvolumen von 200 ul verdinnt und in eine
Fluoronunc® 96-Wellplatte (Nunclon, Roskilde, Ddnemark) unter Lichtschutz pipet-
tiert. AnschlieBend erfolgte die Fluoreszenzmessung bei einer Absorptionswellenlan-
ge von 435 nm und einer Emissionswellenlange von 485 nm in einem Fluores-
zenzspektrometer (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ, USA). Als Leerwert wurde die
Fluoreszenz von AB(1-42)-freien Medium der Kontrollzellen verwendet. Alle Proben

wurden als Dreifachbestimmung vermessen.

2.6 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vom AB(1-42)-haltigen Zellkulturmedium wurde ein ~ 10 ug Gesamtprotein entspre-
chendes Volumen im Verhaltnis 1 : 5 mit Probenpuffer (5x) verdinnt und auf einem
10 %-igen nativen Polyacrylamid-Gel (Tab.1) unter Verwendung einer Standard-
Elektrophoreseapparatur (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) bei 120 V aufgetrennt. Zur
Vermeidung von Proteindenaturierung durch entstehende Hitze wurde die Apparatur
mit Eis gekuhlt. Nach Auftrennung im Gel wurden die Proteine Uber Nacht bei 25 V
auf eine PVDF-Membran (/mmobilion transfer membranes, Millipore Corporation,
Bedford, MA, USA; PorengréBe: 0,2 uM) geblottet. Der Transfer wurde bei 4 °C unter
Verwendung einer Tankblot-Apparatur (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) mit Blotpuffer
(1x) durchgefihrt. Zum Blocken wurde die Membran 45 min bei Raumtemperatur in 5
% Trockenmilch/TBST-Puffer unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieBend erfolg-
te die Immunodetektion der Proteine. Dazu wurde die Membran 1 h bei Raumtempe-

ratur unter Schutteln mit dem primaren Antikérper Maus-anti-p-Amyloid, monoklonal
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1:1000 (Chemicon International, Temecula, CA, USA) inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fur 3 min in TBST-Puffer schloss sich eine weitere Inkubation fur 45 min bei
Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikérper Ziege-anti-Maus IgG1-HRP
1:2000 (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) an. Beide Antikérper wurden in 5 %
Trockenmilch/TBST-Puffer verdinnt. Die Membran wurde weitere siebenmal 5 min
mit TBST-Puffer gewaschen. Zur Detektion der Banden wurde das ECL" Western
Blotting Detection System entsprechend den Herstellerangaben (Amersham Bios-
cience, Piscataway, NJ, USA) verwendet. Die Signale wurden mittels Autoradiogra-
phie unter Verwendung des Autoradiographie-Films Hyblot CL® (Denville Scientific
Inc., South Plainfield, NJ, USA) sichtbar gemacht.

Sammelgel 3 %: Trenngel 10 %:
2,5 ml Tris-HCI 0,5 M pH = 6,8

- Tris-HCI 1,5 M pH = 8,9 8,4 ml

1,0 ml Acrylamid 30 % 11,2 ml

6,4 ml Wasser 14,8 ml

100 pl APS 10 % 120 pl

10 ul TEMED 28 ul

Tab.1. Zusammensetzung Sammel- und Trenngel der Nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Probenpuffer (5x):

Glycerol 5ml
Wasser 2,7 ml
Tris-HCI 0,5 M pH = 6,8 2,1 ml

Bromphenolblau

eine Spatelspitze

Laufpuffer:

Tris 0,05 M 18,29
Glycin 79,8 ¢
Wasser zu 3,0 |
mit NaOH pH-Wert auf 8,9 einstellen

Blotpuffer (4x):

Tris-Base 11,59
Glycin 43,8 ¢
Wasser zu 4,01l
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Blotpuffer (1x):

Methanol 500 ml
Blotpuffer (4x) 1,01
Wasser 2,2ml

2.7 MTT-Assay

Der zur Vitalitatstestung verwendete MTT-Assay basiert auf der Umwandlung von 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) durch die Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen zum blau-violetten Formazan.
SN56.B5.G4-Zellen wurden in 96-Wellplatte ausgesat, differenziert und mit Ap(1-42),
H>O, bzw. den MAPK-Inhibitoren behandelt (wie unter 2.1.2 beschrieben). Nach ent-
sprechender Inkubationszeit im Zellkulturbrutschrank wurde in jedes Well eine Mi-
schung von MTT-Stammlésung (0,25 % in PBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4) in Medium
(10 ul/100 pl) pipettiert und fur weitere 2 h mit den Zellen inkubiert. Die Lyse des in
den vitalen Zellen gebildeten Farbstoffs erfolgte durch Zugabe von 100 pl Ethanol-
DMSO (1:1) und 10-minltigem Schiitteln bei Raumtemperatur. Die Absorption wurde
bei 570 nm am Plattenphotometer (Dynex MRX, MTX Lab Systems, Inc., Vienna, VA,
USA) gemessen. Es wurden mindestens Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

PBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4:

A) Na;HPO, 1,78 9g/1,0 1
B) NaH,PO, 1,38 g/1,0 |
A) vorlegen, mit B) pH-Wert auf 7,4 einstellen

NaCl 8,59/1,01

2.8 Dichlorofluorescein-Assay

Zur Bestimmung intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurde 27,7 -
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H,DCF-DA) als Sonde eingesetzt. H.DCF-DA
penetriert die Zellmembran und wird in der Zelle durch ROS zum fluoreszierenden
2,7 -Dichlorofluorescein umgewandelt. Die Umwandlung kann am Fluores-
zenzspektrometer verfolgt werden.

SN56.B5.G4-Zellen wurden in schwarze 96-Well-Fluoreszenzplatten mit Klarsichtbo-
den (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) gesat und, wie unter 2.1.1, be-

schrieben differenziert. Am Versuchstag wurde das Medium entfernt und die Zellen
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vorsichtig mit PBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4 (siehe 2.7) gewaschen. Es folgte eine 45-
minutige Inkubation der Zellen mit 50 uM H>DCF-DA in phenolrotfreiem DMEM (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) im Zellkulturbrutschank. Nach Entfernung des
H>DCF-DA-haltigen Mediums und Waschen mit PBS-Puffer wurden die Zellen, wie
unter 2.1.2, mit AB(1-42) oder H>O, behandelt und fir entsprechende Zeit im Brut-
schank inkubiert. Medium/HEPES behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Fluo-
reszenzmessung erfolgte zu Inkubationsbeginn sowie nach 1, 2, 4, 6, 12 und 24 h an
einem HTS 7000 Bioassay Reader (PerkinElmer, Boston, MA, USA). Die Extinkti-
onswellenlange betrug 485 nm, die Emissionswellenldange 520 nm. Es wurden

Sechsfachbestimmungen durchgefiihrt.
2.9 DNA-Fragmentierung

Die behandelten SN56.B5.G4-Zellen (siehe 2.1.2) wurden ohne vorherigen Medium-
wechsel mit einer Pipette vom Boden der Zellkulturschale abgespult und durch an-
schlieBende Zentrifugation (MLW T62, Medizintechnik Leipzig, Leipzig, Deutschland)
fir 5 min bei 1000 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1
ml PBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4 resuspendiert und erneut far 2 min bei 12.000 rpm
(Eppendorf Centrifuge, 5417 R, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. Nach Suspen-
dieren der Zellen in 500 pl Lysepuffer und Zugabe von 5 pyl RNase A (10 mg/ml), er-
folgte eine 40-mindtige Inkubation bei 37 °C auf dem Thermomixer (Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland). Die in der Zellsuspension enthaltenen Proteine wurden durch
Ausfallung mit 125 pl NaCl 5 M (60 min, 4 °C) und anschlieBender Zentrifugation (15
min, 12.000 rpm, 4 °C) abgetrennt. Durch Chloroform-Phenol-Extraktion wurde die
DNA aus dem Uberstand extrahiert. Dazu wurden 250 pl Chloroform und 500 pl Ro-
tiphenol® (Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zum Uberstand pipettiert und 2
min kraftig geschuttelt. Es folgte eine weitere Zentrifugation unter gleichen Bedin-
gungen. Der Uberstand des entstandenen Zweiphasengemisches wurde erneut mit
650 pl Chloroform versetzt, geschiittelt und zentrifugiert. Durch Zugabe von 1 ml eis-
gekuhlten iso-Propanol wurde die DNA dber Nacht bei - 20 °C ausgeféllt. Die prazipi-
tierte DNA wurde durch einen letzten Zentrifugationsschritt pelletiert, nach vorsichti-
gem Entfernen des Uberstandes fiir ca. 10 min an der Luft getrocknet und schlieBlich
in 30 pl TE-Puffer pH = 8,0 gelést. 10 pl dieser Lésung wurden mit 5 pl DNA-

Probenpuffer (1x) versetzt und fir 5 min bei 65 °C unter Schitteln inkubiert (Ther-
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momixer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Nach kurzem Abkuhlen auf Eis erfolg-

te die Auftragung der Proben auf ein 1,75 %-iges DNA-Gel. Als Standard wurde ein 1
kbp und ein 100 bp DNA-Standard (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) verwendet. Die Auftrennung der DNA wurde mit Hilfe einer Elektropho-

reseapparatur (Easy Cast" Elektrophoresis System; Biometra, Géttingen, Deutsch-

land) bei 75 V durchgefihrt. Zur Visualisierung der DNA-Banden wurde das Gel in

einer Transilluminatoreinheit mit integrierter Kamera (Herolab GmbH, Wiesloch,

Deutschland) betrachtet und anschlieBend fotografisch dokumentiert.

Lysepuffer:

Tris-HClI 1 M pH = 8,0
SDS 20 %
EDTA0,5M

Wasser

TE-Puffer pH = 8,0:

EDTA

Tris 1 MpH=38,0

DEPC-Wasser

mit NaOH auf pH = 8,0 einstellen
DEPC-Wasser

DNA-Gel:

Agarose

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
TAE-Puffer (1x)

DNA-Probenpuffer (1x):
Glycerol

DEPC-Wasser
Bromphenolblau

Laufpuffer:
TAE-Puffer (1x)

0,5ml
1,5 ml
1,0 ml
zu 50 ml

0,199
5ml
zu 400 ml

zu 500 ml

1,759

4 pl
zu 100 ml

1ml
1ml

eine Spatelspitze
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TAE-Puffer (10x):

Tris 242 g
EDTA 18,6 g
Eisessig 57 ml
Wasser zu 1,01l

auf pH = 8,5 einstellen
2.10 Microarrays
2.10.1 RNA-Extraktion

Differenzierte SN56.B5.G4-Zellen wurden, wie unter 2.1.2 beschrieben, mit 50 uM
frischem AB(1-42), 250 uM H>O, oder HEPES (Kontrollzellen) behandelt. Nach einer
24-stlindigen Inkubation wurde die Gesamt-RNA der Zellen unter Verwendung von
Tri-Reagent® (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) entsprechend den
Vorschriften des Herstellers isoliert. Nach Chloroform-Extraktion und anschlieBender
Fallung mit iso-Propanol wurde das erhaltende RNA-Pellet in 20 pl Nuklease-freiem
Wasser (Promega, Madison, WI, USA) geldst. Die Qualitat der RNA wurde durch
Messung des ODggo280-Quotienten bestimmt. Dazu wurden 1 pl der RNA-L&sung in
100 pl TE-Puffer (siehe 2.9) verdinnt und an einem UV-Vis-Spektrometer Beckman
DU-7400 (Beckman Coulter Inc. Fullerton, CA, USA) vermessen. Des Weiteren wur-
de die RNA auf einem RNA-Gel aufgetrennt. 2 ul der RNA-L6sung wurden mit 6 pl
Probenpuffer flir 15 min bei 65 °C denaturiert und fiir ca. 2 h unter Verwendung einer
Elektrophoreseapparatur (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) bei 50 V aufgetrennt. Alle
verwendeten Proben zeigten weder einen ODa2gg280-Quotient unter 1,7 noch eine

sichtbare Degradierung auf dem RNA-Gel.

RNA-Probenpuffer:

Formamid 720 pl
MOPS (10x) 160 pl
Formaldehyd 260 pl
Ethidiumbromid (10mg/ml) 1,5 pl
Glycerol : Wasser (1:1) 160 pl
DEPC-Wasser 190 ul
Bromphenolblau eine Spatelspitze
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RNA-Gel:

Agarose 19
DEPC-Wasser 73 ml
Formaldehyd (37 %) 17 ml
MOPS (10x) 10 ml
MOPS (10x):

MOPS 429
Natriumacetat 41¢
EDTA 3,89
DEPC-Wasser zu1,01

RNA-Laufpuffer:
MOPS (1x)

2.10.2 Markierung und Hybridisierung der RNA

Flar die Genexpressionsanalyse wurden kommerziell erhaltliche Affymetrix Gene-
Chips® Mouse Genome 430 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) verwendet. Ein
Affymetrix GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 enthélt ~ 45.000 Probesets, welche ~
39.000 Transcripts und Varianten von ~ 34.000 murinen Genen kodieren. Von den
AB(1-42)- und H2O.-behandelten Zellen sowie den Kontrollen wurden jeweils drei
unabhangig behandelte RNA-Proben mit je drei Microarrays hybridisiert, so dass ins-
gesamt neun Microarrays verwendet wurden. Alle Schritte wurden nach einem von
der Firma Affymetrix empfohlenen Standardprotokoll durchgeflihrt. 20 ng der totalen
RNA wurden unter Verwendung eines T7-Promotor enthaltenden Primers und Su-
perscript Il (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in doppelstrangige
cDNA umgeschrieben. Die Extraktion der gebildeten cDNA erfolgte mit Hilfe eines
Phenol-Chloroform-Gemisches und anschlieBender Ethanol-Ammoniumacetat-
Fallung. Die cDNA diente als Template fur die folgende in vitro Transkriptionsreaktion
mit Biotin-markierten Nucleotiden (Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA; Affy-
metrix, Santa Clara, CA, USA). Die resultierende, biotinylierte cRNA wurde auf einer
RNeasy-Saule (Qiagen, Valencia, CA, USA) gesammelt und anschlieBend fir die
Hybridisierung fragmentiert.

Die Hybridisierung der cRNA mit den Arrays erfolgte an einer Affymetrix GeneChip®
Fluidics Workstation 400 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Nach Bindung mit Phy-

coerythrin-gekoppelten Avidin wurden die Chips mit einem Hewlett Packard GeneAr-
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ray Scanner (Hewlett Packard Company, Palo Alto, CA, USA) gescannt. Die Image-
Analyse erfolgte mit Unterstiitzung der Affymetrix GeneChip® Analysis Software Mic-
roarray Suite 4.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

2.10.3 Auswertung der Microarrays

Die Analyse der Microarrays wurde im Wesentlichen in drei Schritten durchgefihrt: 1.
Normalisierung der Rohdaten, 2. statistische Analyse und Filterung, 3. Ontologische
Einordnung der signifikant verédnderten Gene und Literaturrecherche.

Die nach Imageanalyse erhaltenen Affymetrix GeneChip® probe array Files (CEL-
und CHP-Files) der hybridisierten Microarrays wurden zunéachst in das Softwarepro-
gramm ArrayAssist® (Stratagene, La Jolla, CA, USA) importiert, wo sie unter Ver-
wendung des RMA-Algorithmus (lrizarry et al., 2003a) normalisiert wurden. Der
RMA-Algorithmus stellt eine robuste Methode zur Normalisierung von Multi-Chip-
Analysen dar. Alle Rohdaten wurden in die zentrale Datenbank des Europaischen
Institutes far Bioinformatik (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/) geladen.

Die normalisierten Expressionswerte jedes einzelnen Probesets wurden einer statis-
tischen Auswertung unter Verwendung des Programms R (http.//www.r-project.org)
unterzogen. Dazu wurden je drei Chips zu einer Gruppe zusammengefasst: 1. unbe-
handelte Kontrollzellen, 2. 50 uM AB(1-42)-behandelte Zellen sowie 3. 250 uM H,O.-
behandelte Zellen. Unterschiede in der Genexpression zwischen den einzelnen
Gruppen wurden fir jedes Probeset mittels ANOVA-Statistik und anschlieBendem
post-hoc Tukey-Test Uberprift. Alle normalisierten Expressionswerte sowie die dazu-
gehdrigen, berechneten statistischen Parameter wurden in Microsoft® EXCEL
(Microsoft® Corporation, Redmond, WA, USA) importiert, wo der gesamte Datensatz
durch gezieltes Einsetzen von Filtern reduziert wurde. FUr die manuelle Genontolo-
gie-Analyse wurden nur Probesets betrachtet, die eine Signifikanz von p < 0,001 bei
ANOVA und post-hoc Tukey-Test sowie eine Auf- bzw. Abregulation im Vergleich zur
Kontrolle von = 1,5 aufwiesen. Die Genontologie-Datenbank Amigo (http.//www.go-
database.org/cgi-bin/amigo/go.cgi), der Analyse Center von Affymetrix NetAffx™
(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx) und die Literaturdatenbank Pubmed
(http:7/www.pubmed.de/data/nim.link.html) dienten dabei als Hilfe. Zusatzlich wurde
von allen signifikant verdnderten Genen (p < 0,001) eine Genontologie-Analyse unter

Verwendung des Programms OntoExpress (http.//vortex.cs-wayne.edu/onto-
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express/) durchgeflinrt. OntoExpress berticksichtigt bei der ontologischen Eingliede-
rung das biologische Gesamtprofil des Microarray und vergleicht dies mit dem Profil
des signifikanten Datensatzes.

2.11 Quantitative real-time RT-PCR
2.11.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion fur die quantitative real-time RT-PCR wurde, wie unter 2.10.1

beschrieben, durchgeflhrt.
2.11.2 Reverse Transkription und quantitative Amplifikation

Zur Validierung der Ergebnisse der Microarrays wurden die Genexpressionsverande-
rungen einiger ausgewahlter Gene zusatzlich mittels real-time RT-PCR bestimmt.
Von jedem Gen wurden auch hier je drei unabh&ngige Proben pro Gruppe (1. L6-
sungsmittel-behandelte Kontrollzellen, 2. 50 uM AB(1-42)-behandelte Zellen sowie 3.
250 uM H»0O,-behandelte Zellen) untersucht.

Die RNA fir die real-time RT-PCR wurde mit Hilfe eines Nanodrop Spektrophotome-
ters (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) quantifiziert. Die Qualitat der
RNA wurde durch Analyse auf einem RNA-Nanochip unter Verwendung des Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) gepruft. Zur Synthese
der doppelstrangigen cDNA wurden die Reagenzien des TagMan® Reverse Transc-
ription Reagents Kits von Applied Biosystems (ABI #N8080234, Applied Biosystems,
Forster City, CA, USA) verwendet. Die Reaktionsbedingungen flir die reverse
Transkription waren folgende: 25 °C, 10 min/48 °C, 30 min/95 °C, 5 min. Anschlie-
Bend wurde die quantitative singleplex real-time Amplifikation durchgefihrt. Dazu
wurden 2 pl der synthetisierten cDNA mit TagMan® MGB probes (FAM™-markiert fiir
das Targetgen; VIC™-markiert fiir das Referenzgen) und dem TagMan® Universal
PCR Master Mix (ABI #4304437) nach den Angaben des Herstellers (Applied Biosys-
tems, Forster City, CA, USA) in einem Gesamtvolumen von 50 pl gemischt. Die End-
konzentration der cDNA betrug 250 nM, die der Primer 900 nM. Die TagMan® MGB
probes sowie die Primer wurden Uber die Accessions-Nummern (Acc.Nr.) der aus-

gewahlten Gene ermittelt. Die Primer sind vom Hersteller vorgegeben und fiir diese
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Reaktionsbedingungen optimiert. Die real-time PCR wurde an einem ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) unter fol-
genden Reaktionsbedingungen durchgefiihrt: 50 °C, 2 min/95 °C, 10 min/95 °C, 15's
- 60 °C, 1 min (40 Zyklen). Von jeder Probe wurde Dreifachbestimmungen ermittelt.
Als Referenzgen zur Normalisierung diente 18S RNA.

