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Summary

Senile plagues are ahallmark in Alzheimer's Disease progression. These plagues consist
mainly of fibrillar B-amyloid (AB), which can be modified by glycation. In addition these
plagues contain so called AGEs "Advanced Glycaion Endproducts’, emerging from
nonenzymatic glycaed proteins. Subsequent dehydration, condensation and oxidation
produces a heterogenous group of heterocyclic, coloured and fluorescent compounds.
These AGE modified proteins are resistant to proteases and their formation is irreversible.
AGEs and AP are ale to activate Microglia cells, resulting in a neurotoxic effed, with

several hypothesis of how microglia contribute to neuronal cell deah.

To investigate the neurotoxic effect murine microglia cells were used. The NF-kB
translocaion into the nucleus was taken as an indicator of microglial adivation. In this
work conditions were investigated, that are necessary to adivate murine microglia lls by
AGE gtimulation. High moleaular weight hyaluronic acid from extracellular matrix, in its
native form, is inhibiting adivation of microglia cels in vitro. In contrast NF-kB was
adivated in AGE stimulated microglia @lls in the presence of low molecular weight
hyaluronic acid fragments. Here it was $iown that the aility to activate microglia cells is
inversly proportional to the average size of the hyaluronic acid. The aility for adivation
of microglia alls was reduced only in parts by other extracellular matrix
glycosaminoglycans, like D-glucuronic acid, N-aceylglucosaminoglycane or chondroitine-
4-sulfate. AB and AGEs release readive oxyen species during their develompent, which

were shown to be ale to cleave hyaluronic acid into small fragments.

The signal transduction of AGE adivated microglia cdls was examined by measurement
of NF-kB adivation reduced by different inhibitors. A complex network of signaling
pathways was deteded, without revealing a cetain receptor. Therefore an "in vitro model"
was established, to find out the main neurotoxic component in the readion of microglia
cells. Again the signaling pathways were inhibited pharmaawmlogically, using the cll free
medium produced by these microglia clls as "conditioned medium” in neuronal cell
culture. The murine neuronal cells were tested for their surviving in the cnditioned
medium, to correlate adivated signal pathways with neurotoxicity.

Inhibition of translation or transcription in microglia clls led to no reduction of the
neurotoxic effed of the conditioned medium, nor did the inhibition of the

mitochochondrial respiratory chain or the radical sources xanthine oxidase, lipoxygenase
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or cyclooxygenase. Inhibition of NADPH oxidse was able to reduce the neurotoxicity of
the conditioned medium down to 30%. The NADPH oxidase is an enzyme complex ,
releasing huge numbers of superoxide anion radicals during the "oxidative burst”. The
neurotoxic component was released 30 min after activation of microglia cells into the
conditioned medium, was bigger than 50 kDa and was removed out of the conditioned
medium by EDTA chelation followed by dialysis.

To proof the importance of NADPH oxidase activation for neurotoxicity, a part of the
NADPH oxidase, the membranebound gp91°™ was disrupted by gene targeting. As a
consequence these cells did not react with superoxide release, when treated with Ap or
AGE. Conditioned medium of these cells was not neurotoxic, in contrast to that of the
microglia cells with a functional NADPH oxidase. The reactive oxygen species resulting
from the NADPH oxidase activity are able to activate NF-kB. Because of the wide range
of gene activation performed by NF-kB, there are various potential neurotoxic gene
products to consider. For that reason NF-kB was stimulated sucessfully in microglia cells
with exogenous hydrogen peroxide stimulation, without a neurotoxic result in the model
system. Activated NF-kB seems not to be responsible for the microglia mediated
neurotoxicity, whereas there is a direct correlation of NADPH oxidase activity and

neurotoxicity.



Zusammenfassung

Typisch fur die Alzheimer* schen Erkrankung ist die Bildung unléslicher Ablagerungen im
Gehirn, sogenannter "seniler Plaques'. Diese Plagues bestehen im Wesentlichen aus
fibrillarem B-Amyloid (AB), das durch Glykierungen verandert vorliegen kann. Auf3erdem
beinhalten die Plaques, sogenannte AGEs "Advanced Glycation Endproducts’, die aus
nichtenzymatisch glykierten Proteinen entstehen. Als Folge von Dehydrierungs-,
Kondensations- und Oxidationsprozessen entsteht ein heterogenes Gemisch aus farbigen,
fluoreszierenden Ringverbindungen. Diese AGE-modifizierten Proteine sind uréslich und
proteaseresistent, und sind ebenso wie das fibrillare AR in der Lage Mikrogliazellen zu
aktivieren. Diese sesglen Gehirnmakrophagen wirken in aktiviertem Zustand neurotoxisch,
wobei es verschiedene Hypothesen gibt, wie die Mikrogliazellen zu dem neuronalen
Zelltod fuhren.