2.11.3 Auswertung der real-time RT-PCR

Die erhaltenen Ct-Werte wurden anschlieBend in Microsoft® EXCEL (Microsoft® Cor-
poration, Redmond, WA, USA) unter Verwendung der komparativen Cr(*¢T)-
Methode von Applied Biosystems (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) aus-

gewertet. Dabei wurde die Menge des Targetgens (27T

durch Normalisierung zum
Referenzgen und relativ zu einem Kalibrator (eine der Proben) berechnet. Die x-
fache Genexpressionsveranderung wurde aus dem Quotienten der Menge des Tar-
getgens in der jeweiligen Behandlungsgruppe und der Menge des Targetgens in der
Kontrolle ermittelt. Die statistische Auswertung der real-time RT-PCR erfolgte, wie
unter 2.10.3 beschrieben, durch ANOVA Analyse und anschlieBendem post-hoc Tu-
key-Test im Softwareprogramm R (http://www.r-project.org). Die Pearson-Korrelation
wurde in Microsoft® EXCEL (Microsoft® Corporation, Redmond, WA, USA) berech-

net.
2.12 Bestimmung von Proteinexpressionsveranderungen
2.12.1 Proteinpraparation

Differenzierte SN56.B5.G4-Zellen wurden, wie unter 2.1.2, mit 50 uM frischem AB(1-
42) behandelt. Zu Inkubationsbeginn (0 h) sowie nach einer Behandlungsdauer von 2
h, 6 h, 12 h und 24 h wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS-Puffer
0,01 M pH = 7,4 gewaschen, mit einem Zellkulturschaber vom Boden der T25-
Kulturflasche geldst und in 75 ul PBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4 mit 15 % Protease-
Inhibitorstocklésung (Complete® EDTA free, Roche, Mannheim, Deutschland) und 1
% Phosphatase-Inhibitorcocktail I (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) aufge-
nommen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Ultraschallbehandlung (3 x 5 s) unter

Eiskihlung. Die Separierung des Zellhomogenates in Membranfraktion und cytosoli-
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sche Fraktion wurde durch eine 15-minltige Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge,
5417 R, Hamburg, Deutschland) bei 160.000 x g und 4 °C erreicht. Das erhaltene
Pellet stellte die Membranfraktion dar, der Uberstand bildete die cytosolische Frakti-
on. Das Membranpellet wurde in 25 ul des gleichen Protease-Phosphatase-Inhibitor-
Mix in Lésung gebracht. Von allen Proben wurden 5 pl zur Proteinbestimmung ent-
nommen, der restliche Teil wurde bis zur Verwendung fir SDS-PAGE/Western Blot-
ting bei - 20 °C aufbewahrt.

2.12.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blotting

Far die Proteinanalytik wurde eine denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli et al., 1970) durchgefihrt.
Die Methode ermdglicht eine Auftrennung der Proteine entsprechend ihres Moleku-
largewichtes. Die nach 2.12.1 aufbereiteten Zellhomogenate wurden aufgetaut, mit
Solubilizer im Verhéltnis 1 : 3 verdinnt, im Thermomixer Compact (Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) fir 3 min bei 85 °C denaturiert und bis zur Auftragung auf ein Po-
lyacrylamid-Gel auf Eis gelagert. Fir die semiquantitative Proteinanalytik war es er-
forderlich gleiche Proteinmengen jeder Probe auf einem Gel einzusetzen. In Abhan-
gigkeit von der Sensitivitét der verwendeten Antikérper und der Zellhomogenatfrakii-
on wurden Proteinmengen zwischen 25 pg und 70 pg aufgetragen.

Sammelgel 4 %: Trenngel 10 %:
2,5ml Tris-HCI 0,5 M pH = 6,8
Tris-HCI 1,5 M pH = 8,9 2,5ml
1,3 ml Acrylamid 30 % 3,3 ml
6,1 ml Wasser 4,1 ml
50 pl SDS 10 % 100 pl
75 ul APS 10 % 75 pl
15 ul TEMED 7,5 ul

Tab.2. Zusammensetzung Sammel- und Trenngel der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 1,5 mm dicken Polyacrylamid-Gel
bestehend aus einem 4 %-igen Sammel- und einem 10 %-igen Trenngel (Tab.2) in
einer Standard-Elektrophoreseapparatur Mini-Protean® 1l Cell mit Elektrophorese
Modell 2000/2.0 Power Supply (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) und Laufpuffer. Die
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Elektrophoresegeschwindigkeit betrug 10 V/cm im Sammel- und 20 V/cm im Trenn-
gel. Als Molekulargewichtsstandard wurde ,Prestained SDS-PAGE Standard Low
Range” (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) eingesetzt.

Nach der SDS-PAGE folgte ein 90-minutiger Transfer der elektrophoretisch aufge-
trennten Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF-Membran (Roti®-PVDF;
PorengréBe: 0,45 uM; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) bei 50 V. Es wurde eine
Tankblot-Apparatur Trans-Blot ™ Cell mit Elektrophorese Modell 2000/2.0 Power
Supply (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) und Blotpuffer verwendet. Die PVDF-
Membran wurde zuvor durch eine Prainkubation in Methanol fiir die Proteinbindung

aktiviert.

Solubilizer:

Tris 0,5 M pH = 6,8 1,0 ml
Glycerol 87 % 0,8 ml
SDS-Lésung 10 % 1,6 ml
Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau eine Spatelspitze
Laufpuffer:

Tris 3,09
Glycin 14,4 g
SDS 1,09
Wasser zu 1,01
Blotpuffer:

Tris 9,08 ¢
Glycin 43,24 g
Methanol 600 ml
Wasser zu 3,0 |

2.12.3 Immunodetektion der Proteine

Nach dem Western-Blotting wurden unspezifische Bindungsstellen der Membran
durch eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur in 4 % Trockenmilch/TBST
blockiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen der Membran flr 5 min in TBST. Daran
schloss sich die Immunodetektion der Proteine an. Folgende Antikdrper mit entspre-

chenden Konzentrationen und Inkubationszeiten wurden verwendet:
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Protein Antikorper Spezies Hersteller Konzentration | Inkubationszeit | Fraktion
Primére Antikorper
ERK p44/42 MAPK Antibody | Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
IgG, polyklonal Denvers, MA, 4 °C
USA
JNK SAPK/JNK (56G8) IgG, | Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
monoklonal Denvers, MA, 4 °C
USA
p38 p38 Kinase MAPK Anti- | Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
body, Denvers, MA, 4 °C
polyklonal USA
c-jun c-jun (60A8) IgG Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
monoklonal Denvers, MA, 4 °C
USA
p-ERK phospho-p44/42 Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
(Thr202/Tyr204) (20G11), Denvers, MA, 4 °C
monoklonal USA
p-JNK phospho-SAPK/JNK Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
(Thr183/Tyr185) (98F2), Denvers, MA, 4 °C
monoklonal USA
p-p38 phospho-p38 MAPK | Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
(Thr180/Tyr182) (12F8), Denvers, MA, 4 °C
monoklonal USA
p-c-jun p-c-jun (Ser73) IgG Kaninchen Cell Signaling 1:1000 Uber Nacht, cytosolisch
polyklonal Denvers, MA, 4 °C
USA
B-Actin anti-B-Actin Clone AC-15, | Maus Sigma-Aldrich, |1 :5000 2h, cytosolisch
monoklonal Muinchen, RT
Deutschland
Sekundére Antikérper
ERK, JNK, | Anti-rabbit 1gG, HRP- Cell Signaling 1:1000 1h,
p38, c-jun, | linked Antibody Denvers, MA, RT
p-ERK, p- USA
JNK, p-p38,
p-c-jun
B-Actin POD-conjugated Af- Dianova, Ham- |1 :1000 1h,
finiPure anti-mouse IgG burg, Deutsch- RT
land

Tab.3. Ubersicht tiber die verwendeten primaren und sekundaren Antikdrper

Die priméren und sekundéaren Antikdrper wurden in 4 % Rinderserumalbumin (Serva,

Heidelberg, Deutschland) in TBST verdinnt. Zwischen der Inkubation mit dem prima-

ren und sekundaren Antikdrper wurde die Membran unter leichtem Schutteln 3 x 5

min mit TBST gewaschen. Nach Inkubation mit dem sekundaren Antikérper erfolgte
ein abschlieBendes Waschen der Membran in TBS 0,01 M pH = 7,4 (siehe 2.4). Die
Detektion der Proteine erfolgte durch Chemilumineszenz. Dazu wurde die Membran
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in einer Mischung aus 4 ml Lésung A, 1,2 pl H2O2 (30 %) und 400 pl Lésung B ~ 1
min inkubiert und unverziglich durch die Kamera einer Kodak Image Station 2000R
mit Kodak Molecular Image Software, Version 4.0.0 (Kodak, Stuttgart, Deutschland)
aufgenommen. Je nach Signalstarke wurden Belichtungszeiten zwischen 1 - 4 min
gewahlt. Fir die anschlieBende Detektion des Housekeeping-Proteins B-Actin auf der
gleichen Membran war ein Entfernen der gebundenen priméren und sekundéaren An-
tikérper der ersten Immunodetektion durch Strippen erforderlich. Dazu wurde die
Membran 1 h unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur in Stripping-Puffer inku-
biert und anschlieBend 3 x 5 min in TBST gewaschen. Die Membran konnte nun er-
neut geblockt und die Proteinbanden von B-Actin, wie oben beschrieben, durch Im-

munodetektion sichtbar gemacht werden.

TBST:
TBS-Puffer 0,01 M pH = 7,4 mit 0,1 % Tween 20

Stripping-Puffer:

Glycin 1,59
Wasser zu 100 ml
pH-Wert auf 2-2,5 einstellen

SDS 100 mg
Tween 20 1,09
Ldsung A:

Tris 2429
Wasser zu 200 ml

pH-Wert auf 8,6 einstellen

Luminol 50 mg
Lésung B:

p-Hydroxycoumarinsaure 11 mg
DMSO 10 ml

2.12.4 Auswertung der Proteinexpressionsveranderungen

Die semiquantitative Auswertung der Proteinexpressionsverdnderungen erfolgte tber
eine densitometrische Messung mit Hilfe des Programms TINA Version 2.09g (Ray-
test, Straubenhardt, Deutschland). Von der optischen Dichte jeder Proteinbande
wurde zunéchst ein auf der gleichen Laufbahn bestimmter Hintergrundwert abgezo-
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gen. Zur Normalisierung der Blots wurde auf jedem Blot die hintergrund-korrigierte
optische Dichte der Bande des zu untersuchenden Proteins zum Mittelwert der hin-
tergrund-korrigierten optischen Dichten von B-Actin auf einem Blot ins Verhaltnis ge-
setzt. Die optische Dichte der Bande des Zielproteins wurde prozentual auf B-Actin
bezogen berechnet. Die mittlere optische Dichte von B-Actin wurde dabei als 100 %
definiert. Die ermittelten prozentualen optischen Dichten des Proteins zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt wurden als Expressionswert betrachtet. Von jedem Protein
und jedem Untersuchungszeitpunkt wurden mindestens drei unabhangige Blots mit
unabhangig behandelten und aufbereiteten Zellhomogenaten analysiert. Die Expres-
sionswerte der unabhangigen Untersuchungen wurden schlieBlich gemittelt und einer
statistischen Auswertung in Microsoft® EXCEL (Microsoft® Corporation, Redmond,
WA, USA) unterzogen. Es wurde die Proteinexpression jedes Untersuchungszeit-
punktes mit der Expression zu Inkubationsbeginn (Zeitpunkt 0 h) verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Zellmodells

Zur Untersuchung des Einflusses von AB(1-42) auf cholinerge Neuronen wurde die
Neuroblastom-Zelllinie SN56.B5.G4 ausgewahlt, die cholinerge Marker exprimiert
(Jankowska et al., 1997; Szutowicz et al., 1999). Die Zelllinie wurde durch Fusion der
murinen Neuroblastom-Zelllinie N18TG2 und Zellen aus dem medialen Septum von
21 Tage alten Mausen (Stamm: C57BL/6) erzeugt (Hammond et al., 1990).

Abb.5. Lichtmikroskopische Aufnahmen undifferenzierter (A) und mit 1 mM dibutyryl-cAMP/1 uM RA
differenzierter (B) SN56.B5.G4-Zellen

3
e
)

Im undifferenzierten Zustand weisen SN56.B5.G4-Zellen vorwiegend polygonale
Formen auf. Kurze Neuritenfortsatze sind erkennbar (Abb.5A). Basalaktivitaten der
cholinergen Enzyme Cholinacetyltransferase (ChAT) und Acetylcholinesterase (A-
ChE) sind messbar (Tab.4). Die Expression des vesikuldren Acetylcholintransporter-
Proteins (VAChT) konnte mit immunhistochemischer Detektion gezeigt werden
(Abb.6).

Durch eine dreitédgige Differenzierung mit 1 mM dibutyryl-cAMP/1 uM RA wird der
cholinerge Phenotyp der Zelllinie verstarkt ausgepréagt. Die Differenzierung bewirkt
eine reduzierte Teilungsaktivitdt und ein verstarktes Neuritenwachstum der Zellen
(Abb.5B). Die Aktivitaten der cholinergen Enzyme ChAT und AChE in differenzierten
Zellen sind etwa dreifach hdher als in undifferenzierten Zellen (Tab.4).
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Aufgrund der Expression cholinerger Merkmale sind differenzierte SN56.B5.G4-
Zellen ein geeignetes Modell fir cholinerge Neuronen und sollen daher fur die fol-
genden Untersuchungen zur Toxizitat von AB(1-42) verwendet werden.

undifferenzierte Zellen differenzierte Zellen
ChAT-Aktivitat
) 0,1484 +0,0129 0,9280 +0,1919 *
(nmol/min/mg Protein)
AChE-AKktivitat
) ) 3,330 £ 0,526 9,008 £1,494 ~
(nmol/min/mg Protein)

Tab.4. Aktivitdt der cholinergen Enzyme Cholinacetyltransferase (ChAT) und Acetylcholinesterase
(AChE) in undifferenzierten und mit 1 mM dibutyryl-cAMP/1 uM RA differenzierten SN56.B5.G4-Zellen
(= SEM, * p < 0,05 signifikant gegenuber undifferenzierten SN56.B5.G4-Zellen, n = 3, Kruskal-Wallis-
Test)

A

Abb.6. Immunhistochemische Detektion des vesikularen Acetylcholintransporter-Proteins (VAChT) in
undifferenzierten und mit 1 mM dibutyryl-cAMP/1 uM RA differenzierten SN56.B5.G4-Zellen
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3.2 Charakterisierung der Aggregationsformen von AB(1-42)

Far die Toxizitatsuntersuchungen wurden zwei unterschiedliche Aggregationsformen
von AB(1-42) eingesetzt: frisches AB(1-42) und gealtertes AB(1-42). Frisches AB(1-
42) wurde unmittelbar nach Auflésung in HEPES 200mM pH = 8,5 dem Zellkulturme-
dium zugesetzt und auf die differenzierten SN56.B5.G4-Zellen gegeben. Gealtertes
AB(1-42) wurde vor Zugabe zum Zellkulturmedium einer sechstagigen Prainkubation
in HEPES bei 37 °C unterzogen. Diese Prainkubation soll die Bildung von héhermo-
lekularen Aggregationsformen férdern und den Fibrillengehalt in der Proteinldsung
erhdhen.

0,25

0,5

Abb.7. Fibrillenzusammensetzung im frischen AB(1-42) und gealterten AB(1-42) vor der Inkubation mit
differenzierten SN56.B5.G4-Zellen, native PAGE mit anschlieBender Immunodetektion [1, 2, 3: 10, 25,
50 uM frisches AB(1-42); 4, 5, 6: 10, 25, 50 uM gealtertes AB(1-42)]
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Die Zusammensetzung der Aggregationsformen beider Proteinlésungen wurde unter
Verwendung einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese (native PAGE) und ei-
nes fluorimetrischen Thioflavin T-Assays untersucht.

Die Ergebnisse der nativen PAGE sind in Abb.7 dargestellt. Bei der nativen PAGE
wurden die einzelnen Aggregationsformen beider Proteingemische in einem Polyac-
rylamid-Gel entsprechend dem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend mit-
tels Immunodetektion sichtbar gemacht. Auf dem Immunoblot des frischen AB(1-42)
sind in den drei Konzentrationen (10 puM, 25 pM, 50 uM) neben héhermolekularen
Aggregationsformen verschiedene Aggregationsformen mit geringem Molekularge-
wicht (hohe Ri-Werte) zu erkennen. Der Immunoblot des gealterten ABR(1-42) zeigt
dagegen in den drei Konzentrationen (10 uM, 25 uM, 50 uM) weder Banden im hé-

hermolekularen noch im niedermolekularen Bereich.
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Abb.8. Fibrillengehalt im frischen ABR(1-42) und gealterten AB(1-42) (10, 25, 50 uM) vor (t = 0) und
nach (t = 24) Inkubation mit differenzierten SN56.B5.G4-Zellen; gemessenen mittels fluorimetrischen
Thioflavin T-Assay (Fluoreszenzintensitat £ SEM, n > 4, * p < 0,05; Kruskal-Wallis-Test)

Der Fibrillengehalt im frischen und gealterten AB(1-42) wurde mit Hilfe des Thioflavin
T-Assays quantifiziert. Der fluorimetrische Thioflavin T-Assay nutzt die Eigenschaft
des Fluoreszenzfarbstoffes Thioflavin T, selektiv an Fibrillen mit B-Faltblattstruktur zu

binden. Niedermolekulare Formen mit a-Helix-Struktur, wie Monomere und Oligome-
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re, werden dagegen nicht erfasst. Die Bindung des Farbstoffes an Amyloid-Fibrillen
verursacht eine Verschiebung der Emissionswellenlange, die an einem Fluores-
zenzspektrometer gemessen werden kann. Je héher der Gehalt an Fibrillen, desto
hoher ist die gemessene Fluoreszenzintensitat bei der Wellenlange 485 nm.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse des Thioflavin T-Assays der beiden untersuchten
Aggregationsformen von AB(1-42) dargestellt. Alle drei Konzentrationen (10 pM, 25
UM, 50 uM) des gealterten AB(1-42) weisen einen deutlich héheren Fibrillengehalt als
die entsprechenden Konzentrationen des frischen AB(1-42) auf. Zu Inkubationsbe-
ginn mit den Zellen (t = 0) ist der Fibrillengehalt im frischen AB(1-42) ~ 2 bis 4-fach
geringer als im gealterten ABR(1-42). Wahrend der 24-stindigen Inkubation mit den
Zellen bei 37 °C steigt im frischen AB(1-42) der Gehalt an hochmolekularen Aggrega-
tionsformen zwar an, erreicht aber nicht die Zusammensetzung des prainkubierten
gealterten AB(1-42).
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3.3 Untersuchungen zur Toxizitat von AB(1-42)

3.3.1 Einfluss von AB(1-42) auf die Zellviabilitat

Mit Hilfe des MTT-Assays wurde zunachst der Einfluss der unterschiedlichen Aggre-
gationsformen von ApB(1-42) auf die Viabilitit von cholinerg-differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen untersucht. Beim MTT-Assay wird durch die Aktivitat der mito-
chondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen gelbes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum blau-violetten Formazan umgewandelt, was

spektrophotometrisch gemessen werden kann.
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gealtertes B-Amyloid(1-42)
Abb.9. Zellviabilitdt nach Behandlung von differenzierten SN56.B5.G4-Zellen mit frischem AB(1-42)

und gealterten AB(1-42) flir 24 h bzw. 72 h; gemessenen mittels MTT-Assay (+ SEM, n=3, *p < 0,05
signifikant gegentber Kontrollzellen, Kruskal-Wallis-Test)
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Die Exposition von differenzierten SN56.B5.G4-Zellen mit frischem AB(1-42) - was
vorwiegend aus niedermolekularen Aggregationsformen besteht - verursachte in den
Zellen eine konzentrations- und zeitabhangige Toxizitat (Abb.9). Bereits die 24-
stiindige Inkubation mit 50 uM frischem AB(1-42) reduzierte die Zellviabilitat in Ver-
gleich zu Kontrollzellen signifikant (68 + 3 % vs. 100 + 3 %). Ein Ausdehnen der In-
kubationszeit auf 72 h fuhrte zu einem weiteren Absinken der Zellviabilitat auf 55 + 4
%. Die groBten toxischen Effekte konnten jedoch wéahrend der ersten 24 h Inkubation
beobachtet werden. Auch morphologisch war der Einfluss des frischen AB(1-42) auf
die Viabilitdt der differenzierten SN56.B5.G4-Zellen sichtbar (Abb.10). Nach 24-
stlindiger Inkubation wiesen die Zellen eine deutlich veranderte Gestalt auf. Die nor-
malerweise polygonalen Zellkérper waren teilweise deformiert und die Neuritenfort-
satze zwischen den Zellen unterbrochen. Zusatzlich konnte eine verstarkte Vakuoli-

sierung in den Zellen beobachtet werden.

Die Exposition der SN56.B5.G4-Zellen mit fibrillenreichen gealtertem AB(1-42) verur-
sachte im Vergleich zu Kontrollzellen keine toxischen Effekte (Abb.9). Weder eine
Inkubation von 24 h noch von 72 h mit gealtertem AB(1-42) zeigte eine Abnahme der
Zellviabilitat. Eine 72-stindige Inkubation mit 10 uM gealtertem AB(1-42) flUhrte da-

gegen zu einem signifikanten Anstieg der Zellviabilitat der behandelten Zellen.

Abb.10. Lichtmikroskopische Aufnahmen von Kontrollzellen (A) und differenzierten (B) SN56.B5.G4-
Zellen, die mit 50 uM frischem AB(1-42) behandelt wurden

3.3.2 Apoptose-Induktion durch AB(1-42)

Im Verlauf der Apoptose wird die genomische DNA einer Zelle von den Endonuklea-
sen des Zellkerns spezifisch in der Linkerregion zwischen den Histonen geschnitten.

Die erzeugten DNA-Fragmente, deren GrdBe ein Vielfaches von 180 bp betragt, bil-
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den nach Auftrennung im Agarosegel ein typisches Leitermuster. Um zu untersu-
chen, ob es sich bei der Toxizitat des frischen AB(1-42) um apoptotische Vorgange
handelt, wurde die DNA-Fragmentierung in den Zellen nach Inkubation mit frischem
AB(1-42) detektiert.

Abb.11. DNA-Fragmentierung in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit
AB(1-42), H,O, oder Staurosporin; 1 - 1 kb DNA-Standard; 2 - Kontrollzellen; 3 - 50 uM AB(1-42); 4 -
250 uM H,O,; 5 - 100 uM Staurosporin; 6 - 100 bp DNA-Standard

Als Positivkontrolle dienten differenzierte SN56.B5.G4-Zellen, die fir 24 h mit 100 pM
Staurosporin, einem bekannten Apoptose-Induktor, exponiert wurden. Auf dem Aga-
rosegel ist deutlich erkennbar, dass sowohl die Behandlung mit 100 pM Staurosporin
(5), als auch die 24-stindige Behandlung mit 50 uM frischem AB(1-42) (3) zu einer
DNA-Fragmentierung fahrt (Abb.11). Kontrollzellen (2) weisen dagegen keine Frag-
mentierung der genomischen DNA auf.

3.3.3 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch Ap(1-42)

Als moglicher Wirkungsmechanismus fir die Neurotoxizitdt von AB(1-42) wird die
Induktion von oxidativem Stress diskutiert (siehe Kapitel 1.4.3). Durch die Reaktion
mit Metallionen kann das Peptid zur Entstehung zellschadigender, reaktiver Sauer-
stoffverbindungen (ROS) fiihren. Ob die niedermolekularen Aggregationsformen des
frischen AB(1-42) auch die Bildung von ROS in den cholinergen SN56.B5.G4-Zellen
hervorrufen, wurde mit Hilfe des DCF-Assays untersucht.
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Abb.12. Intrazelluldre Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach Behandlung von differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen mit frischem AB(1-42) (10 uM, 25 uM, 50 uM) und H,O, (250 uM) flir 24 h; ge-
messenen mittels DCF-Assay (x SEM, n = 7, * p < 0,05 signifikant gegentber Kontrollzellen zum je-
weiligen Untersuchungszeitpunkt, ANOVA und post-hoc Tukey-Test)

Die Ergebnisse des DCF-Assays zeigen, dass die Inkubation mit frischem AB(1-42)
eine konzentrations- und zeitabhangige Bildung von ROS in den cholinergen Zellen
induziert (Abb.12). Nach einer Inkubationszeit von 12 und 24 h wurden in den AB(1-
42)-behandelten Zellen signifikant mehr ROS als in Kontrollzellen gebildet.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Behandlung mit 250 pM H,O, bestimmt. H2O; ist
fur die Bildung von ROS bekannt und wurde deshalb als Vergleichssubstanz einge-
setzt. Auch H>O. zeigte eine zeitabhangige intrazellulare ROS-Induktion, die nach 24
h signifikant gegentber den Kontrollzellen ist.

Vor allem friihe Inkubationszeitpunkte (1h, 2h) sind bei H>O. durch eine verstarkte
ROS-Bildung gekennzeichnet. Zu diesen Zeitpunkten entstehen durch AB(1-42)-
Behandlungen nur marginale Mengen ROS. Nach l&ngerer Inkubation gleicht sich die
ROS-Bildung durch AB(1-42) der durch H.O, an. Der DCF-Assay zeigt weiterhin,
dass auch in Kontrollzellen zeitabh&ngig ROS gebildet werden.
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3.3.4 Untersuchung der AB(1-42)-vermittelten Toxizitat auf Genebene

Um zu untersuchen, ob der toxische Effekt des frischen AB(1-42) auf cholinerge Neu-
ronen durch das oxidative Potenzial des Peptids verursacht wird, sollten Verénde-
rungen in der Genexpression nach Behandlung von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit frischem AB(1-42) sowie nach Behandlung mit H,O, analysiert werden.
Der Vergleich der veranderten Genexpression durch die AB(1-42)- bzw. HyO»-
vermittelte Toxizitat, soll Hinweise Uber Signalwege liefern, die beim Untergang cho-
linerger Neuronen bei der Alzheimer-Erkrankung eine Rolle spielen kdnnten.
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Abb.13. Zellviabilitdt nach Behandlung von differenzierten SN56.B5.G4-Zellen mit H,O, fir 24 h ge-
messenen mittels MTT-Assay ( = SEM, n = 4, * p < 0,05 signifikant gegenlber Kontrollzellen, Kruskal-
Wallis-Test)

Dazu war es notig, in Voruntersuchungen analog zu AB(1-42), den toxischen Effekt
von oxidativem Stress auf die Zellen naher zu charakterisieren. Es sollte eine Kon-
zentration von H>O. gefunden werden, welche die Zellviabilitdt von differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen in einem &hnlichen MaB beeinflusst wie eine 24-stiindige Inkuba-
tion mit 50 pM frischem AB(1-42). Fur die Behandlung mit 50 uM frischem AB(1-42)
konnten signifikante toxische Effekte auf cholinerge Neuronen gezeigt werden. Der
konzentrationsabhangige Einfluss von HxO; auf die Zellviabilitdt wurde ebenfalls mit-
tels MTT-Assay untersucht (Abb.13).

Es wurde eine 24-stiindige Exposition mit 250 uM H,O als Aquivalent-Konzentration
zu 50 uM frischem AB(1-42) festgelegt, da diese ebenfalls die Viabilitat der Zellen auf
~ 70 % reduziert (siehe Abb.9). AuBerdem konnte flr die 24-stiindige Inkubation mit
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250 pM H20, eine ROS-Bildung und Apoptose-Induktion ahnlich wie bei frischem
AB(1-42) nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.3.2, 3.3.3).

Die Veranderungen in der Genexpression, die AB(1-42) und HxO; in den Zellen indu-
zieren, wurden unter Verwendung der Affymetrix GeneChip® Technologie analysiert.
Dazu wurde die totale RNA differenzierter SN56.B5.G4-Zellen nach 24-stindiger Ex-
position mit 50 uM frischem AB(1-42), 250 uM H,O, sowie Kontrollzellen isoliert und
nach Umschreiben in cDNA und Biotin-Markierung mit kommerziell-erhaltlichen Af-
fymetrix GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 hybridisiert. Die Validierung einer Aus-
wahl von signifikant veranderten Genen, die sich nach Auswertung der Microarrays

ergab, erfolgte mit quantitativer real-time RT-PCR.

3.3.4.1 Ergebnisse der Microarrays

Die Unterschiede in der Genexpression zwischen den AB(1-42)-, den H20,-
behandelten Zellen sowie den Kontrollzellen wurden mittels ANOVA-Statistik und
anschlieBendem post-hoc Tukey-Test fir jedes Probeset untersucht. Nur Probesets,
die eine Signifikanz von p < 0,001 bei ANOVA und post-hoc Tukey-Test aufwiesen,
wurden fir eine weitere Analyse betrachtet.

AB(1-42) H,0,

Abb.14. Venn-Diagramm der signifikant verdnderten Probesets (p < 0,001) in differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen nach Behandlung mit frischem AB(1-42) (50 uM, 24h) und H,O, (250 uM, 24h)

In der Gruppe der AB(1-42)-behandelten Zellen waren im Vergleich zu Kontrollzellen
182 Probesets von insgesamt 45.000 signifikant (p < 0,001) verandert. In der HyO»-
Gruppe waren im Vergleich zu Kontrollzellen 122 Probesets (p < 0,001) unterschied-
lich reguliert. 43 der veranderten Probesets konnten beiden Behandlungsgruppen
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zugeordnet werden (Abb.14). Der post-hoc Tukey-Test zeigte, dass 32 der 43 Probe-
sets gleich (p > 0,05) und 11 Probesets unterschiedlich (p < 0,05) zwischen den bei-
den Behandlungsgruppen reguliert waren.
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Protein-Aminosaure-Phosphorylierung

Apoptose

intrazellulare Signalkaskaden

negative Regulation von Proteinkinase-Aktivitaten
Metabolismus

positive Regulation der Transkription vom RNA-Polymerase Il Promoter
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kleine GTPase vermittelte Signaltransduktion
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Vesikel-vermittelter Transport
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Abb.15. Ergebnisse der Genontologie-Analyse durchgeflihrt mit OntoExpress; die unterschiedlich
regulierten Probesets (p < 0,001 in ANOVA und post-hoc Tukey-Test) nach Behandlung der differen-
zierten SN56.B5.G4-Zellen mit frischem AB(1-42) (50 uM, 24 h) oder H,O, (250 puM, 24 h) wurden
durch OntoExpress entsprechend ihrer biologischen Funktion in verschiedene Genontologie-
Kategorien eingeordnet, die Abbildung zeigt die Genontologie-Kategorien mit den meisten unter-
schiedlich regulierten Probesets (p < 0,05 und Anteil > 1,5 % an allen unterschiedlich exprimierten
Genen)

Von den signifikant veranderten Probesets beider Behandlungsgruppen wurde unter
Verwendung des Programms OntoExpress zunachst eine allgemeine Genontologie-

Analyse durchgefihrt. OntoExpress teilt jedes Probeset entsprechend seiner biologi-
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schen Funktion in verschiedene ontologische Kategorien ein und vergleicht die Hau-
figkeit der Kategorien mit dem biologischen Gesamtprofil des Genchips (Abb.15).

In der AB(1-42)-behandelten Gruppe waren zahlreiche Probesets signifikant veran-
dert, deren Gene an der Faltung von Proteinen beteiligt sind (Proteinfaltung: 4,95 %).
ErwartungsgemaB konnte eine verstarkte Haufigkeit von Apoptose- und Zelltod-
regulierenden Genen gefunden werden (Apoptose: 3,3 %; Regulation von Apoptose:
1,65 %, Zelltod: 1,65 %). AuBerdem zeigten zahlreiche Probesets eine veranderte
Expression durch AB(1-42), deren Gene eine Rolle bei Phosphorylierungsreaktionen
von Proteinen spielen (Protein-Aminosdure-Phosphorylierung: 3,85 %).

Die haufigsten Gene, die in der H,O2-Behandlungsgruppe verandert wurden, besit-
zen bisher unbekannte biologische Funktionen (unbekannte biologische Funktion:
5,74 %). Weiterhin waren zahlreiche Gene durch oxidativen Stress auf- oder abregu-
liert, die Transportprozesse beeinflussen (intrazellularer Proteintransport: 2,46 %,
Lipidtransport: 1,64 %, vesikel-vermittelter Transport: 1,64 %, Calciumionen-
Transport: 1,64 %).

Affymetrix ID Genname Symbol DE
Apoptose, Stress

1421424 _a_at alanyl (membrane) aminopeptidase Anpep 1,99
1454880_s_at Bcl2 modifying factor Bmf 1,64
1451029_at Bel2-like 2 Bcl2i2 1,74
1418626_a_at clusterin Clu 2,04
1437458 x_at clusterin Clu 1,73
1454849 x_at clusterin Clu 1,95
1416332_at cold inducible RNA binding protein Cirbp 1,51
1418401_a_at dual specificity phosphatase 16 Dusp16 1,68
1440651_at dual specificity phosphatase 16 Dusp16 1,58
1436276_at Expressed sequence AU041707 AU041707 -1,63
1455410_at Fas apoptotic inhibitory molecule 2 Faim2 -1,79
1417409 _at Jun oncogene Jun 1,81
1455214 _at microphthalmia-associated transcription factor Mitf -1,51
1419666_x_at nuclear protein 1 Nupri -1,62
1460214 _at Purkinje cell protein 4 Pcp4 2,08
1449110_at ras homolog gene family, member B Rhob 1,67
1427020_at scavenger receptor class A, member 3 Scara3 1,96
1426875_s_at Sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) Srxn1 1,63
1451680_at Sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) Srxn1 1,56
1460287_at tissue inhibitor of metalloproteinase 2 Timp2 1,53
Proteinmodifikation/-abbau/ER/Golgi-Apparat

1435444 _at activating transcription factor 6 Atfé -1,80
1418528 _a_at defender against cell death 1 Dadi1 -1,54
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1419162_s_at
1419163_s_at
1433887 _at
1449372_at
1449373_at
1434714 _at
1417267_s_at
1425519 _a_at
1423074 _at
1458045_at

1417149_at

1452779 _at
1429399 _at
1448170 _at
1421012_at
1455584 _at
1418206_at
1449679_s_at
Metabolismus
1446861 _at
1415904 _at
1415977 _at
1417774 _at

Signaltransduktion

1450852_s_at
1429460_at
1449027 _at
1418105_at
Strukturmolekiil
1417133_at
1452754 _at

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

(

(

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

Dnad (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3
(

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3

Ero1-like beta (S. cerevisiae)
FK506 binding protein 11

la-associated invariant chain

lectin, mannose-binding 2

Odd Oz/ten-m homolog 4 (Drosophila)
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase
(proline 4-hydroxylase), alpha Il polypeptide
RIKEN cDNA 3110006E14 gene

ring finger protein 125

seven in absentia 2

signal recognition particle receptor, B subunit
stromal cell derived factor 4

stromal cell-derived factor 2-like 1

syntaxin 5A

glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase
lipoprotein lipase
myo-inositol 1-phosphate synthase A1

N-acetylneuraminic acid synthase (sialic acid synthase)

coagulation factor Il (thrombin) receptor
G protein-coupled receptor 115

ras homolog gene family, member U
stathmin-like 4

peripheral myelin protein
RIKEN cDNA 5730592L21 gene

Transkription/Nukleus

1416101_a_at
1434384 _at
1439643_at
1425528_at
1442285_at
1431044 _at

histone 1, Hic

nuclear receptor interacting protein 1

Origin recognition complex, subunit 4-like (S. cerevisiae)
paired related homeobox 1

synaptic nuclear envelope 2

THO complex 1

Transport, Endo- and Exozytose, Trafficking

1425362_at
1433542_at
1435772_at
1422203 _at
1427035_at
1453715_at

andere Funktionen

1419735_at
1434458 _at

HIV-1 Rev binding protein-like

inositol polyphosphate-5-phosphatase F

kinesin family member 21B

solute carrier family 18 (vesicular monoamine), member 3

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14

synaptic vesicle glycoprotein 2¢

casein kappa

Follistatin

Dnajc3
Dnajc3
Dnajc3
Dnajc3
Dnajc3
Erollb
Ekbp11
li
Lman2
Odz4

P4ha2

3110006E14Rik
Rnf125

Siah2

Srprb

Sdf4

Sdf2l1

Stx5a

Gns
Lpl
Isynai

Nans

Far
Gpri115
Rhou
Stmn4

Pmp22
5730592L21Rik

Hist1hic
Nrip1
Orcé4l
Prrx1
Syne2
Thoc1

Hrbl
Inpp5f
Kif21b
Slc18a3
Slc39a14
Sv2c

Csnk
Fst

-1,97
-2,25
-2,71
-2,32
-3,09
-1,60
-1,75
-1,71
-1,50
-1,64

-1,66

1,86

1,78

-1,70
-1,61
-1,51
-2,31
-1,54

-1,55
-1,89
-2,05
-1,57

1,65
2,17
1,69
1,69

1,88
-2,31

2,32
1,64

-1,57
1,71
-1,62
-1,50

-1,81
1,57
-1,84
1,62
-1,62
1,53

1,66
2,07
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1417959 at PDZ and LIM domain 7 Pdlim7 1,59
unbekannte Funktion

1433943 _at cDNA sequence BC063749 BC063749 -1,51
1436623_at ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7 Entpd7 -1,51
1430368_s_at RIKEN cDNA 1700019D03 gene 1700019D03Rik -1,66
1451415_at RIKEN cDNA 1810011010 gene 1810011010Rik 1,58
1428261_at RIKEN cDNA 2310042L06 gene 2310042L06Rik -1,76
1435315_s_at RIKEN cDNA 2900034E22 gene 2900034E22Rik -1,78
1436752_at RIKEN cDNA 5730478M09 gene 5730478MO09Rik -1,67
1436166_at storkhead box 2 Stox2 -1,79
1457287 _at Transcribed locus -1,63
1423707 _at Transmembrane protein 50B Trem50b -1,59

Tab.5. Signifikant veranderte Probesets (p < 0,001) in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen nach Be-
handlung mit frischem AB(1-42) (50 uM, 24h), DE — x-fache Expressionsveranderung

Affymetrix ID Genname Symbol DE
Apoptose, Stress

1449555 _a_at fetuin beta Fetub -1,562
Proteinmodifikation/-abbau/ER/Golgi-Apparat

1417267_s_at FK506 binding protein 11 Ekbp11 -1,68
1427127 _x_at heat shock protein 1B Hspailb 1,73
1452318_a_at heat shock protein 1B Hspaib 1,72
1429426_at ring finger protein 139 Rnf139 -1,53
Metabolismus

1415988_at high density lipoprotein (HDL) binding protein Hdlbp -1,70
Signaltransduction

1434282 _at inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase Ibtk -2,01
Strukturmolekiil

1426892_at utrophin Utrn -1,54
Transport, Endo- und Exozytose, Trafficking

1416551 _at ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2 Atp2a2 -1,59
andere Funktionen

1452382_at dynamin 3, opposite strand Dnm3os -1,64
1428280_at FIP1 like 1 (S. cerevisiae) Fip1I1 -2,03
unbekannte Funktion

1452754 _at RIKEN cDNA 5730592121 gene 5730592L21Rik -1,91
1452872 _at RIKEN cDNA 2900054D09 gene 2900054D09Rik -1,60
1435315_s_at RIKEN cDNA 2900034E22 gene 2900034E22Rik -1,86

Tab.6. Signifikant veranderte Probesets (p < 0,001) in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen nach Be-
handlung mit H,O, (250 uM, 24h), DE — x-fache Expressionsverédnderung

Um einzelne veranderte Gene zu identifizieren, wurde anschlieBend eine detaillierte
Genontologie-Analyse durchgefihrt. Wegen des groBen Umfangs der Datensatze,

wurden nur Expressionsanderungen mit einer = 1,5-fachen Auf- oder Abregulation im
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Weiteren betrachtet. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 5, 6 und 7 zusammenge-
fasst.