Um dieses zu untersuchen wurden murine Mikrogliazdlen herangezogen, die als Merkmal
ihrer Aktivierung auf die Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern
Uberpruft wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Rahmenbedingungen réher
untersucht, die a1 der AGE vermittelten Mikrogliagtivierung fuhren. Es wurde in vitro
gezeigt, dal3 de Mikrogliaaktivierung zunéchst durch eine hochmolekulare Hyaluronsaure,
wie sie nativ in der extrazelluldren Matrix vorliegt, verhindert wird. Im Gegensatz dazu
konnte NF-kB in Mikrogliazllen aktiviert werden, die in Gegenwart von
niedermolekularen Hyaluronsdurefragmenten mit AGE behandelt wurden. In der
vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dal? de Mikrogliagktivierbarkeit umgekehrt
proportional zu der durchschnittlichen HyaluronsduremolekilgroRe ist.  Andere
Glykosaminoglykane as der extrazllularen Matrix, wie D-Glukuronsaure, N-
Azeaylglukosamin oder Chondroitin-4-sulfat reduzierten die Aktivierbarkeit der
Mikrogliazllen rur geringfigig. Sowohl AR, als auch AGEs stzen wahrend ihres
Entstehungsprozesses reaktive Sauerstoff spezies frei, die wie sich zeigte die Hyaluronsdure

in kleinere Bruchstiicke zeschneiden kdnnen.

Die Signaltransduktion der AGE-aktivierten Mikrogliazllen wurde mittels
unterschiedlicher Inhibitoren gehemmt und die Auswirkung auf die NF-kB Aktivierung
untersucht. Hier zeigte sich ein komplexes Netzwerk an aktivierten Signalwegen, so dal3

kein Ruckschlu® auf einen bestimmten Rezeptor moglich war. Daher wurde én "in vitro
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Modell" entwickelt, um die ausschlaggebende neurotoxischen Komponenten der
Mikrogliareaktion aufzufinden. Darin wurden die Signalkaskaden der aktivierten
Mikroglia eneut durch pharmakologische Inhibierung unterbrochen, das zellfreie Medium
das von diesen Mikrogliazellen sezerniert wurde, wurde ds "konditioniertes Medium™ fur
die Kultur muriner Neuronen eingesetzt. Diese wurden beziglich ihrer Uberlebensrate in
diesem konditionierten Medium untersucht, so dal3 eine Korrelation zwischen aktiven
Signalkaskaden und der neurotoxischen Wirkung hergestellt werden konnte.

Die Hemmung der Transkription oder der Translation in den Mikrogliazellen zeigte keine
Reduktion der neurotoxischen Wirkung des konditionierten Mediums. Ebensowenig
wirkten Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette, der Radikalquellen Xanthin
Oxidase, Lipoxygenase oder Cyclooxygenase. Die Hemmung der NADPH Oxidase
hingegen, reduzierte die Neurotoxizitét des konditionierten Mediums auf etwa 30%. Die
NADPH Oxidase ist ein Enzymkomplex, der im Rahmen des "oxidativen hursts' grofe
Mengen Superoxidanionen freisetzt. Die gesuchte neurotoxische Komponente wurde
innerhalb der ersten 30 min rach Aktivierung der Mikrogliazellen in das konditionierte
Medium abgeben, war groBer als 50 kDa und konnte durch EDTA-Komplexierung mit

anschlief3ender Dialyse aus dem konditionierten Medium entfernt werden.

Um die Bedeutung der NADPH Oxidase Aktivierung fur die neurotoxische Wirkung
nachzuweisen, wurde eine Untereinheit der NADPH Oxidase, das membransténdige
gp9P"™ in den Mikrogliazelen dektiviert. Dies fihrte dazu, da diese Zellen kein
Superoxid auf die Stimulation mit AR oder AGE hin abgaben, im Gegensatz zu den
Mikrogliazllen mit funktioneller NADPH Oxidase. Das konditionierte Medium der
NADPH Oxidase defizienten Zellen war nicht mehr neurotoxisch.