Far die AB(1-42)-behandelten Zellen resultierten 75 (Tab.5), fur die Gruppe der H,O.-
behandelten Zellen 14 (Tab.6) signifikant veranderte Probesets. Von den 75 Probe-
sets der AB(1-42)-Gruppe waren 31 auf- und 44 abreguliert (DE = 1,5). In der H2O,.
Behandlungsgruppe wurden 3 aufregulierte und 11 abregulierte Probesets identifi-
ziert (DE = 1,5). 15 Probesets mit einer Auf- bzw. Abregulation = 1,5 in der AB(1-42)-
Gruppe und/oder der H,O.-Gruppe konnten beiden Behandlungsgruppen zugeordnet
werden (Tab. 7).

Affymetrix ID Genname Symbol DE
AR HO,

Apoptose, Stress

1436276 _at Expressed sequence AU041707 AU041707 -1,63 -1,47

1455410 at Fas apoptotic inhibitory molecule 2 Faim2 -1,79 -1,42

Proteinmodifikation/-abbau/ER/Golgi-Apparat

1418528 a at defender against cell death 1 Dad1 -1,54 -1,43

1417267 s at FK506 binding protein 11 Fkbp11 -1,75 -1,68

1425519 a_at la-associated invariant chain li -1,71 -1,42

1455584 _at stromal cell derived factor 4 Sdf4 -1,51 -1,36

1449679 s_at syntaxin 5A Stx5a -1,54 -1,38

Metabolismus

1417774 _at N-acetylneuraminic acid synthase (sialic acid synthase) Nans -1,57 -1,48

Strukturmolekiil

1452754 _at RIKEN cDNA 5730592L21 gene 5730592L.21Rik -2,31 -1,91

Transkription/Nukleus

1431044 _at THO complex 1 Thoct -1,50 -1,33

unbekannte Funktion

1436623_at ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7 Entpd7 -1,51 -1,37

1430368_s_at RIKEN cDNA 1700019D03 gene 1700019D03Rik  -1,66 -1,42

1435315_s_at RIKEN cDNA 2900034E22 gene 2900034E22Rik -1,78 -1,86

1457287 _at Transcribed locus -1,63 -1,49

1423707 _at Transmembrane protein 50B Trem50b -1,59 -1,35

Tab.7. Signifikant veréanderte Probesets (p < 0,001) in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen nach Be-
handlung mit frischem AB(1-42) (50 uM, 24h) und H,O, (250 uM, 24h) mit einer = 1,5-fachen Verande-
rung in mindestens einer der beiden Behandlungsgruppen

Diese Probesets wurden manuell entsprechend ihrer Involvierung in biologischen
Prozessen in Rubriken klassifiziert. In einigen Féllen war die eindeutige Zuordnung
eines Probesets in eine Rubrik aufgrund vielféltiger biologischer Funktionen nicht
madglich. In diesen Fallen wurde der Klassifizierung ,Apoptose, Stress“ bzw. ,Prote-
inmodifikation/-degration/ER/Golgi-Apparat” stets der Vorrang gegeben, da die Ver-
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anderung dieser Gene vermutlich in erster Linie aus der Behandlung mit den toxi-
schen Substanzen resultierte. Probesets mit spezieller, nicht den bestehenden Rub-
riken zuordenbarer Funktion wurden als ,andere Funktion“ klassifiziert. Probesets, fur
die keine biologische Funktion gefunden werden konnte, wurden der Rubrik ,unbe-
kannte Funktion zugeordnet. Einige Gene des Datensatz, wie z.B. Clusterin, wurden
gleichzeitig durch mehrere veranderte Probesets identifiziert. Ursache hierfir ist die
Struktur des Affymetrix Genechip® Mouse Genome 430 2.0, bei dem ein Gen auch

durch mehrere Probesets kodiert werden kann.

3.3.4.2 Ergebnisse der quantitativen real-time RT-PCR

Die Validierung der Ergebnisse der Microarray-Analyse erfolgte mit quantitativer real-
time RT-PCR. Dazu wurde die Expression von 12 ausgewabhlten signifikant verander-
ten Genen der Microarray-Analyse in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen nach Be-
handlung mit frischem AB(1-42) (50 uM, 24h), H>O, (250 uM, 24h) sowie Kontrollzel-
len unter Verwendung von kommerziellen TagMan® Assays bestimmt. Die Ergebnis-

se sind in Tabelle 8 zusammenfassend dargestellt.

In der AB(1-42)-behandelten Gruppe konnten fir 10 der 12 untersuchten Gene die
Ergebnisse der Microarray-Analyse bestétigt werden. Alle 10 Gene wiesen wie bei
den Microarrays eine signifikante Auf- bzw. Abregulation (ANOVA und post-hoc Tu-
key-Test p < 0,05) von mindestens = 1,5 auf. Die signifikante Genexpressionsveran-
derung der Gene Bcl-2 modifying factor und Jun-oncogene konnte dagegen mit real-
time RT-PCR nicht bestatigt werden. Beide Gene zeigten eine geringere Aufregulati-
on als bei den Microarrays, fir die keine statistische Signifikanz nachgewiesen wer-

den konnte.

In der H2O,-behandelten Gruppe konnte fur 11 der 12 untersuchten Gene, die in der
Microarray-Analyse auf- bzw. abreguliert waren, auch in der real-time RT-PCR eine
Auf- bzw. Abregulation gezeigt werden. Nur flr die Expression des Bcl-2 modifying
factors, die in den Microarray-Ergebnissen eine geringe Aufregulation (1,04) zeigte,
wurde in der real-time RT-PCR eine Abregulation (-1,57) bestimmt. Die statistische
Analyse ergab, dass die ausgewadhlten signifikant veranderten Gene der HyO»-
Gruppe defender against cell death 1 und FK506 binding protein auch in der real-
time RT-PCR signifikante Genexpressionsveranderungen (ANOVA und post hoc Tu-

key-Test p < 0,05) aufwiesen. Fir die Aufregulation des Fas apoptotic inhibitory mo-
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lecule 2 konnte keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Auf die Ergeb-
nisse der statistische Auswertung der anderen Gene der H,O,-Gruppe in Tabelle 8
soll nicht naher eingegangen werden, da diese aufgrund der festgelegten Filterkrite-
rien der Microarray-Analyse (Auf- bzw. Abregulation = 1,5 und p < 0,001) far eine

weitere Klassifizierung ausgeschlossen wurden.

AB H.0;
Acc. Nr. Genname MA PCR p (T MA PCR p (T p (A)
XM_129579 activating  transcription -1,80 -2,20 0,007758 -1,49 -1,67 0,030408 0,008026
factor 6
NM_138313 Bcl2 modifying factor 1,64 1,06 0,935938 1,04 -1,57 0,178913  0,103585
NM_007537 Bcl2-like 2 -1,74 -2,37 0,041283 -1,45 -1,63 0,156174  0,045473
NM_013492 clusterin 2,04 1,85 0,036173 -1,03 -1,42 0,522901 0,010184

NM_010015 defender against cell -1,54 -2,37 0,000002 -1,43 -1,50 0,000049  0,000002
death 1

NM_008929 DnaJ (Hsp40) homolog, -3,09 -4,33 0,000073 -2,24 -1,81 0,001500 0,000091
subfamily C, member 3

NM_028224 Fas apoptotic inhibitory -1,79 -2,02 0,003962 -1,42 -1,23 0,194699  0,004640
molecule 2

NM_024169 FK506 binding protein 11 -1,75 -3,41 0,002536 -1,68 -2,59 0,005157  0,002051

NM_010591 Jun-oncogene 1,81 1,17 0,609749 1,21 1,19 0,537574 0,512106
NM_008791 Purkinje cell protein 4 2,08 1,99 0,008157  -1,33 -1,40 0,421913  0,002227

NM_021712 solute carrier family 18 1,62 1,51 0,007236 -1,06 -1,08 0,751617  0,002907
(vesicular  monoamine),
member 3

NM_010015 solute carrier family 39 -1,62 -2,41 0,000069 -1,27 -1,33 0,007110  0,000086
(zinc transporter), mem-
ber 14

Tab.8. Ausgewahlte, signifikant veranderte Probesets der Microarray-Analyse validiert mit quantitativer
real-time RT-PCR in der AB(1-42)- und H,O.-Behandlungsgruppe (MA — x-fach veranderte Ge-
nexpression bei Microarray; PCR — x-fach veranderte Genexpression bei real-time RT-PCR (bezogen

zur Kontrolle; p (A) — p-Wert anova, P (T) — p-Wert post-hoc Tukey-Test)

Um die Gite der Ubereinstimmung beider Methoden zu untersuchen, wurde eine
Pearson's Korrelation fir die ausgewahlten Gene durchgefiihrt (Tab.8). Eine Pear-
son’'s Korrelation spiegelt den Grad der linearen Beziehung zwischen zwei Daten-
matrices wieder. Der ermittelte Pearson's Korrelationskoeffizient R kann einen Be-
reich von —1 < R < 1 umfassen, wobei bei R = -1 bzw. R = 1 eine perfekte lineare Be-

ziehung zwischen den Datenmatrices besteht.
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Die x-fachen Expressionsveranderungen der Microarray-Analyse stellten in diesem
Fall eine Datenmatrix dar; die x-fachen Expressionsveranderungen der quantitativen
real-time RT-PCR bildeten die andere Datenmatrix. Als Pearson’s Korrelationskoeffi-
zient konnte R = 0,9237 (p < 0,001) bestimmt werden. Der Korrelationskoeffizient
bestatigt eine gute Korrelation zwischen den Daten der Microarray-Analyse und der
real-time RT-PCR.

R = 0,9237

N
1
gy

x-fache Genexpressionsverédnderung
real-time RT-PCR

x-fache Genexpressionsverdnderung Microarray

Abb.16. Pearson’'s Korrelation zwischen den x-fachen Expressionsverédnderungen der ausgewahlten
Gene bestimmt mittels Microarray-Analyse und quantitativer real-time RT-PCR
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3.3.5 Untersuchung der AB(1-42)-vermittelten Toxizitat auf Proteinebene
3.3.5.1 Beeinflussung der MAPK-Signalkaskaden durch AB(1-42)

In der Microarray-Analyse und der real-time RT-PCR wurde nach AB(1-42)-
Behandlung eine veréanderte Genexpression des Transkriptionsfaktors c-jun (Jun-
oncogene) bestimmt (Tab.8). Der Transkriptionsfaktor besitzt wichtige Funktionen in
der Regulation von Proliferation und Differenzierung einer Zelle, aber auch apoptoti-
sche Prozesse kdénnen Uber c-jun vermittelt werden. Durch duale Phosphorylierung
am Serin® und Threonin” erfolgt die Aktivierung von c-jun im Nukleus (Hilberg et al.,
1993; Behrens et al., 1999; Okazawa und Estus, 2002; Zhu et al., 2002).
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Abb.17. Zeitabhangige Phosphorylierung von c-jun nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 pM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-
scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 4, * p < 0,05 signifikant gegenlber Inku-
bationsbeginn (0 h), T-Test)

Welchen Einfluss frisches AB(1-42) auf die Proteinexpression von c-jun in differen-
zierten SN56.B5.G4-Zellen hat, wurde mittels Western-Blotting und anschlieBender
Immunodetektion unter Verwendung eines spezifischen Antikdrpers gegen das c-jun-
Protein untersucht. Gleichzeitig wurde die zeitabhé&ngige Aktivierung des Transkripti-

onsfaktors mit Hilfe eines Antikdrpers gegen die phosphorylierte Form von c-jun be-
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stimmt. Dazu wurden differenzierte SN56.B5.G4-Zellen mit 50 puM frischem AB(1-42)
behandelt und zu Beginn der Inkubation (0 h) sowie nach 2 h, 6 h, 12 h und 24 h die
Zellen fur eine Proteinanalyse aufbereitet.

Die Proteinuntersuchung zeigte, dass nach zweistiindiger Inkubation mit AR(1-42)
eine signifikante Aktivierung von c-jun durch Phosphorylierung erfolgt (Abb.17). Far
die Expression des c-jun-Gesamtproteins konnte im ausgewahlten Untersuchungs-
zeitraum bis 24 h eine marginale, nicht signifikante Erhdéhung festgestellt werden
(Abb.18).
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Abb.18. Zeitabhangige Expression des c-jun-Proteins nach Inkubation von differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen mit 50 uM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender
densitometrischer Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 6, T-Test)

Als SchlUsselaktivator fur c-jun gilt die c-Jun N-terminale Proteinkinase (JNK) (Lin,
2003; Manning und Davies, 2003; Shen und Liu, 2006). Die JNK - auch als Stress-
aktivierte Proteinkinase (SAPK) bezeichnet - gehort zur Familie der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Extrazellulare Stimuli (Hitze, Strahlung, Zytokine),
die eine Schadigung oder Stress in der Zelle verursachen kénnen, aktivieren JNK.
Die Aktivierung erfolgt nach dualer Phosphorylierung eines spezifischen Threo-
nin/Tyrosin-Motifs durch eine Ubergeordnete Proteinkinase (z.B. MKK4, MKK?7).
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Abb.19. Zeitabhangige Phosphorylierung von JNK nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 pM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-

scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 4, T-Test)

In einer weiteren Western-Blot-Analyse wurde untersucht, ob JNK - als downstream
Mediator von c-jun - durch frisches AB(1-42) aktiviert bzw. die Proteinexpression ver-
andert wird. Die Ergebnisse der zeitabhangigen JNK-Aktivierung sind in Abb.19 dar-
gestellt. Unter dem Einfluss von frischem AB(1-42) konnte in differenzierten
SN56.B5.G4-Zellen eine erhéhte Phosphorylierung von JNK beobachtet werden. Die
héchste Phosphorylierung von JNK wurde nach zweistiindiger Inkubation detektiert.
Auch das Gesamtprotein JNK wird wéahrend der Inkubation mit AB(1-42) in den Zel-
len erhdht (Abb.20). Nach 12-stindiger Exposition erreicht das JNK-Protein die
héchste Expression. Die quantitative densitometrische Analyse ergab jedoch keine
statistische Signifikanz der erh6hten Proteinmengen von phospho-JNK und JNK.
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Abb.20. Zeitabhangige Proteinexpression von JNK nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 pM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-
scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 6, T-Test)

Die Signalkaskade, in der die JNK involviert ist, gehért zur Gruppe der MAPK-
Signalkaskaden. MAPK-Signalwege setzen sich aus hierarchisch angeordneten Se-
rin/Threonin Kinasen zusammen, wobei eine Ubergeordnete MAPK die jeweils unter-
stehende MAPK durch Phosphorylierung aktiviert (Chang und Karin et al., 2001;
Johnson und Lapadat, 2002). Die Aktivierung aller MAPK-Signalkaskaden miindet in
einem gemeinsamen Endpunkt - der Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
wie z.B. c-jun. Neben dem JNK-Weg existieren zwei weitere MAPK-Signalwege: der
ERK- und der p38-Weg, die ebenfalls nach den zentralen Proteinkinasen benannt
wurden. Der ERK-Signalweg ist unter anderem in Zellwachstum, Proliferation und
Differenzierung involviert und wichtiger Regulator der neuronalen Funktion. Vor allem
Neurotrophine und Wachstumsfaktoren aktivieren ERK in Neuronen (Rubinfeld und
Seger, 2005). P38 wird, wie JNK, vorwiegend durch Umgebungsstress aktiviert. Wei-
tere Funktionen der p38 sind die Vermittung von Zellwachstums- und Entziindungs-
prozessen, Zellzyklus oder Zelltod (Herdegen und Waetzig, 2001; Gallo et al., 2002).
Die Expression und Aktivierung der Proteinkinasen ERK und p38 durch Behandlung
mit frischem AB(1-42) wurde ebenfalls im vorhandenen Zellmodell mit Western-

Blotting untersucht.

67



Ergebnisse

150+

Oh 2h 6 h 12 h 24 h

Zeit

/=42 kDa
44 kDa

normalisiert)

p-ERK-Protein
(Optische Dichte; % B-Actin
o
o
1

44 kDa —
42kDa —~ » p-ERK

—

Abb.21. Zeitabhangige Phosphorylierung von ERK nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 uM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-

scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 6, T-Test)
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Abb.22. Zeitabhéngige Proteinexpression von ERK nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 uM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-
scher Analyse, (normalisiert zur Expression von -Actin, n = 6, * p < 0,05 signifikant gegentber Inku-
bationsbeginn (0 h), T-Test)
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Flr die ausgewahlten Inkubationszeitpunkte konnte fir ERK im Vergleich zum Inku-
bationsbeginn (0 h) keine verstarkte Phosphorylierung durch Inkubation mit AB(1-42)
nachgewiesen werden (Abb.21). Nach 24 h wurde lediglich ein geringes Absinken
der Immunaktivitéat des phosphorylierten ERK-Proteins beobachtet. Das Gesamtpro-
tein ERK dagegen zeigt unter AB(1-42)-Einfluss eine signifikante zeitabhangige Ex-
pressionserhéhung (Abb.22).
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Abb.23. Zeitabhangige Phosphorylierung von p38 nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 pM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-

scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 4, T-Test)

Als dritte zentrale MAPK wurde die Aktivierung und Proteinexpression von p38 unter-
sucht. Zu keinem der ausgewahlten Zeitpunkte konnte eine signifikante zeitabhangi-
ge Phosphorylierung von p38 festgestellt werden (Abb.23). Die Expression des Ge-
samtproteins p38 wird unter dem Einfluss von AB(1-42) geringflgig erhdht, wobei
nach sechsstindiger Inkubation ein Maximum erreicht wird (Abb.24). Die statistische
Analyse der densitometrischen Messung zeigte keine Signifikanz der zeitabhangigen

p38-Expressionserhéhung.

69



Ergebnisse

100

—|' . 43 kDa

_|

normalisiert)
(¢
<

25

p38-Protein
(Optische Dichte; % B-Actin

0Oh 2h 6h 12h 24 h
Zeit

13K08 1 iy — — — p38

Ly T ——— B-Actin

Abb.24. Zeitabhéngige Proteinexpression von p38 nach Inkubation von differenzierten SN56.B5.G4-
Zellen mit 50 pM frischem AB(1-42), bestimmt mittels Western-Blot mit anschlieBender densitometri-

scher Analyse, (normalisiert zur Expression von B-Actin, n = 5, T-Test)
3.3.6 Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die AB(1-42)-vermittelte Toxizitat

Die Gen- und Proteinexpressionsanalyse weisen auf eine Beteiligung der MAPK-
Signalwege an der Toxizitat von frischem AB(1-42) auf cholinerge Neuronen hin. Ei-
ne Inhibition der MAPK kénnte méglicherweise Einfluss auf die AB(1-42)-vermittelte
Zytotoxizitat besitzen. Um den Zusammenhang zwischen MAPK-Inhibition und AB(1-
42)-Toxizitat zu untersuchen, wurden differenzierte SN56.B5.G4-Zellen mit selektiven
MAPK-Inhibitoren und frischem AB(1-42) in Pr&- oder Coinkubation behandelt. Die
Toxizitat wurde mit Hilfe des MTT-Assays bestimmt. In Parallelanséatzen wurde au-
Berdem der Einfluss der MAPK-Inhibitoren auf die Viabilitdt der SN56.B5.G4-Zellen
bestimmt. Auf einen Nachweis der MAPK-Inhibition wurde verzichtet, da die Wirkung
der verwendeten Inhibitoren bereits in zahlreichen Publikationen belegt wurde.
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Abb.25. Einfluss von PD98059 auf die Toxizitdt von 50 uM frischem AB(1-42) auf differenzierte
SN56.B5.G4-Zellen, gemessen mittels MTT-Assay (Prainkubation: Inkubation mit PD98059 fir 24 h,
dann Entfernung von PD98059 und Inkubation mit 50 uM frischem AB(1-42) fir weitere 24 h, n = 4;
Coinkubation: gleichzeitige Inkubation von PD98059 und 50 puM frischem AB(1-42) fiir 24 h, n = 5,
Kruskal-Wallis-Test)

Zur Hemmung der ERK-Signalkaskade wurde der selektive Proteinkinase-Inhibitor
PD98059 eingesetzt (Alessi et al., 1995). Durch Anbindung von PD98059 an die
unphosphorylierte, inaktive Form von MAPKK1, der Ubergeordneten Kinase von
ERK, wird die fur die Phosphorylierung/Aktivierung von MAPKK1 erforderliche Kon-
formationsdnderung und damit die Aktivierung der nachfolgenden ERK-
Signalkaskade verhindert. Der MTT-Assay zeigte, dass im untersuchten Konzentrati-
onsbereich zwischen 1 - 50 uM weder die Prainkubation noch die Coinkubation mit
PD98059 toxisch fur die Zellen ist (Abb.25). Eine Behandlung der Zellen mit
PD98059 konnte die AB(1-42)-induzierte Abnahme der Zellviabilitat nicht verhindern.
Alle drei untersuchten Konzentration von PD98059 (1 uM, 10 uM, 50 uM) sowohl als
Pra- oder Coinkubation mit AB(1-42) flihrten zu einer ahnlichen Reduktion der Zell-

zahl auf ~ 70 % wie die Inkubation mit dem Peptid selbst.

Als selektiver JNK-Inhibitor wurde SP600125 verwendet (Bennett et al., 2001).
SP600125 besitzt in den verwendeten Konzentrationen (1 uM, 10 uM, 50 uM) keine
toxischen Effekte auf die cholinergen Zellen (Abb.26). Fir SP600125 konnte in Pra-
und Coinkubation kein signifikanter Einfluss auf die AB(1-42)-vermittelte Toxizitat
nachgewiesen werden. Die Prainkubation mit 1 uM SP600125 fiihrt zu einer gering-
flgigen Erhdhung der Zellviabilitat gegenltber der Behandlung mit AB(1-42) allein,
diese ist aber nicht signifikant.
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Abb.26. Einfluss von SP600125 auf die Toxizitdt von 50 uM frischem AB(1-42) auf differenzierte
SN56.B5.G4-Zellen, gemessen mittels MTT-Assay (Prainkubation: Inkubation mit SP600125 fiir 24 h,
dann Entfernung von SP600125 und Inkubation mit 50 uM frischem AB(1-42) fir weitere 24 h, n = 4;
Coinkubation: gleichzeitige Inkubation von SP600125 und 50 puM frischem AB(1-42) fir 24 h, n = 4,
Kruskal-Wallis-Test)

Zur Inhibition von p38 wurde PD169316, ein potenter und selektiver Kinase-Hemmer,
eingesetzt (Gallagher et al., 1997). Im Konzentrationsbereich zwischen 1 - 10 uyM
zeigte PD169316 keine Toxizitat auf differenzierte SN56.B5.G4-Zellen (Abb.27). Fir
50 uM konnte eine signifikante Toxizitat von PD169316 beobachtet werden. Trotz der
Toxizitat von 50 uM PD169316 allein wurde in Coinkubation mit 50 uM frischem
AB(1-42) ein signifikanter Anstieg der Zellviabilitat gegentber der Inkubation ohne
PD169316 bestimmt. Auch bei der Prainkubation ist dieser positive Effekt auf die

Zellviabilitat erkennbar.

Prainkubation Coinkubation
150+ _ 1507 *
3 g \ ] CJohne AB(1-42)
o) e [ ] B it AB(1-42)
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Abb.27. Einfluss von PD169316 auf die Toxizitdt von 50 uM frischem AB(1-42) auf differenzierte
SN56.B5.G4-Zellen, gemessen mittels MTT-Assay (Prainkubation: Inkubation mit PD169316 fiir 24 h,
dann Entfernung von PD169316 und Inkubation mit 50 uM frischem AB(1-42) fir weitere 24 h, n = 4;
Coinkubation: gleichzeitige Inkubation von PD169316 und 50 uM frischem AB(1-42) fir24 h,n=5,*p
< 0,01 signifikant gegeniiber der Toxizitdt ohne PD169316, Kruskal-Wallis-Test)
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4 Diskussion

4.1 Diskussion hinsichtlich experimentell-methodischer Aspekte

4.1.1 SN56.B5.G4-Zellen als Modell fur cholinerge Neuronen

Neben der Untersuchung von post mortem Hirngewebe, Blut und Cerebrospinalflis-
sigkeit von Alzheimer-Patienten, bildgebenden Verfahren und Tiermodellen werden
Zellkulturmodelle zur Aufklarung der pathologischen Prozesse bei Morbus Alzheimer
genutzt. Man unterscheidet zwischen Primérzell- und organotypischen Hirnschnitt-
Kulturen sowie immortalen Zelllinien (Lindl, 1999). Priméarzell- und Hirnschnittkulturen
werden aus einem lebenden Organismus isoliert und ex vivo weiter kultiviert. Zellli-
nien stammen von Tumorzellen ab und besitzen unbegrenzte Teilbarkeit. Ein Vorteil
von Zelllinien gegentber Primérzellkulturen ist die konstante Zusammensetzung der
Kultur. Priméarzellkulturen setzen sich oft aus verschiedenen Zellarten mit verschie-
denen Neurotransmitterphenotypen zusammen und sind fir eine isolierte Betrach-

tung eines einzelnen Zelltyps ungeeignet.

Die in den Untersuchungen verwendete SN56.B5.G4-Zelllinie stammt von der muri-
nen Neuroblastom-Zelllinie N18TG2 ab. Durch somatische Fusion der Neuroblastom-
Zellen mit Neuronen aus dem medialen Septum postnataler Mause (Stamm:
C57BL/6, 21. Postnataltag) wurden Hybridzellen geschaffen, die Eigenschaften bei-
der parentaler Zelltypen besitzen (Hammond et al., 1986; Hammond et al., 1990; Lee
et al., 1990; Wainer et al., 1991). Die entstandenen Zellen waren immortal und zeig-
ten die Expression cholinerger Marker, wobei die Linie SN56.B5.G4 einen besonders
stark ausgepragten cholinergen Phenotyp aufwies (Blusztajn et al., 1992). Neben
Enzymen des Acetylcholinstoffwechsels, wie Acetylcholinesterase (AChE) und Choli-
nacetyltransferase (ChAT) (Jankowska et al., 1997; Szutowicz et al., 1999; Heinitz et
al., 2006), exprimieren SN56.B5.G4-Zellen den Cholintransporter (HACU) (Blusztajn
et al., 1992) sowie den vesikularen Acetylcholintransporter (VAChT) (Barbosa et al.,
1999; Santos et al., 2000; Santos et al., 2001; Barbosa et al., 2002). Die Zellen kdn-
nen Acetylcholin synthetisieren, speichern und nach Depolarisation ins Zellkulturme-
dium freisetzen (Blusztajn et al., 1992). Durch Behandlung mit Retinsdure und dibuty-
ryl-cAMP wird der Acetylcholinstoffwechsel in den SN56.B5.G4-Zellen stimuliert und

eine morphologische und neurochemische Differenzierung zu einem noch starker
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ausgepragten cholinergen Phenotyp erreicht (Blusztajn et al., 1992; Heinitz et al.,
2006). Des Weiteren wurde die Expression von Muskarinrezeptoren, Subtyp M2 (Ro-
soff et al., 1996; Rosoff und Nathanson, 1999), Nikotinrezeptoren (Nilbratt et al.,
2007) und p75-Neurotrophinrezeptoren (p75"'") (Berse et al., 1999; Madziar et al.,
2003) in der Zelllinie beschrieben. Im Menschen sind M2-Rezeptoren unter anderem
in den cholinergen Hirnregionen (basales Vorderhirn, mediales Septum und Hippo-
campus) zu finden und weisen eine Kolokalisation mit ChAT auf (Caufield, 1993). Die
cholinerge Degeneration beim Alzheimer-Patienten ist von einer verdnderten
Signaltransduktion muskarinerger (Mash et al., 1985; Boulay et al., 1996) und nikoti-
nerger Rezeptoren begleitet (Nordberg et al., 1992b, c; Perry et al., 1995). Der
p75"™ wird ebenfalls verstirkt in cholinergen Neuronen des Gehirns exprimiert
(Schor, 2005; Lu et al., 2005) und kann als cholinerger Marker betrachtet werden.
Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften stellen SN56.B5.G4-Zellen ein geeigne-
tes Modell far cholinerge Neuronen dar.

In der vorliegenden Studie wurden ausschlieBlich differenzierte SN56.B5.G4-Zellen
verwendet. Diese besitzen im Vergleich zu undifferenzierten Zellen starker ausge-
pragte cholinerge Eigenschaften, was in den Voruntersuchungen gezeigt werden
konnte. Zum anderen handelt es sich bei den cholinergen Neuronen des humanen
Gehirns ebenfalls um Zellen im ausdifferenzierten Zustand.

Die Verwendung der SN56.B5.G4-Zellen in Toxizitatsstudien ermdglicht eine isolierte
Betrachtung von Prozessen, die auch bei der Degeneration cholinerger Neuronen im
Alzheimer-Hirn eine Rolle spielen kénnten. Jankowska und Mitarbeiter untersuchten
beispielsweise, welchen Effekt der akute und chronische Einfluss von Aluminium auf
den Acetylcholin-Metabolismus in den cholinergen Zellen hat (Jankowska et al.,
2000). Fass et al. testeten die Toxizitat verschiedener NO-Donoren mit SN56.B5.G4-
Zellen (Fass et al., 2004). Einige Arbeitsgruppen beschaftigten sich auch mit der AB-
induzierten Toxizitat in den cholinergen Zellen (Pedersen et al., 1996, Pedersen und
Blusztajn, 1997; Le et al., 1997; Colom et al., 1998; Bielarczyk et al., 2003; Magal-
haes et al., 2005; Bielarczyk et al., 2006). Pedersen und Mitarbeiter berichteten, dass
die Behandlung der SN56.B5.G4-Zellen mit niedrigen Konzentrationen AB(1-28) und
AB(1-42) eine Reduktion der Acetylcholinsynthese induziert - ein Effekt, der zu den
cholinergen Defiziten im Alzheimer-Hirn beitragen kdnnte (Pedersen et al., 1996; Pe-
dersen und Blusztajn, 1997). Neben reduzierten cholinergen Enzymaktivitdten wur-
den nach Behandlung mit AB neurotoxische Effekte beobachtet (Le et al., 1997; Co-
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lom et al., 1998; Bielarczyk et al., 2003). Le et al. zeigten an der Zelllinie, dass die
AB(1-40)-induzierte Toxizitat mit einer gesteigerten Tau-Phosphorylierung und einer
erhdhten Expression des APP assoziiert ist (Le et al., 1997) - auch Prozesse, die in

cholinergen Neuronen des Alzheimer-Hirns von Bedeutung sein kénnten.

Trotz der Vorteile, welche die isolierte Betrachtung von Vorgangen in einem einzel-
nen Zelltyp bietet, ist zu beriicksichtigen, dass eine Zellantwort im menschlichen Or-
ganismus durch das komplexe Zusammenspiel verschiedenster Hirnzellen entsteht.
Diese Komplexitat kann mit keinem der derzeit zur Verfugung stehenden Zellkultur-
modellen nachgestellt werden. Hirnschnitt- und Primarzell-Kulturen bestehen zwar
aus verschiedenen Zelltypen und ahmen einen physiologischen Zellverband nach.
Die isolierte Betrachtung von Einzelzellen aus diesem Verband ist aber schwierig,

besonders wenn quantitative Veranderungen erfasst werden sollen.

Problematisch an Zelllinien ist weiterhin, dass sie oft eine unphysiologische Protein-
expression zeigen. SN56.B5.G4-Zellen exprimieren beispielsweise keine p140TrkA-
Rezeptoren (Berse et al., 1999). p140TrkA sind Neurotrophinrezeptoren, die auch in
den cholinergen Zellen des basalen Vorderhirns zu finden sind (Benito-Gutierrez et
al., 2006). Die Rezeptoren sind wie p75""" mit ChAT und VAChT kolokalisiert und
weisen bei Morbus Alzheimer eine Abregulation auf (Boissiere et al., 1997; Mufson et
al., 1997). Die fehlende Expression bestimmter Rezeptortypen kann eine andere
Zellantwort als die physiologische hervorrufen. Uber die Expression einiger anderer
Rezeptoren in SN56.B5.G4-Zellen ist bisher nichts bekannt und erfordert eine weite-

re Charakterisierung der Zelllinie.

SN56.B5.G4-Zellen sind murine Zellen. Obwohl zahlreiche in der Forschung genutzte
Zellmodelle tierischen Ursprungs sind, lassen sich die Ergebnisse nicht uneinge-
schrankt auf menschliche Zellen tbertragen. Neuroblastom-Zelllinien humaner Ab-
stammung sind z.B. SH-SY5Y (Gomez-Santos et al., 2002), LA-N-2 (Crosland et al.,
1996) oder IMR-32 (Clementi et al., 1986). Diese Zelllinien besitzen jedoch nur par-
tiell cholinerge Eigenschaften und sind deshalb als cholinerge Neuronenmodelle un-
geeignet.

Nicht zu vergessen ist, dass die Alzheimer-Pathogenese beim Menschen in einem
progressiven chronischen Prozess Uber Jahre verlduft. In allen Zellmodellsystemen

kann immer nur kurzzeitige akute Toxizitat simuliert werden. Alle Ergebnisse, die mit

75



Diskussion

Zellkultur- und Tiermodellen erhalten werden, erfordern eine in vivo Validierung im

Alzheimer-Patienten.

4.1.2 Genexpressionsuntersuchungen mit Microarrays

Die Verwendung der Microarray-Technologie wurde erstmals 1996 beschrieben (De-
Risi et al., 1996; DeRisi et al., 1997). Seitdem haben sich Microarrays durch eine ste-
tig steigende Zahl von Nutzern und viele Publikationen in den letzten Jahren zu einer
wichtigen molekularbiologischen Methode etabliert (Yang und Speed, 2002; Allison
et al., 2005). Microarrays, auch als Genchips bezeichnet, ermdglichen die gleichzeiti-
ge Bestimmung des Expressionsstatus von zahlreichen Genen bis hin zum Gesamt-
genom. Mit den anderen Ublichen RNA-Techniken, wie der RT-PCR, Northern Blot
oder in-situ Hybridisierung, ware das aufgrund des immensen Zeit- und Arbeitsauf-
wands nicht realisierbar. Die Datenmengen, die durch eine Microarray-Analyse ent-
stehen, sind aber so enorm umfangreich, dass es der Entwicklung aufwendiger Aus-
wertungsstrategien basierend auf Zusammenhangen der Mathematik, Statistik und
Bioinformatik bedarf. Je nach Art der Microarrays, dem Versuchsdesign und der Fra-
gestellung werden verschiedenste Verfahren und Algorithmen angewandt und stan-
dig weiterentwickelt. Generell sind immer die Schritte Preprocessing (Image-Analyse,
Normalisierung der Rohdaten und gegebenenfalls Filterung), Statistische Analyse,
Klassifizierung und eine anschlieBende Validierung zur Auswertung der Ergebnisse
noétig (Allison et al., 2005).

In der durchgeflihrten Genexpressionstudie wurden kommerzielle Affymetrix Gene-
Chips® ausgewadhlt. Affymetrix GeneChips® gehdren derzeit als cDNA-
Oligonucleotidarrays zu den Marktfiihrern und ihre Anwendung wurde vielfach publi-
ziert (Irizarray et al., 2003b). Die Imageanalyse der Affymetrix GeneChips® erfolgte
mit der dazugehdrigen und etablierten Software Microarray Suite 4.0 (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA), die speziell fiir das Scannen der Microarrays entwickelt wur-
de. Zur Normalisierung der Affymetrix GeneChips® stehen verschiedene Verfahren
zur Verfugung. Im Wesentlichen unterscheiden sich alle Verfahren in Prazision und
Richtigkeit in Abhangigkeit von der H6he der Expressionsanderung. Die von Affy-
metrix entwickelte Methode MASS (Microarray Suite, Version 5) besitzt zwar eine
hohe Richtigkeit in der Vorhersage der tatsachlichen Expressionsveranderung, aber
die Pr&zision von MASS ist im Bereich gréBerer Expressionsveranderungen nicht
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ideal. RMA dagegen, welche in dieser Studie gewahlt wurde, ist durch eine geringe
Richtigkeit, aber héhere Préazision bei niedrigen und héheren Expressionsverande-
rungen gekennzeichnet und wird als bessere Normalisierungsmethode betrachtet
(Quakenbush, 2002; Bolstad et al., 2004, Choe et al., 2005; Millenaar et al., 2006).
Dennoch ist stark umstritten, welches das beste Normalisierungsverfahren ist (Allison
et al., 2005). Auch die statistische Analyse reicht vom einfachen Berechnen der x-
fachen Expressionsveranderung bis hin zu multiplen Tests mit Fehlerkorrekturbe-
rechnungen (Allison et al., 2005). Dabei treten Diskrepanzen zwischen den Interes-
sen der Naturwissenschaftler und Bioinformatiker auf. Microarrays dienen den Na-
turwissenschaftlern meist als Screening-Tool, wobei ein gewisses Auftreten von
falsch-positiven oder falsch-negativen Genen in der Analyse akzeptiert wird. Oft wird
der Probenumfang durch die immensen Kosten der Microarrays begrenzt. Die Bioin-
formatiker streben dagegen eine Analyse mit héchster Richtigkeit und Zuverlassigkeit
an. Je nach Fragestellung der Untersuchung sollte zwischen den Interessen beider

Gruppen ein Kompromiss gefunden werden.

Far die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Auswertung wurde auch auf die Be-
rechnung komplizierter Fehlerkorrekturen verzichtet. Daflr wurde in der ANOVA-
Analyse und dem post-hoc Tukey-Test ein strenger p-Wert von 0,001 ausgewanhilt.
Von den 45.000 Probesets des Affymetrix GeneChips® werden wahrscheinlich 45
Gene als falsch positiv oder negativ identifiziert. FUr die Fragestellung der Arbeit liegt
die Fehlerquote in einem akzeptablen Rahmen. In der nachfolgenden Validierung
konnten fast alle ausgewahlten Expressionsénderungen der Microarray-Analyse mit
einer zweiten Methode, der real-time RT-PCR, bestatigt werden. Der Pearson-
Koeffizient zeigte eine starke und signifikante Korrelation zwischen beiden Metho-
den, die den Werten anderer Verdffentlichungen entspricht (Dallas et al., 2005; Nagy

et al., 2005). Demnach liefert die ausgewahlte Auswertestrategie zuverlassige Daten.

Als letzter Schritt der Analyse ist die Einordnung der signifikant veranderten Gene in
sinnvolle ontologische Kategorien ndétig (www.geneontology.org). Dies erleichtert
nicht nur die Ubersicht lber die Daten, sondern ermdglicht auch eine Identifizierung
der involvierten Signalwege. Die Gene kdnnen nach verschiedenen Gesichtspunkten
(z.B. Zellkompartiment, molekulare Funktion) gruppiert werden. In dieser Studie wur-
de die Klassifizierung nach biologischen Prozessen bevorzugt, um so Aufschluss
Uber die Vorgange der Zellantwort zu erhalten. Sowohl die manuelle als auch die

Klassifizierung mit Onto-Express ergab ahnliche biologische Kategorien. Der Vorteil
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von Onto-Express (Khatri et al., 2002) gegenlber der manuellen Klassifizierung ist,
dass bei der Einordnung das Expressionsprofil des Genchips bertcksichtigt und eine
zusatzliche statistische Prifung der Relevanz jeder Kategorie vorgenommen wird.

Neben unzahligen Algorithmen und Auswerteverfahren von Microarrays steht dem
Nutzer eine genauso groBe Anzahl von Softwareprogrammen zu Verfligung, die bei
der Bewaltigung der Datenmassen helfen sollen. Welche Methoden und Programme
schlieBlich flr die Analyse ausgewahlt werden, liegt im Ermessen jedes einzelnen
Forschers. Bei der Auswertung von Microarrays gibt es nicht einen Weg und somit
auch nicht eine Lésung, welche die Identifizierung aller veranderten Gene ermdglicht.
Eine Kombination vieler Methoden wére nétig, um alle signifikant veranderten Gene
mit einer ausreichenden Richtigkeit und Zuverlassigkeit zu identifizieren. Ob das fir
den jeweiligen Sachverhalt entscheidend ist, liegt ebenfalls bei jedem Forscher
selbst. Viel wichtiger ist eine Validierung der erhaltenen Gene mit anderen Methoden
wie z.B. der real-time RT-PCR. Und nicht zuletzt ist die Uberpriifung der Daten auf
Proteinebene erforderlich, denn das Genom muss nicht unbedingt mit dem Proteom
korrelieren (Gygi et al., 1999; Hack, 2004).