Die freien Sauerstoffradikale die aufgrund der NADPH Oxidase Aktivierung entstehen,
kénnen zu einer NF-kB Aktivierung fohren. Aufgrund der breitgefécherten
Genaktivierung, die durch NF-kB bewirkt wird, gibt es viele mdgliche Kandidaten die eine
neurotoxische Wirkung haben koénnten. Daher wurde NF-kB erfolgreich in den Mikroglia
durch exogenes Wassrstoff peroxid stimuliert, wobei aber keine neurotoxische Wirkung
im Modellsystem festgestellt wurde. NF-kB scheint damit nicht far die
mikrogliavermittelte Neurotoxizitat verantwortlich zu sein, im Gegensatz zu der NADPH
Oxidase, deren Aktivitdée unmittelbar mit der Neurotoxizitdt Kkorreliert ist.



| Einleitung

I.1. DieAlzheimer’ sche Erkrankung

Die Alzheimer Demenz (AD) ist eine der haufigsten, bisher nur symptomatisch
behandelbare, degenerative Alterskrankheit des Zentralnervensystems. Sie stellt noch vor
der Multiinfarktdemenz die verbreitetste Form der senilen Demenzen dar. Die Krankheit
tritt mit zunehmendem Alter haufiger auf und verlauft schleichend in mehreren Stufen. Sie
aul3ert sich zunéchst in leichtem, dann in immer stérker werdendem Gedéachtnisverlust, was
schliefllich zum vollsténdigen Personlichkeitsverlust fihren kann. In Deutschland sind
rund 0,8 Millionen Menschen von der Alzheimer’schen Erkrankung betroffen. Mit
zunehmendem Durchschnittsalter der Bevolkerung ist ein Anstieg in den nachsten Jahren
bis auf 1,2 Millionen Patienten zu erwarten. Alzheimer-Patienten sind bis zu ihrem
L ebensende besonders pflegebedirftig, was nicht nur eine grof3e Belastung der pflegenden
Angehorigen verursacht, sondern auch entsprechend hohe Sozialkosten. Die Diagnose
dieser Erkrankung war bisher durch AusschluRverfahren erst in weit fortgeschrittenem
Stadium miglich, mit definitiver Sicherheit jedoch erst im Biopsiematerial anhand der
Plagues. Diese typischen Ablagerungen, die sogenannten "B-Amyloid-Plagues’ (AB-
Plagues) wurden histopathologisch von Alois Alzheimer erstmalig 1906 als abnormale
Veranderungen erkannt. Nur ein kleiner Teil der AD Patienten, etwa 5% sind aufgrund
eines genetischen Defekts betroffen, die durch Mutationen den "Présenilin-Genen"
verursacht werden. Diese Mutationen erhdhen die Produktion des besonders
aggregationsaktiven Peptids ABi142 (Hartmann et a., 1997. Etliche weitere Faktoren
korrelieren mit der Alzheimer' schen Erkrankung, beispielsweise das Apolipoprotein E
(Apo E), das den Cholesterintransport zu den Zellen beeinflufd und in verschiedenen
Varianten auftritt. Etwa 15% der Bevolkerung tragen das Allel Apo E4, das eine hohe
Korrelation zu dem Auftreten der AD zeigt (Poirier et al., 1998. Neuere Forschungsdaten
belegen Entziindungen und Blutgefaveranderungen in fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung. Momentan gibt es nur symptomatische Behandlungsmoglichkeiten

beispielsweise durch Acetylcholinesterase-Inhibitoren oder Cyclooxygenase-Inhibitoren.



[.2.  Molekulare Hintergrinde der AD

Die molekularen Ursachen der AD sind noch nicht eindeutig bekannt. Zwei Hypothesen
stehen im Vordergrund der aktuellen Forschung, wobei eine Hypothese die intrazelluléren
fibrillaren Bundel als urséchlich fur die Neuronendegeneration ansieht. Diese sogenannten
neurofibrilléren ,Tangles*, die durch die Glykierung des "mikrotubuli-assoziierten
Proteins tau" (MAPT) entstehen, unterbinden den axonalen Transport in den Neuronen
(Thal et da., 1998. Die aweite Theorie, die ,[B-Amyloid-Hypothese, favorisiert
extrazelluldre Plagues als Ursache der Neurodegeneration. Dabei handelt es sich um
exzessive Ablagerungen von fibrillérem 3-Amyloidprotein (AB) im Gehirn (Lorenzo et al.,
1994 Chung et al., 1999.