4.1.3 Genexpressionsuntersuchungen mit real-time RT-PCR

Eine Methode zur Validierung von Microarrays ist die quantitative real-time RT-PCR.
Die real-time RT-PCR entwickelte sich in kurzer Zeit, nachdem sie Anfang der neun-
ziger Jahre erstmals beschrieben wurde (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993),
zu einer etablierten Labortechnologie (Valasek et al., 2005; Huggett et al., 2005). Bei
der real-time RT-PCR erfolgt unter Verwendung spezifischer Primer eine Amplifikati-
on einer Targetsequenz, wobei der Amplifikationsprozess Uber eine Fluoreszenz-
messung verfolgt wird. Dazu werden verschiedene Fluoreszenzproben unter ande-
rem DNA-bindende Farbstoffe (z.B. SYBR green), Hybridisierungsproben, Skorpion-
primer oder Haarnadelprimer der Reaktion zugesetzt. In der vorliegenden Studie
wurden kommerzielle Tagman® Assays von Applied Biosystems verwendet, die eine
schnelle und einfache Bestimmung der Genexpression erlauben (Applied Biosys-
tems, User Manual). Da es sich bei Tagman® Probes um sequenzspezifische, fluo-
reszenzmarkierte DNA-Oligonucleotide handelt, zeichnen sich die Assays durch eine
hohe Spezifitdt gegenliber DNA-bindenden Farbstoffen aus (Watson und Li, 2005).

Durch den Amplifikationsschritt weiBt die real-time RT-PCR auBerdem eine hohe
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Sensitivitat auf, d.h. selbst von geringen Probemengen kann die Genexpression be-
stimmt werden.

Wie bei allen RNA-Methoden setzt die Durchfiihrung der real-time RT-PCR ein sau-
beres Arbeiten voraus. Denn nicht nur die RNA, sondern auch die genutzten Enzyme
und Reagenzien, sind relativ labil. Primer und Proben sollten so ausgewahlt werden,
dass nur spezifische Amplifikationen und keine Cross-Hybridisierungen erfolgen. Bei
den verwendeten Tagman® Assays handelt es sich um kommerzielle bereits prade-
signte Probe- und Primersets, so dass die eigenstandige Auswahl von Probes und

Primern entfallt.

Problematisch bei der Auswertung der real-time-Amplifikation ist die Normalisierung
der Daten. Neben der Normalisierung zum RNA- oder DNA-Gehalt der Probe wird
das Targetgen am haufigsten auf den Gehalt eines Referenzgens (Housekeeping-
Gene, wie z.B. GAPDH, B-Actin, 18S-RNA) normalisiert (Suzuki et al., 2005; Vande-
sompele et al., 2002; Huggett et al., 2005). Doch die Verwendung von Referenzge-
nen ist nicht ideal, da diese nach neueren Untersuchungen auch Expressions-
schwankungen unterliegen (Piechaczyk et al., 1984; Stout et al., 1985; Blomberg et
al., 1987). In vergleichenden Studien brachte die Verwendung der hier gewahlten
18S RNA als Referenzgen die besten Ergebnisse (Schmid et al., 2003; Aerts et al.,
2004). Eine bessere Mdglichkeit ware eine Normalisierung gegen so genannte Spike-
in-Controls - eine definierte Menge an RNA-Molekilen, die gezielt der Probe vor der
Amplifikation zugesetzt werden (Huggett et al., 2005). Eine gleichzeitige Normalisie-
rung zu verschiedenen Housekeeping-Genen kénnte auch die Fehlerquote minimie-
ren (Vandesompele et al., 2002).

Dennoch stellt die real-time RT-PCR derzeit das sensitivste und zugleich komforta-
belste Verfahren zur quantitativen Bestimmung von mRNA dar und ist daher far die

Validierung der Microarray-Daten hervorragend geeignet.

4.1.4 Proteinexpressionsuntersuchungen mit Western Blotting und Immuno-
detektion

Zur Proteinanalytik wurde in der Studie die weit verbreitete Methode SDS-
PAGE/Western Blotting mit anschlieBender Immunodetektion durchgefiihrt (Kurien
und Scofield, 2003; Westermeier und Marouga, 2005). Dazu wird das Proteinge-
misch zundchst durch Elektrophorese in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel
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entsprechend dem Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend durch einen e-
lektrophoretischen Transfer auf eine Membran UberfUhrt (Lottspeich und Zorbas,
1998). Auf der Membran kdnnen die Proteine mit verschiedenen Methoden detektiert
werden (Kurien und Scofield, 2003).

Neben einer ausreichenden Separierung der Proteinmischung im Gel ist flr eine
quantitative Auswertung vor allem ein effizienter Proteintransfer aus dem Gel in die
Membran entscheidend. Die hier verwendeten PVDF-Membranen zeichnen sich
durch eine hohe Proteinbindungskapazitat aus und sind fir quantitative Proteinbe-
stimmungen gut geeignet. Das ausgewahlte Detektionsverfahren muss ebenfalls be-
stimmte Anforderungen erfillen (Kurien und Scofield, 2003). Die Detektion sollte eine
hohe Sensitivitat mit einem optimalen Signal-Hintergrund-Quotienten aufweisen, un-
toxisch, einfach, schnell und kostenguinstig sein. Bei quantitativen Analysen ist ein
breiter Bereich des linearen Zusammenhangs zwischen Proteinkonzentration und
Signalintensitat auBerst wichtig. Durch die Antikérper-Antigen-Reaktion, der hier ver-
wendeten Immunodetektion, wird ein hohes MaB von Selektivitdt und Sensitivitat er-
reicht. Dennoch ist die spezifische Bindung des verwendeten Antikérpers an das
Targetprotein Vorraussetzung fur den Erfolg und die Zuverlassigkeit der Proteinde-
tektion. Nicht selten stehen kommerzielle Antikérper zur Verfigung, die eine ungena-
gende Spezifitdt besitzen (Herber et al., 2004). Zahlreiche Isoformen und Splicevari-
anten, die von einigen Proteinen existieren (z.B. auch bei den MAPK), erschweren
die Herstellung und Gewinnung eines selektiven Antikérpers. Unspezifische Bindun-
gen eines Antikdrpers lassen sich unter anderem durch das Auftreten zahlreicher
Proteinbanden auf dem Blot erkennen.

Zur Visualisierung der Antikdrperbindung an das Targetprotein finden verschiedene
Verfahren Anwendung. Die héchste Sensitivitat und Selektivitat besitzt derzeit neben
der radioaktiven Markierung die hier genutzte Chemilumineszenz-Detektion (Laing,
1986). Beide Methoden ermdglichen Uber eine densitometrische Messung der Sig-
nalintensitat eine quantitative bzw. semiquantitative Bestimmung der Proteinexpres-
sion. Da jeder Blot hinsichtlich Farbintensitat der Proteinbanden und Hintergrund va-
riiert, missen zum Vergleich mehrerer Blots die vermessenen Banden des Tar-
getproteins, wie bei der real-time RT-PCR, auf einen bestimmten Bezugswert norma-
lisiert werden. Verbreitet ist die Methode der Normalisierung gegen ein Referenzpro-
tein (z.B. B-Actin), die, wie bereits diskutiert, nicht ideal ist (siehe 4.1.3). Trotz einiger
Verbesserungsmoglichkeiten zeigen die unzahligen Publikationen, welche die Ver-
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wendung von SDS-PAGE und Immunoblotting beschreiben, die Bedeutung der Me-
thoden in der Proteinanalytik. Vor allem breite Anwendbarkeit und relativ einfache
Durchfihrbarkeit machen das Verfahren zu einem nicht mehr wegzudenkenden
Werkzeug der Molekularbiologen, zu dem es bisher keine vergleichbaren Alternati-
ven gibt.

4.2 Abhangigkeit der AB(1-42)-vermittelten Toxizitit vom Aggregations-
zustand des Peptids

Fir die Toxizitdtsuntersuchungen am cholinergen Zellmodell SN56.B5.G4 wurden
zwei verschiedene Aggregationszustande von AB(1-42) eingesetzt: frisches AB(1-42)
und gealtertes AB(1-42). Unter ,Alterung“ versteht man die mehrtatige Inkubation von
hohen AB(1-42)-Konzentrationen (100-500 uM) bei 37 °C. Das Altern flhrt zur Bil-
dung unléslicher Peptidfibrillen, welche in ahnlicher Form in den Alzheimer-Plaques
zu finden sind (Pike et al., 1991; Pike et al., 1993). In den Voruntersuchungen konnte
bestatigt werden, dass das gealterte AB(1-42) im Vergleich zum frischen AB(1-42)
einen deutlich héheren Fibrillengehalt besitzt. Die native PAGE zeigte, dass sich die
beiden verwendeten AB(1-42)-Lésungen hinsichtlich der fibrillaren Zusammenset-
zung deutlich unterscheiden. Wahrend sich im frischen AB(1-42) zahlreiche Aggrega-
tionsformen im niedermolekularen Bereich detektieren lieBen, konnten dagegen im
gealterten AB(1-42) keine Aggregationsformen auf dem Gel nachgewiesen werden.
Ahnliche Ergebnisse beschreiben Klug und Mitarbeiter in ihren Untersuchungen zum
zeit- und pH-Wert-abhangigen Aggregationsverhalten von AB(1-40) (Klug et al.,
2003). Die Aggregationsformen, die sich durch die Prainkubation im gealterten AB(1-
42) gebildet haben, scheinen ein so hohes Molekulargewicht zu besitzen, dass keine
Auftrennung innerhalb der Laufstrecke des Trenngels erfolgt. Die entstandenen
Fibrillen bleiben im Sammelgel zurlick. Diese Vermutung bestéatigen die Ergebnisse
des Thioflavin T-Assays. Vor Inkubationsbeginn mit den Zellen wurde im gealterten
AB(1-42) ein deutlich héherer Fibrillengehalt als im frischen AB(1-42) bestimmt. Doch
die Zusammensetzung des frischen AB(1-42) ist nicht konstant. Wahrend der Exposi-
tion mit den Zellen bei 37 °C wird im frischen AB(1-42) die Bildung von Fibrillen in
ahnlicher Weise gefordert, wie es beim Altern des Peptides erfolgt. Die erhdhte Fluo-
reszenz im frischen AB(1-42) nach 24-stiindiger Inkubation mit den SN56.B5.G4-
Zellen spiegelt den Anstieg des Fibrillengehaltes wieder. Dieser erreicht aber nicht
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den Gehalt des prainkubierten gealterten AB(1-42). Eine Ausdehnung der Inkubati-
onszeit wird vermutlich den Gehalt an hochmolekularen Aggregaten im frischen
AB(1-42) weiter erndhen bis der Fibrillengehalt dem des gealterten AB(1-42) ent-
spricht.

Neben der Zusammensetzung unterscheiden sich frisches und gealtertes AR(1-42)
auch in ihrer Toxizitat auf cholinerge Neuronen. Inkubation mit frischem AB(1-42)
verursachte in differenzierten SN56.B5.G4-Zellen eine konzentrations- und zeitab-
hangige Neurotoxizitat. Gealtertes AB(1-42) zeigte dagegen keine neurotoxischen
Effekte. Wahrend der Inkubation mit 10 uM gealtertem AB(1-42) wurde sogar ein An-
stieg der Zellviabilitdt beobachtet. Diese Zunahme kénnte auf die neurotrophen Ei-
genschaften des Peptids zurlckzuflhren sein. In geringen Konzentrationen kann
AB(1-42) auch als neurotrophischer Faktor fungieren (Whitson et al., 1989; Yankner
et al., 1990). Die neurotrophen Eigenschaften sind vorwiegend bei oligomeren AB(1-
42), nicht bei AB(1-40), AB(25-35) oder fibrillaren Formen, zu beobachten (Lopez-
Toledano und Shelanski, 2004).

Die groBte Toxizitat des frischen AB(1-42) wurde wahrend der ersten 24 h beobach-
tet, wo auch der Gehalt an niedermolekularen Aggregationsformen am gréBten ist.
Die Ausdehung der Inkubationszeit auf 72 h verminderte die Zellviabilitdt nur noch
marginal. Die AB(1-42)-vermittelte Toxizitdt scheint vom Aggregationszustand des
Peptids abhangig zu sein. Die niedermolekularen Formen von AB(1-42), nicht die
unldslichen Fibrillen, sind in diesem Zellmodell die eigentlichen neurotoxischen Spe-
zies, welche die cholinerge Degeneration verursachen. Ahnliches konnte auch in an-
deren Studien beobachtet werden (Howlett et al., 1995; Dahlgren et al., 2002; Petko-
va et al., 2005; Deshpande et al., 2006). Dies entspricht neueren Befunden, wonach
vor allem die préfibrilldaren AB(1-42)-Aggregate, wie Monomere, Oligomere und Pro-
tofibrillen, fur die synaptische Dysfunktion im Alzheimer-Hirn verantwortlich gemacht
werden (siehe 1.3) (Hardy und Selkoe, 2002; Selkoe et al., 2002; Klein, 2006). In
zahlreichen Zell- und Tiermodellen wurde gezeigt, dass préfibrillare AB(1-42)-Formen
Neurotoxizitat induzieren, elektrophysiologische Veranderungen und Stérungen der
kognitiven Fahigkeiten hervorrufen (Hartley et al., 1999; Walsh et al., 1999; Walsh et
al., 2002a; Kayed et al., 2003; Cleary et al., 2005; Lesne et al., 2006). Die Ablage-
rung der toxischen niedermolekularen AB-Formen in Plaques kdnnte eine Art Schutz-

funktion des Organismus darstellen (Lansbury, 1999).
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Dennoch, die Beteiligung des fibrillaren A an der cholinergen Neurodegeneration ist
nicht auszuschlieBen, denn in verschiedenen friheren Zellkulturstudien wurde die
zytotoxische Wirkung von fibrillarem AB(1-42) belegt (Pike et al., 1991; Lorenzo und
Yankner, 1994).

Welche Rolle die verschiedenen Aggregationsformen des Peptids an der AB-
vermittelten Toxizitat besitzen, konnte bisher nicht eindeutig geklart werden. Neuro-
toxizitadtsuntersuchungen mit einer einzelnen individuellen AB-Aggregationsform sind
schwierig, da die verschiedenen Formen im Gleichgewicht miteinander stehen
(Walsh et al., 1999). Weiterhin beeinflussen verschiedene Faktoren, wie pH-Wert,
Metallionen (Cu?®*; Fe?*; Zn?*) sowie die verwendeten unterschiedlichen L&sungsmit-
tel, den Aggregationsprozess (Barrow und Zagorski, 1991; Mantyh et al., 1993; Bush
et al., 1994; Atwood et al., 1998; Klug et al., 2003), so dass in Toxizitatsstudien mit
AB eine groBe Heterogenitat in der Zusammensetzung der Peptidaggregate existiert.
Die Aggregationsform des Peptids scheint also eine entscheidende Rolle bei Morbus
Alzheimer zu spielen. Die niedermolekularen Formen, wie sie im frischen AB(1-42) zu
finden sind, gewinnen neben den unléslichen Fibrillen zunehmende Bedeutung an
der Pathogenese der Demenzerkrankung.

4.3 Vergleich der Toxizitat niedermolekularer AB(1-42)-Aggregationsformen
mit toxischen Effekten durch oxidativen Stress

Die Mechanismen, die die Toxizitat der niedermolekularen AB-Formen auf cholinerge
Neuronen vermitteln, sind groBtenteils unbekannt. Einige Arbeitsgruppen machen
das oxidative Potenzial des Peptids fir dessen Neurotoxizitat verantwortlich (siehe
Kapitel 1.4; Butterfield et al., 2002c; Veurink et al., 2003; Canevari et al., 2004). An-
hand des DCF-Assays konnte in der vorliegenden Arbeit demonstriert werden, dass
auch niedermolekulare Aggregationsformen von AB(1-42) zu einer intrazellularen
Bildung von ROS in SN56.B5.G4-Zellen flihren und somit oxidativen Stress in choli-
nergen Neuronen induzieren kénnen.

Inwieweit sich die Toxizitat des niedermolekularen AB(1-42) von der direkten Wirkung
von oxidativem Stress abgrenzen lasst, sollte hier mit Hilfe der vergleichenden Ge-
nexpressionsanalyse untersucht werden. Als Agens zur Induktion von oxidativem
Stress wurde Wasserstoffperoxid (H20.) ausgewahlt. H,O, ist membranpermeabel.

Im Vergleich zu anderen ROS besitzt das Molekil eine geringe Reaktivitat. In Ge-
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genwart von Metallionen, wie z.B. Fe** oder Cu?*, kann es in einer Haber-Weiss- o-
der Fenton-Reaktion zu hochreaktiven Hydroxylradikalen weiterreagieren (siehe
Abb.4; Halliwell und Gutteridege, 1990; Liochev, 1999; Kehrer, 2000). Diese Eigen-
schaften verleihen H,O, die Fahigkeit, indirekt die Integritat verschiedener Molekile
innerhalb der Zelle zu beeinflussen. Neben der Oxidation von Proteinen, Lipiden und
DNA kénnen die aus H2O; gebildeten Hydroxylradikale auch direkt in die Signaltrans-
duktion der Zelle eingreifen (Halliwell und Gutteridege, 1990; Cochrane, 1991; Keh-
rer, 2000). H-O» kann auch die Aktivitdt der AChE beeinflussen (Molochkina et al.,
2005).

Andere Microarray-Studien verwenden ebenfalls H>O, als ROS, um den Einfluss von
oxidativem Stress an verschiedenen Zellkulturmodellen zu untersuchen (Chun et al.,
2001; Weigel et al., 2002; Yoo et al., 2003; Nair et al., 2004; Wang et al., 2006).

Als Aquivalentkonzentration wurde fiir H2Oz in den Voruntersuchungen 250 uM ermit-
telt. 250 pM H2O. beeinflussen nach 24-stiindiger Inkubation die Viabilitét differen-
zierter SN56.B5.G4-Zellen in ahnlicher Weise wie 50 uM frisches AB(1-42). Darlber
hinaus induzierten 250 uM H.O. eine vergleichbare ROS-Bildung und Apoptose zu
AB(1-42).

Trotz ahnlicher Neurotoxizitat fihrte die 24-stlindige Exposition mit 50 pM frischem
AB(1-42) zu einem anderen Genexpressionsmuster als die Behandlung mit 250 uM
H2O.. Nur eine geringe Anzahl an Genen zeigte durch beide Behandlungen &hnliche
Expressionsverdnderungen. Signalwege, die wahrend der Neurodegeneration durch
AB(1-42) aktiviert werden, scheinen sich von Signalwegen durch unspezifischen oxi-
dativen Stress zu unterscheiden. Vermutlich ist das oxidative Potenzial des Peptids
nicht die einzige Ursache fUr dessen Neurotoxizitat. In verschiedenen Publikationen
werden alternative Wirkungsmechanismen von AB(1-42) diskutiert. Einige Autoren
berichten von mdglichen rezeptorvermittelten Wirkungen des Peptids. Fur AR konnte
die Interaktion mit zahlreichen Membranproteinen gezeigt werden (Verdier et al.,
2004). Es wird berichtet, dass nicht-fibrillares AB(1-40) und AB(1-42) Bindungsaffini-
tat zum Insulinrezeptor besitzen (Xie et al., 2002) und direkt in die Signalweiterleitung
des Rezeptors eingreifen, indem die Autophosphorylierung gehemmt wird (Ling et al.,
2002). Dies kdnnte Stérungen des cerebralen Glukosemetabolismus im Alzheimer-
Patienten erklaren (Hoyer, 2004; Schubert, 2005). Weiterhin wurden fir nicht-
fibrillares und fibrillares AB agonistische und antagonistische Bindungseigenschaften
zum nikotinergen Acetylcholinrezeptor, Subtyp alpha7 (a7nAChR) gezeigt (Wang et
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al., 2000a, Wang et al., 2000b; Dineley et al., 2001; Lee et al., 2003). Uber die Ex-
pression von Insulinrezeptoren in SN56.B5.G4-Zellen ist bisher nichts bekannt.

Ein anderer Rezeptor, der fibrillares und nicht-fibrillares AR spezifisch bindet, ist der
p75 Neurotrophinrezeptor (p75"'7) (Coulson, 2006). p75N™" wird verstarkt in choli-
nergen Neuronen des Gehirns exprimiert und reguliert das Uberleben und Absterben
von Nervenzellen (Schor, 2005; Lu et al., 2005). Die Bindung von AR an den Rezep-
tor fuhrt zur Aktivierung verschiedener Signalmolekile unter anderem der MAPK JNK
und p38 (Costantini et al., 2005a). Bei der Toxizitat von AB-Oligomeren wird dem
p75""" eine protektive Funktion zugeschrieben (Costantini et al., 2005b).
SN56.B5.G4-Zellen exprimieren p75N'" (Berse et al., 1999; Szutowicz, 2001; Madzi-
ar et al., 2003; Szutowicz et al., 2006), so dass eine Beteiligung des Rezeptors an
der AB(1-42)-induzierten Toxizitat in diesem Zellmodell méglich ist. Weitere Beispiele
fir Membranproteine, die als Bindungspartner von AR fungieren kénnen, sind In-
tegrin, Receptor for Advanced Glycosylation End Products (RAGE), Formyl peptide
receptor-like 1, N-methyl-D-aspartate receptor, scavenger receptor und auch APP
(Verdier et al., 2004).

Neben Proteinen kann AB(1-42) auch mit Lipiden interagieren. Das Peptid beeinflusst
die Fluiditat von Bilayer-Membranen (Mason et al., 1999; Kremer et al., 2000), setzt
Cholesterol, Phospholipide und Monosialoganglioside aus der Zellmembranen frei
(Michikawa et al., 2001) und kann sich selbst in die Membran einlagern (Arispe und
Doh, 2003; Lin et al., 2001; Kourie et al., 2001, Kagan et al., 2002). Die Integration
von Oligomeren in die Membran erfolgt in Form von Poren oder Kanalen, was zu St6-
rungen im lonenhaushalt, im osmotischen Gleichgewicht und schlieBlich zum Abster-
ben des Neurons fuhrt (Quist et al., 2005). Plasmaproteine, wie Apolipoproteine, HDL
und VHDL, sind weitere Targets flr AR (Koudinov et al., 1998). Diese Effekte kénnen
ebenfalls bei der Toxizitat von AB(1-42) in cholinergen SN56.B5.G4-Zellen eine Rolle
spielen.

Die vielfaltigen diskutierten Wirkungen von AR besitzen so groBe Komplexitat, dass
ein einziger Wirkungsmechanismus zur Aufklarung der Ursache fur die Neurotoxizitat
des Peptids unwahrscheinlich ist. Neben der Induktion von oxidativem Stress kann
die Toxizitat von AB durch zahlreiche andere Effekte verursacht werden, die ein Ab-

sterben der Nervenzellen bewirken kénnen.

Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass die
Vorgange, die in einem Zellmodell simuliert werden, niemals die komplexen Reaktio-
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nen eines menschlichen Organismus wiedergeben kdnnen. Die beiden Behandlun-
gen erfolgen mit Modellsubstanzen, deren pathologische Funktion bei der Alzheimer-
Erkrankung zwar nachgewiesen ist, die aber nicht als einzige Pathogene im Krank-
heitsgeschehen fungieren. Neben AB(1-42) sind auch andere Spaltprodukte von APP
wie AB(1-40) an der Plaquebildung und Neurotoxizitat bei Morbus Alzheimer beteiligt.
Oxidativer Stress wird neben H>O, auch durch andere ROS unter anderem O3, O3,
NO’ oder Metallionen vermittelt.

Weiterhin beschrankt sich die Microarray-Analyse nur auf einen einzelnen Zeitpunkt.
Beide Behandlungen kdnnten trotz gleicher Zellantwort einen unterschiedlichen Zeit-
verlauf in der Abfolge der Genexpressionsveranderungen aufweisen. Gene, die zu
einer definierten Zeit nach Behandlung mit einem Agens keine veranderte Expressi-
on zeigen, sind deshalb nicht generell von einer Beteiligung an der Zellantwort aus-
zuschlieBen. Moéglicherweise werden diese nur zu einem anderen Zeitpunkt auf- bzw.
abreguliert. Eine umfangreiche Zeitverlaufsanalyse wirde Aufschluss Uber samtliche
involvierte Gene sowie Signalkaskaden liefern, die in einer Zelle nach Einwirkung von
oxidativem Stress bzw. AB(1-42) veranderte Expression besitzen, und so einen voll-
stéandigen Vergleich beider Noxen zulassen.

Dennoch, Mircoarray-Analysen eines Einzelzeitpunktes machen die Identifikation
zahlreicher Gene mdglich, die durch Einfluss eines Agens oder Umweltfaktors in ei-
ner Zelle bzw. einem Organismus verandert werden. Anhand dieser regulierten Gene
lassen sich mdgliche involvierte Mechanismen ableiten, welche bei pathologischen
Prozessen wie der AB-induzierten Neurodegeneration im Alzheimer-Hirn von Bedeu-

tung sein kdnnten.

4.3.1 Beteiligung allgemeiner Stress-Signalwege an der Toxizitat niedermole-
kularer AB(1-42)-Aggregationsformen

Erwartungsgem@aB wurden durch die AB(1-42)-Behandlung zahlreiche Gene veran-
dert, die an Stress- und Apoptosevorgangen beteiligt sind. Auch auf Proteinebene
konnten Veranderungen detektiert werden, welche im Zusammenhang mit der zellu-
l&ren Stressabwehr stehen.

MAPK-Signalkaskaden besitzen eine zentrale Funktion in der Zellantwort auf extra-
zellulare Stimuli, wie Zytokine, DNA-Schadigung, Hitze, radioaktive Strahlung oder
Stress (Chang und Karin, 2001; Kyriakis und Avruch, 2001; Johnson und Lapadat,
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2002). Die MAPK-Signalwege (iben duale Wirkungen aus, da sie einerseits das U-
berleben und andererseits das Absterben einer Zelle regulieren kénnen. In der Pa-
thologie der Alzheimer-Erkrankung scheinen MAPK-Signalkaskaden eine wichtige
Rolle zu spielen (Zhu et al., 2001b; Zhu et al., 2002, Dalrymple, 2002; Haddad, 2004,
Ferrer et al., 2005). Zahlreiche Publikationen zeigen die Aktivierung der ERK-, JNK-
und p38-Signalkaskaden im Gehirn von Alzheimer-Patienten. Aktivierte ERK ist bei-
spielsweise verstarkt in Neuronen mit Tau-Ablagerungen nachweisbar (Perry et al.,
1999; Ferrer et al., 2001). In AB-behandelten Hirnschnittkulturen und transgenen
Tg2576-Mé&usen wurde die Aktivierung von ERK- und dem zugehdrigen Transkripti-
onsfaktor CREB detektiert (Dineley et al., 2001; Bell et al., 2004). Erst klrzlich wurde
beschrieben, dass in hippocampalen-Hirnschnittkulturen die Neurotoxizitat von AB(1-
42)-Oligomeren mit einer ERK-Aktivierung verbunden ist (Chong et al., 2006).

Auch in dieser Studie aktiviert die Behandlung der differenzierten SN56.B5.G4-Zellen
mit niedermolekularem AB(1-42) das ERK-Protein, was die Rolle der MAPK bei der
Alzheimer-Pathologie unterstitzt. Eine Inhibition von ERK und der nachgeschalteten
Signalkaskade mit PD98059 hat jedoch keinen Einfluss auf die Viabilitdt der AB(1-
42)-exponierten SN56.B5.G4-Zellen. ERK ist im cholinergen Zellmodell an der Ant-
wort auf AB(1-42) beteiligt, was die Western-Blot-Analyse zeigt. Zur Vermittlung der
Neurotoxizitat ist die Funktion der Proteinkinase aber nicht essentiell. Die AB(1-42)-
induzierte Neurotoxizitat scheint Gber weitere Signalmoleklle bzw. -wege vermittelt
zu werden oder die fehlende Funktion der ERK-Kaskade wird durch andere Signal-
wege ersetzt. Eine ungenligende Spezifitdt von PD98059 ist auszuschlieBen, da in
umfangreichen Tests die hohe Affinitdt und Selektivitat des Inhibitors nachgewiesen
werden konnte (Davies et al., 2000). In einer anderen Studie mit undifferenzierten
SN56.B5.G4-Zellen konnte nach Behandlung mit AB(1-40) keine ERK-Aktivierung

festgestellt werden (Guerra et al., 2004).

Die Beteiligung der JNK-Kaskade an der Alzheimer-Pathogenese ist ebenfalls in
zahlreichen Publikationen belegt (Zhu et al., 2002; Okazawa und Estus, 2002). Im
Alzheimer-Hirn wird nicht nur Uber eine Aktivierung, sondern auch tber eine Umver-
teilung der JNK vom Zellkern ins Zytoplasma und eine Kolokalisation mit neurofibrilla-
ren Verdnderungen berichtet (Zhu et al., 2001a). In doppelt-transgenen Mausen mit
APP- und PS1-Mutation ist eine JNK-Aktivierung in der Nahe der Plaques in Neuriten
mit hyperphosphoryliertem Tau zu finden (Savage et al., 2002). Verschiedene Verof-

fentlichungen zeigen, dass die Behandlung von neuronalen Zellen mit AR eine JNK-
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Phosphorylierung induziert (Troy et al., 2001; Morishima et al., 2001; Boyzyczko-
Coyne et al., 2001). JNK wiederum kann auch das Tau-Protein phosphorylieren
(Reynolds et al., 1997a, b).

Der Transkriptionsfaktor c-jun - als JNK-Target - ist auch in den neurodegenerativen
Prozessen der Alzheimer-Erkrankung involviert. Es wird berichtet, dass die ApB-
induzierte Apoptose von einer c-jun-Aktivierung begleitet wird (Anderson et al., 1995;
Estus et al., 1997; Kihiko et al., 1999). Degenerierende Neuronen im Alzheimer-Hirn
sind ebenfalls mit der phosphorylierten Form von c-jun assoziiert (Zhu et al., 20017).
Microarray-Studien von AB(1-40)-behandelten corticalen Neuronen (Cavallaro et al.,
2004) und AB(25-35)-injizierten Mausen (Kong et al., 2005) detektierten eine erhdhte
Expression des Transkriptionsfaktors.

Die in der vorliegenden Arbeit bestimmte Aufregulation des Jun-oncogene (c-jun)
sowie die Aktivierung des c-jun-Proteins unterstitzen die Rolle der JNK-
Signalkaskade bei der AB-induzierten Neurotoxizitat. Die Aktivierung der JNK auf
Proteinebene konnte leider nicht eindeutig nachgewiesen werden. Zum einen detek-
tierte der verwendete Antikdrper nur schwache Proteinbanden von phospho-JNK,
was zu einer groBen Standardabweichung in der quantitativen densitometrischen
Auswertung fihrte. Zum anderen kdnnte die JNK-Aktivierung vor dem gewahlten Un-
tersuchungszeitpunkt von 2 h erfolgen, da hier bereits die Phosphorylierung von c-
jun beobachtet werden konnte. Ein weiteres Indiz fur eine Beteiligung des JNK-
Signalweges ist die Aufregulation der dual specificity phosphatase (Dusp16, auch als
MPK7 bekannt), die in der Microarray-Analyse gefunden wurde. Dusp16 sorgt als
negativer Regulator fur die Inaktivierung der JNK durch Dephosphorylierung (Masuda
et al., 2001).

Hemmung der JNK-Signalkaskade mit SP600125 hatte keinen Einfluss auf die AB(1-
42)-induzierte Neurotoxizitat im vorliegenden Zellmodell. Dies kdnnte auf die Beteili-
gung verschiedener Signalwege an der Antwort der cholinergen Zellen auf AB(1-42)

hindeuten.

Eine erhdhte Expression und Aktivierung von p38 ist mit Amyloid-Plaques und NFT
im Alzheimer-Hirn und APP-transgenen Mausen assoziiert (Hensley et al., 1999; Zhu
et al., 2000; Atzori et al., 2001; Puig et al., 2004). Dabei zeigt phospho-p38 ein iden-
tisches Verteilungsmuster wie phospho-JNK (Zhu et al., 2000). Die Rolle von p38 bei
der AB-induzierten Zytotoxizitat wird kontrovers diskutiert. Daniels und Mitarbeiter

berichten beispielsweise Uber eine p38-Aktivierung in N2a-Neuroblastom-Zellen (Da-

88



Diskussion

niels et al., 2001), die Arbeitsgruppe von Wei findet dagegen in SH-SY5Y-
Neuroblastom-Zellen keinen Effekt nach AB-Behandlung (Wei et al., 2002).

Die Ergebnisse im vorliegenden Zellmodell sind ebenfalls kontrovers. Einerseits ist
zu den ausgewahlten Untersuchungszeitpunkten nach AB-Behandlung keine veran-
derte Proteinexpression von p38 und phospho-p38 messbar, was auf eine fehlende
Beteiligung der Signalkaskade an der Zellantwort hindeutet. Die Coinkubation mit 50
UM PD169316 - einem p38-Inhibitor - fihrt aber andererseits zu einer signifikanten
Erhdhung der Zellviabiliat. Die protektiven Effekte, die durch p38-Hemmung beo-
bachtet werden, demonstrieren dagegen eine Beteiligung der p38-Kaskade an der
AB-vermittelten Neurotoxizitat.

Die fehlende Aktivierung im Western-Blot kénnte damit zu erklaren sein, dass die
p38-Phosphorylierung auBerhalb der gewahlten Untersuchungszeitpunkte erfolgt.
Eine andere Erklarung ware, die ungenigende Spezifitdt von PD169316 in hdheren
Konzentrationen hemmt weitere Signalwege, die ein Uberleben der Zellen zur Folge
haben kénnten. Weitere Untersuchungen zur Spezifitdt des p38-Inhibitors sowie die
Auswahl zusatzlicher Zeitpunkte fir die Proteinanalyse kénnten Klarheit Gber die Be-
teiligung von p38 an der Neurotoxizitat durch niedermolekulare AB-Aggregate schaf-
fen. Eine spezifische MAPK-Hemmung mit zytoprotektiven Effekten sind auf jeden
Fall interessante Therapieoptionen zur Verhinderung der cholinergen Neurodegene-
ration bei Morbus Alzheimer.

Neben den MAPK soll an dieser Stelle kurz eine weitere Molekllfamilie erwahnt wer-
den, die eine veranderte Genexpression durch frisches AB(1-42) zeigt und im Zu-
sammenhang mit Stress- und Apoptoseprozessen in der Zelle steht. Die Bcl-2-
Familie, die sich aus pro- (z.B. Bax, Bad, Bim, Bmf) und anti-apoptotischen (z.B. Bcl-
2, Bel-x, Bcl-w) Proteinen zusammensetzt, stellt wichtige Regulatoren im Uberleben
oder Sterben einer Zelle dar (Cory et al., 2002; Andersen et al., 2005; Zirkel et al.,
2006). Die Beteiligung verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Familie an der Alzheimer-
Pathogenese ist in zahlreichen Publikationen belegt (Forloni et al., 1993; Paradis et
al., 1996; Tamagno et al., 2003; Yao et al., 2005). In der durchgefliihrten Genexpres-
sionsuntersuchung wurde eine Abregulation des anti-apoptotischen Bcl-2-12-Gens
(Bcl-w) (Zhu et al., 2004) und eine Aufregulation des pro-apoptotischen Bcl-2-
modifying factors (Bmf) nach Behandlung der cholinergen SN56.B5.G4-Zellen mit
niedermolekularem AB(1-42) detektiert. Die veranderte Expression der beiden Vertre-
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ter der Bcl-2-Familie férdert apoptotische Prozesse in den Zellen, die zusatzlich zur

cholinergen Neurodegeneration beitragen kénnten.

Die Untersuchungen zeigen, dass in cholinergen Neuronen niedermolekulare AB(1-
42)-Aggregate bekannte Apoptose- und Stress-Signalmolekile bzw. -wege beein-
flussen. Einerseits werden protektive Mechnismen aktiviert, um die Zelle vor Schadi-
gungen zu bewahren. Andererseits wird in den Zellen programmierter Zelltod einge-
leitet, was zum Absterben des cholinergen Neurons fihrt.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse mit anderen Studien an Alzheimer-Patienten
oder alzheimer-ahnlichen Tier- und Zellmodellen beweist die Relevanz des verwen-
deten Modells und erlaubt Ableitungen auf die cholinerge Neurodegeneration bei

Morbus Alzheimer.

4.3.2 Niedermolekulares AB(1-42) erhoht Stress im Endoplasmatischen Retiku-

lum

Interessanterweise besitzen zahlreiche Gene, deren Expression durch die Behand-
lung mit niedermolekularem AB(1-42) verandert wurde, biologische Funktionen in der
post-translationalen Modifikation (z.B. Faltung oder Glykosylierung) sowie im Abbau
von Proteinen. Viele dieser Gene bzw. deren Proteinprodukte weisen eine Lokalisati-
on im Endoplasmatischen Retikulum und/oder im Golgiapparat auf (Abb.15; Tab.5, 6,
7). Der Uberwiegende Teil der veranderten Gene zeigt eine Abregulation im Vergleich

zu unbehandelten Kontrollzellen.

Erst kirzlich wurde beschrieben, dass Stress des Endoplasmatischen Retikulums
(ER-Stress) eine Rolle in verschiedenen neurologischen Erkrankungen spielt (Imai-
zumi et al., 2001; Katayama et al., 2004; Lindholm et al., 2006, Unterberger et al.,
2006). Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist eine Zellorganelle, in der die post-
translationale Modifikation von Proteinen erfolgt. Nach Synthese am Ribosom wer-
den die nativen Proteine im ER gefaltet, glykosyliert oder Uber intramolekulare Disul-
fidbindungen verknipft. Fehlerhaft gefaltete Proteine werden erneuten Faltungspro-
zessen unterzogen oder zum Abbau ins Proteasom entlassen. Proteine mit korrekter
Faltung werden zum Golgiapparat transportiert. AuBerdem ist das ER Syntheseort fir
Cholesterol und Lipide sowie Speicher fir intrazellulares Calcium. Beeintrachtigun-

gen der ER-Funktion, z.B. durch vermehrte Akkumulation ungefalteter Proteine oder
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Calcium-Homeostase-Stérungen, kdnnen Stress im ER hervorrufen. Die Antwort des
ERs auf eine verstarkte Anreicherung ungefalteter Proteine wird als unfolded protein
response (UPR) bezeichnet. Die UPR beinhaltet adaptive Mechanismen, die zum
einen die Synthese neuer Proteine ab- und zum anderen die Faltungsmaschinerie
des ERs und Abbauprozesse aufregulieren, um das ER von der Last ungefalteter
Proteine zu befreien (Xu et al., 2005; Schroder und Kaufman, 2006). Zur Proteinfal-
tungsmaschinerie des ERs gehéren Foldasen (Faltungsenzyme, wie z.B. cis trans
Peptidylprolylisomerasen), Chaperone (Proteine, die die Faltung anderer Proteine
erleichtern wie z.B. BiP, GRP78) und Lectine (z.B. Calnexin, Calreticulin). Die Sig-
nalweiterleitung der UPR wird Uber die drei bisher bekannten Wege vermittelt: IRE1;
ATF6 und PERK/ATF4. Diese fuhren zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie
ATF4, ATF6 oder auch c-jun und NFkB, welche die Antwort der Zelle auf ER-Stress
einleiten. Kann das Gleichgewicht im ER nicht mehr hergestellt werden, erfolgt eine
ER-spezifische Apoptose. Diese wird unter anderem durch Beteiligung zweier im ER
lokalisierter Caspasen - Caspase 4 und Caspase 12 - realisiert (Nakagawa et al.,
2000; Morishima et al., 2002; Hitomi et al., 2004).