[.2.1. Extrazellulare Plaques

Die senilen Plagues entstehen durch die Anhaufung des APB-Peptids (AB), das aus dem
Amloid-Vorlauferprotein ("amyloid preaursor protein’, APP) hervorgeht. Das aus dem
APP gebildete AP aggregiert in fibrilléren Strukturen zu Plagues, die auch als kongiophile
Angiopathien bezeichnet werden. In diesen senilen Plagues sammeln sich unter anderem
Ubiquitin, Apolipoprotein E (Masters et a. 1985 Selkoe et a., 1986), Komponenten der
extrazelluldaren Matrix (Bame @ al., 1997 und Ubergangsmetalle wie Zink, Kupfer und
Eisen (Lovell et al., 1998 in erhdhter Konzentration an (Smith et a, 1997. Durch
Glykierungen, die Bildung der "Advanced glycaion endproducts' (AGES) werden die
ohrehin schon stabilen extrazelluldren Plagues dahingehend modifiziert, dal3 se kaum
noch aufgelost, beziehungsweise égebaut werden kénnen (Durany et al, 1999.

[.2.1.1. Prozesderung des APP zu A(

APPigt ein ubiquitdr im gesamten Organismus auftretendes Transmembran-Glycoprotein
(Dyrks et a. 1998, dessen hiologische Funktion noch unklar ist. Diskutiert werden die
Funktion als Reparaturprotein oder Auswirkungen auf die Zell-Zell- und Zell-
extrazelluldre-Matrix-Kontakte (Banati et al., 1993 Narindrasorasek et al., 1991 u. 19%).
Durch die a-, B- und y-Sekretasen werden verschiedene Splei3varianten erzeugt, wobei die
[3-Sekretase das membranstandige Fragment C99 erzeugt, von dem ausgehend die y-
Sekretase das AB-Peptid freisetzt (Abb.1).
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Abb.1) APP Spaltung des APP zu AB (modifiziert nach Selkoe & al 1998

(a) Schematisches Diagramm des , B-amyloid preaursor protein® (APP) und seiner metabolitischen
Abkommlinge. Die grofte bekannte SpleifSform des APP umfal3t 770 Aminosauren (AS). Zwel
alternativ gespleiBte Exons von 56 und 19 AS Lange werden bei dem Rest 289 eingefligt. Das erste
enthalt eine Kunitz Typ Serin Protease Inhibitor Doméane (K PI). Die Transmembrandomane (TM) ist
durch die gestrichelten Linien gekennzeichnet. Das amyloid B-Protein (AB) Fragment beinhaltet 28
Aminosauren auflerhalb der Membran und die esten 12-14 Reste der Transmembrandomane. (b) Die
o-Seaetase spaltet die grolde, 16diche Ektodoméane des APP (APPs-a) ab, der 83-Reste grol3e C-
terminale Bereich (C83) verbleibt in der M embran. Das C83 Fragment kann durch die y-Sekretase bei
Rest 711 ader 713 geschnitten werden, so dal3 das p3 Peptid freigesetzt wird. (¢) Die alternative
proteolytische Spleillstelle nach Rest 671 durch die B-Seaetase fihrt zur Freisetzung der geringfigig
verkurzten APPs-3 Form und dem membranstdndigen 99-Reste C-terminalen Fragment. Dieses C99
Fragment kann durch die y-Secretase gespalten werden, so dald das A Peptid freigesetzt wird.

Das AP Peptid umfaldt 40-42 Aminosauren (Abb. 2), mit einer extrazellularen Doméne aus
28 Aminosauren und 12-14 Aminosauren einer hydrophoben Transmembrandoméane. A3

aggregiert zu B-Faltblattstrukturen, die sich in Fibrillen aneinanderlagern.