Ergebnisse neuerer Untersuchungen deuten auf die Beteiligung von ER-Stress bei
der Alzheimer-Pathogenese hin (Imaizumi et al., 2001; Katayama et al., 2004, Lind-
holm et al., 2006). Es wurde beschrieben, dass Zellen der humanen Neuroblastom-
Zelllinie SK-N-SH mit einer PS1-Mutation, die eine veranderte APP-Proteolyse und
erhéhte AB(1-42)-Produktion induziert, héhere Vulnerabilitdt gegenlber ER-Stress
besitzen (Katayama et al., 1999). Corticale Neuronen zeigten nach AB(1-40)-
Behandlung eine erhdhte Proteinexpression von GRP78 und reduzierte Procaspase-
12-Aktivitat (Ferreiro et al., 2006). Caspase-12-defiziente Mause erwiesen sich ge-
genutber AB-induzierter Neurotoxizitat als resistent (Nakagawa et al., 2000, Morishi-
ma et al., 2002). Auch im Gehirn von Alzheimer-Patienten sind Marker fir ER-Stress
nachweisbar. Hamos™ und Hoozemanns Gruppen bewiesen die Aktivierung der UPR
im Alzheimer-Hirn anhand einer erhdéhten BiP und GRP78-Expression sowie einer
gesteigerten Phosphorylierung von PERK - der zentralen Kinase des PERK/ATF4-

Signalweges (Hamos et al., 1991; Hoozemans et al., 2005).

In der vorliegenden Expressionsuntersuchung zeigten FK506 binding protein 11
(Fkbp11) (Breimann und Carmus, 2002) und Dnad (Hsp40) homolog, subfamily C
member 3 (Dnajc3) - zwei Gene, die in der Faltung Protein involviert sind - eine Abre-
gulation durch AB(1-42). Dnajc3 (auch als P58IPK bekannt) ist direkt an der Zellant-
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wort auf ER-Stress beteiligt, indem es die Aktivitdt von PERK hemmt (Yan et al.,
2002). In murinen Embryofibroblasten und HEK-293-Zellen wurde nach Induktion von
ER-Stress eine erhéhte Expression von Dnajc3 detektiert (van Huizen et al., 2003).
Dnajc3-knock-out Mause sind durch eine vermehrte Apoptose in Pankreaszellen ge-
kennzeichnet (Ladiges et al., 2005). Die beobachtete Abregulierung der Chaperone
Fkbp11 und Dnajc3 kdnnte in den SN56.B5.G4-Zellen eine verstarkte Anreicherung
von ungefalteten Proteinen verursachen und so UPR und ER-Stress induzieren.

Ero1-like beta (S. cerevisiae) (Pagani et al., 2000, Mezghrani et al., 2001), la-
associated invariant chain - die auch von aktivierten Mikrogliazellen im Alzheimer-
Hirn exprimiert wird (Matza et al., 2003; Yoshiyama et al., 2000) - und procollagen-
proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), alpha Il polypeptide
(Kivirikko und Myllyharju, 1998) sind weitere Gene, die in der Proteinfaltung involviert
sind und eine AB(1-42)-induzierte Abregulation zeigen.

Stérungen in der Proteinglykosylierung kénnten zusatzlich zur Aktivierung der UPR in
den SN56.B5.G4-Zellen fuhren. Defender against cell death (Dad1), eine integrales
ER-Membranprotein, ist fur N-Glykosylierungen von Proteinen verantwortlich (Kelle-
her und Gilmore, 1997; Makishima et al., 1997). Homozygote Dad1-knock-out Mause
sterben bereits in utero durch verstarkte Apoptose (Nishii et al., 1999), was die anti-
apoptotische Funktion von Dad1 beweist. Die in der Genexpressionsstudie detektier-
te Abregulation von Dad1 kdnnte zuséatzlich den Tod der cholinergen Zellen férdern.
In einer Microarray-Analyse mit humanen Hirnperizyten, die mit AB(1-40) mit ,Dutch*-
Mutation behandelt worden waren, wurde dagegen Dad1 erhdht exprimiert. Auch im
Alzheimer-Hirn in der Umgebung seniler Plaques wird Dad1 verstérkt exprimiert
(Rensink et al., 2004). All das deutet auf eine wichtige Rolle von Dad1 bei der Alz-
heimer-Pathogenese hin, die genaue Funktion des Gens bzw. Proteins muss jedoch

aufgeklart werden.

Gene mit einer biologischen Funktion im Abbau von Proteinen sind ring finger protein
125 (Jackson et al., 2000), seven in absentia 2 (Habelhah et al., 2002) und RIKEN
cDNA 3110006E14 gene (NetAfixTM, http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).

Ero1-like beta (Pagani et al., 2000), Lectin, mannose-binding 2 (auch als VIP36 be-
zeichnet) (Nyfeler et al., 2003), Odd Oz/ten-m homolog 4 (Drosophila) (Wang et al.,
1998) und stromal cell-derived factor 2-like 1 (Fukuda et al., 2001) sind UPR- und
ER-Stress-induzierbare Gene.
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Durch die AB(1-42)-Behandlung wurde weiterhin die Expression des Calcium-
bindenden Proteins stromal cell derived factor 4 (Cab45) (Scherer et al., 1996), sig-
nal recognition particle receptor, B subunit (Miller et al., 1995) und Syntaxin 5A
(Stx5a) abreguliert - drei Gene, deren Proteine im ER und/oder Golgiapparat lokali-
siert sind. Stx5a ist auBerdem am intrazellularen vesikuldren Transport beteiligt (Da-
scher et al., 1994) und beeinflusst die APP-Prozessierung in neuronalen Zellen (Su-
ga et al., 2005).

Der activating transcription factor 6 (ATF6) ist, wie bereits erwahnt, an der Antwort
auf ER-Stress in Saugetierzellen beteiligt (Yoshida et al., 1998; Chen et al., 2002;
Shen et al., 2002). Nach Aktivierung wandert ATF6 in den Golgiapparat. Dort erfolgt
die Abspaltung der aktiven cytosolischen Doméane des Transkriptionsfaktors, die im
Zellkern die entsprechenden Targetgene aktiviert. In SK-N-SH-Zellen mit einer alz-
heimer-begunstigenden PS1-Mutation konnte eine Hemmung der ATF6-Aktivierung
beobachtet werden (Katayama et al., 1999; Katayama et al., 2001). Die Abregulation
von ATF6 durch die Behandlung der SN56.B5.G4-Zellen mit niedermolekularem
AB(1-42) kbnnte zur Abschwéachung der UPR beitragen, was eine Erhéhung des ER-
Stresses in den cholinergen Zellen zur Folge hatte.

In der durchgefiihrten Expressionsanalyse wurden nach AB(1-42)-Behandlung viele
veranderte Gene identifiziert, die eine direkte oder indirekte Beteiligung an UPR und
ER-Stress in der Zelle aufwiesen. Einige der Gene stehen direkt mit pathologischen
Prozessen des Morbus Alzheimer in Verbindung. Diese Gene zeigten vorwiegend
eine Abregulation. Andere Microarray-Studien von Alzheimer-betroffenen Hirngewe-
ben beschreiben ebenfalls eine geh&ufte Abregulierung von Genen mit Funktionen in
Proteinfaltung und -abbau (Loring et al., 2001; Blalock et al., 2003).

Die Ergebnisse lassen die Hypothese ableiten, dass die Behandlung der cholinergen
Neuronen mit niedermolekularem AB(1-42) zur Abregulation der UPR flhrt. Die Folge
ist eine Stérung der zellularen Abwehrmechanismen gegen die verstarkte Akkumula-
tion ungefalteter Proteine, erhéhter Stress im ER entsteht. Der AB(1-42)-induzierte
ER-Stress kdnnte neurodegenerative Prozesse stimulieren und zum Absterben des
Neurons beitragen.
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4.3.3 AB(1-42)-induzierte Expressionsveranderungen in Verbindung mit der
Alzheimer-Pathogenese

Zuletzt werden einige Gene betrachtet, die durch frisches AB(1-42) beeinflusst wer-
den und im direkten Zusammenhang mit der Alzheimer-Erkrankung stehen.

Der vesikulare Acetylcholintransporter (VAChT), welcher fir die Anreicherung und
Speicherung von Acetylcholin in synaptischen Vesikeln verantwortlich ist, stellt eine
wichtige Komponente der cholinergen Neurotransmission dar. Stérungen des choli-
nergen Systems, wie sie bei Morbus Alzheimer auftreten, kbnnen auch den VAChT
betreffen (Kish et al., 1990; Ruberg et al., 1990, Wong et al., 1999; Klingner et al.,
2003; Hu et al., 2003). Dabei sind kontroverse Ergebnisse in der Literatur zu finden.
Kish und Mitarbeiter beobachteten eine unverédnderte VAChT-Expression im Alzhei-
mer-Hirn (Kish et al., 1990). Andere Arbeitsgruppen berichten von einer erhdhten
Expression des VAChT-Proteins im Alzheimer-Patienten (Ruberg et al., 1990) und in
alzheimer-ahnlichen Tiermodellen (Wong et al., 1999; Klingner et al., 2003; Hu et al.,
2003). In der durchgefihrten Genexpressionsstudie konnte ebenfalls nach Behand-
lung der SN56.B5.G4-Zellen mit AB(1-42) eine erhdhte Expression des VAChT-Gens
(solute carrier family 18 (vesicular monoamine), member 3; Slc18a3) detektiert wer-
den. AB(1-42) kann somit direkt die Expression von Genen des cholinergen Systems
beeinflussen und mdglicherweise Stérungen in der cholinergen Neurotransmission

verursachen.

Anomalitdten in der Metallionen-Homeostase sind, wie bereits erwahnt, Begleiter-
scheinung der neurodegenerativen Erkrankung (Bush, 2003; Maynard et al., 2005).
In Alzheimer-Gehirn sind beispielsweise erhéhte Zink-Konzentrationen nachweisbar
(Deibel et al., 1996, Danscher et al., 1997; Cornett et al., 1998). Interessant ist, dass
Zink die Aggregation von AR beeinflussen kann (Huang et al., 1997) und so zur Pa-
thogenese beitragen kdnnte. In der vorliegenden Microarray-Studie wurde eine ver-
anderte Expression des Zink-Influxtransporters solute carrier family 39, member 14
(Slc39a14) (Tominaga et al., 2005; Taylor et al., 2005) durch AB(1-42)-Einfluss de-
tektiert. Das kénnte ein Hinweis flr die Ursache der erh6hten Zinkspiegel im Hirn von

Alzheimer-Patienten sein.

Ein weiteres verandertes Gen ist das ubiquitar vorkommende Glykoprotein Clusterin

(Apolipoprotein J). Zahlreiche Untersuchungen deuten auf eine direkte Verbindung

94



Diskussion

zwischen Clusterin und der Alzheimer-Erkrankung hin (Calero et al., 2000; Trouga-
kos und Gonos, 2002; Calero et al., 2005). In vitro beeinflusst Clusterin die Fibrillen-
formation und Neurotoxizitat von AB (Oda et al., 1995; Boggs et al., 1996; Matsubara
et al., 1996). In vivo vermittelt das Protein den Transport von |6slichem AR in Plasma
und Cerebrospinalflissigkeit (Ghiso et al., 1993; Zlokovic et al., 1996) und ist in ho-
her Konzentration in der Umgebung von Plaques zu finden (May et al., 1990; Calero
et al., 2000). In einer anderen Microarray-Analyse mit Alzheimer-Hirnen wurde eben-
falls Gber eine erhdhte Expression des Clusterin-Gens berichtet (Walker et al., 2004).
Die gefundene Aufregulation nach Behandlung der cholinergen Zellen mit AB(1-42)
unterstltzt die Hypothese, dass Clusterin eine wichtige Rolle bei der neurodegenera-

tiven Erkrankung spielt.

Schlussendlich ist die erhéhte Expression des Purkinje cell protein 4 (Pcp4) ein Hin-
weis fur die Beteiligung des neuronspezifischen Proteins bzw. dessen humanen Ho-
mologs (PEP-19) bei Morbus Alzheimer. PEP-19 hemmt unter anderem apoptotische
Prozesse in PC12-Zellen (Erhardt et al., 2000). In anderen Microarray-Studien mit
PS1-defizienten Mausen (Mirnics et al., 2003) und Cerebelli von Alzheimer-Patienten
(Utal et al., 1998) wurde dagegen eine Abregulation von PEP-19 gefunden.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Alle Gene und Proteine, die nach AB(1-42)-Behandlung der cholinergen Zelllinie
SN56.B5.G4 eine veranderte Expression aufweisen und indirekt oder direkt mit pa-
thologischen Prozessen der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung gebracht werden
kdnnen, beweisen die Anwendbarkeit des verwendeten Zellmodells in der Alzheimer-
Forschung.

Darlber hinaus kénnten die identifizierten Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren
bei der cholinergen Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer eine wichtige Rolle
spielen und mégliche Targets flr die Entwicklung neuer Arzneistoffe darstellen.

Zur Uberprifung der Richtigkeit der hier diskutieren Hypothesen sind weitere in vivo
Studien an alzheimer-ahnlichen Tiermodellen sowie an post mortem Hirngewebe von

Alzheimer-Patienten nétig.

95



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ein frihzeitig-auftretendes Merkmal der Alzheimer-Erkrankung ist die progressive
Neurodegeneration des cholinergen Transmittersystems, die mit den kognitiven Defi-
ziten der Patienten korreliert. Als mdgliche Ursache fir den Neuronenverlust wurde
die verstarkte Akkumulation von fibrillaren B-Amyloid-Peptiden (AB) in so genannte
senilen Plaques im Hirn diskutiert. Plaques treten jedoch erst in spateren Erkran-
kungsstadien auf, so dass eine geringe Korrelation zwischen cholinerger Degenera-
tion und Plaquebildung besteht. Neuere Untersuchungen beschéaftigen sich verstarkt
mit préafibrillaren Aggregationsformen von AR und ihrer Beeinflussung der neuronalen

Integritat.

In der vorliegenden Dissertation wurde zun&chst der Einfluss zweier verschiedener
Aggregationsformen von AB(1-42) - frisches AB(1-42) und gealtertes AB(1-42) - auf
die Viabilitdt der Neuroblastom-Zelllinie SN56.B5.G4 untersucht. In den Voruntersu-
chungen wurde bestétigt, dass die Zelllinie cholinerge Marker exprimiert und als ge-
eignetes Modell fir cholinerge Neuronen verwendet werden kann. Frisches AB(1-42),
was vorwiegend aus niedermolekularen Aggregationsformen zusammengesetzt war,
verursachte in den SN56.B5.G4-Zellen eine konzentrations- und zeitabhangige Zyto-
toxizitat. Fibrillenreiches gealtertes AB(1-42) war dagegen untoxisch. Die neurotoxi-
schen Effekte von AB(1-42) sind abhangig vom Aggregationszustand des Peptids.

Es konnte gezeigt werden, dass die niedermolekularen Aggregationsformen zur A-
poptose in den cholinergen Zellen fihren. AuBerdem erfolgt eine Induktion von oxi-
dativem Stress, da frisches AB(1-42) konzentrationsabhangig intrazellulare reaktive

Sauerstoffspezies in der Zelllinie bildet.

Inwieweit sich die Toxizitat der niedermolekularen AB(1-42)-Aggregationsformen von
der direkten Wirkung von oxidativem Stress auf cholinerge Neuronen unterscheidet,
wurde in einer Genexpressionsstudie mit Hilfe der Microarray-Technologie unter-
sucht. Die Analyse ergab, dass niedermolekulares AB(1-42) und oxidativer Stress zu
einem unterschiedlichen Expressionsmuster fiihren. Das oxidative Potenzial des fri-

schen AB(1-42) ist vermutlich nicht die einzige Ursache fir dessen Toxizitat.

AB(1-42) verandert die Expression von Apoptose- und Stress-regulierenden Genen,
wie MAPK- und Bcl-2-Gene. Das Peptid fuhrt zur Abregulation von zahlreichen Ge-
nen, die im ER und/oder Golgiapparat lokalisiert sind oder Funktionen bei der Prote-
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insynthese oder Proteinmodifikationen besitzen. Die Befunde lassen auf eine Ab-
schwachung von Abwehrmechanismen gegen Stress des Endoplasmatischen Reti-
kulums durch AB(1-42) schlieBen. Die identifizierten Gene und Signalwege kénnten
auch bei der cholinergen Neurodegeneration im Alzheimer-Patienten eine Rolle spie-

len.

Weiterhin beeinflusst AB(1-42) Gene, die im direkten Zusammenhang mit der Alz-
heimer-Pathogenese stehen, so unter anderem Komponenten des cholinergen Sys-
tems (vesikularer Acetylcholintransporter), des Lipid- (Apolipoprotein J) und des
Zinkstoffwechsels (Zinktransporter). Anhand dieser Gene wird die Anwendbarkeit
des Zellmodells zur Simulation pathologischer Prozesse von Morbus Alzheimer de-

monstriert.

Einige Anderungen konnten auf Genebene mit quantitativer real-time RT-PCR und

auf Proteinebene mit Western-Blotting/Immunodetektion bestatigt werden.

Die Ergebnisse der Arbeit unterstitzen die neueren Untersuchungen, in der die nie-
dermolekularen Aggregationsformen von AB(1-42) fir die cholinerge Neurodegenera-
tion verantwortlich gemacht werden. Die niedermolekularen Formen sind neuroto-
xisch, férdern Apoptose und (ER)Stress in den Zellen, was einen friihzeitigen Unter-
gang der cholinergen Neuronenpopulation verursachen kénnte, der schon weit vor

der Anreichung der AB-Peptide in Plaques beobachtet werden kann.
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Summary

Cholinergic dysfunction is an early-onset feature of Alzheimer’s disease (AD), which
has been suggested to cause, at least partly, the cognitive deficits observed. The
accumulation of fibrillar B-Amyloid-peptides (AB) in senile plaques in the AD brain
have been discussed to cause the specific degeneration of cholinergic cells. How-
ever, senile plaques are observed in later stages of AD, so a weak correlation be-
tween cholinergic degeneration and plaque formation exists. Recent studies provide
evidence that also pre-aggregated forms of AR play a major role in mediating neuro-
toxicity.

Using the neuroblastoma cell line SN56.B5.G4, the effect of different AB(1-42) ag-
gregates on cell viability was investigated. The cell line expresses typical cholinergic
characteristics and thus should represent an appropriate model for cholinergic neu-
rons. Fresh AB(1-42), which contained predominantly low-molecular weight species,
induced a concentration- and time-dependent toxicity in cholinergic cells. Aged AB(1-
42), which was rich in fibrils showed no toxic effect, indicating that the neurotoxic ef-

fect of AB (1-42) depends on the aggregation stage of the peptide.

It was shown that the low-molecular weight species induced apoptosis in cholinergic
cells. Furthermore, fresh AB(1-42) generated oxidative stress by formation of reactive
oxygen species in the cell line.

To determine whether the neurotoxicity of fresh AB(1-42) differed from toxicity
caused by oxidative stress on cholinergic neurons, a gene expression analyses using
microarray technology was performed. The data evaluation showed that ABR(1-42)
and oxidative stress resulted in a different gene expression pattern. The toxicity me-
diated by AB(1-42) is probably not only induced by its oxidative potential.

Many of the genes affected by AB(1-42) were involved in apoptosis- and stress regu-
lating pathways (MAPK-, Bcl2-family members).

The peptide also down regulated many genes present in the endoplasmatic reticulum
(ER), Golgi apparatus and/or otherwise involved in protein modification and degrada-
tion, indicating a potential role of ER-mediated stress in AB-mediated toxicity. The
mechanisms identified could presumably play a role in the cholinergic degeneration
in AD.
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Moreover, a number of genes, which are known to be involved in AD were identified.
AB(1-42) changed the expression of cholinergic genes (vesicular acetylcholine trans-
porter), of the lipid- (apolipoprotein J) and zinc- (zinc transporter) metabolism. These
findings demonstrate the applicability of this cell culture model in AD research.

Most of the changes identified by microarray analysis were validated by quantitative
real-time RT-PCR and the related proteins by Western-blotting/immunodetection.

This study supports recent findings of a major role of low-molecular weight ApB-
species in mediating cholinergic neurodegeneration in AD. The low-molecular weight
forms are neurotoxic, enhance apoptosis and (ER)stress in the cells, which may ac-
count in part for the early-onset cholinergic degeneration before abundant accumula-

tion of plaque formation appears.
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