AB1-40: DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAII GLMVGGVV
AB1-42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAII GLMVGGVVIA

Abb.2) Aminosduresequenz des A Peptids



Frihe AB-Ablagerungen, sogenannte , diffuse Plaques* 16sen kaum neuronale Re&ktionen
aus, wahrend in der Nahe weiter fortgeschrittener Ablagerungen, sogenannter
»neuritischen Plaques®’, vermehrt degenerierte Nervenfortsétze a1 finden sind (Y amaguchi
et a., 2000. AP hat ein stark positives Reduktionspotential, das Kupferionen (Cu?*), und
in geringerem Umfang auch Eisenionen (Fe*'), reduziert und molekularen Sauerstoff
einfangt, um Wasserstoffperoxid zu hilden (Huang et a., 1999. Die Fahigkeit der
Radikalproduktion nimmt in der Reihenfolge AB1-42 > AB1-40 > rat AB1-40 ab, was mit
der Neurotoxizitdt der Peptide korreliert, die in derselben Reihenfolge donimmt (Huang et
a., 1999. Fir die ursachliche Beteiligung der freigesetzten Radikale an der Toxizitét
spricht die Tatsadhe, dald dese mittels Superoxid-Dismutase (SOD) vermindert werden
kann (Thomas et al., 1996. Die AP-Fe*/Cu** Re&tion erzeugt aulRerdem
Thiobarbitursaure, ein Beleg fur die Lipidoxidationsprodukte Malondialdehyd und

Hydroxynonenal (Huang et al., 1999, die ihrerseits neurotoxisch wirken kénren.

1.2.1.2. Glykierungsreaktionen (AGES)

AGEs entstehen aus nichtenzymatisch glykosylierten (=glykierten) Proteinen in einer
Re&ktionskette, fur die im ersten Schritt dhnlich der Maillard-Reéktion die Addition eines
Zuckermoleklls Uber die regtive Carbonylgruppe an eine primére Aminogruppe
angenommen wird. Die gebildete Schiff-Base lagert sich in einem zweiten Schritt zum
Amadori-Produkt um. In weiteren Schritten entsteht durch Dehydrierung, Kondensation
und Oxidation ein heterogenes Gemisch. Diese aiRerst stabilen Verbindungen bezechnet
man entsprechend ihrer mehrstufigen Bildung als ,Advanced Glycaion Endproducts
(AGEs) (Bucala d al., 1994). Sie beinhalten fluoreszierende Ringverbindungen mit einem
charakteristischen Fluoreszenzmaximum bei 440 nm, sind proteaseresistent, unléslich und
bei ihrer Bildung entstehen freie Radikale und andere redtive Intermediate (Abb. 3)
(Brownlee & a., 2000. Unter den verschiedenen hisher bekannten Produkten befinden
sich die N-Carboxymethyllysin (CML), Pyrralin, Imidazolon, Pentosidin, Methylglyoxal
und Vesperlysin (Kato et al., 200Q Tessier et a., 2000.

Die Amadori-Produkte werden durch Ubergangsmetalle oxidiert, worauf sich reektive
Zwischenstufen bilden. Diese Autoxidation produziert vor allem Superoxidanionen (O,
die durch die Superoxiddismutase (SOD) zu Wassrstoff peroxid H,O, dismutiert werden.

In der Fenton-Resktion werden diese mit Hilfe von F€* zu dem &uRerst resktiven



Hydroxyl-Radikal reduziert.Unter physiologischen Bedingungen findet die Bildung der
AGEs nur langsam statt, so dal3 besonders langlebige Proteine betroffen sind.

H H OH H H OH
- - _ :
NH, + o OH <— N OH
CH HO CHHO
Praein Glucose / Schiff'sche Base
H H OH

N OH

! Amadori-Produkt

H O HO

‘ Oxidation z.B. durch Ubergangsmetalle

— Reaktive
NH, + HiC
? ’ \[\/Em O/J\ﬂ/\m + OH Oo—  Zwischenstufen
O O

S ~.

N ~. Ho. [\ H N
*NH_(@ S o 1l o
NH N O
N l \ / N \
L-Arg a0 o g

Pentsidne Pyrrdine FFI
Advanced glycosylation endproducts

Abb. 3) Reaktionswege, die zur Bildung der Advanced glycosylation endpr oducts fihren

Nach der Glykierung einer primérem Aminogruppe lagert sich die gebildete Schiff-Base in einem
zweiten Schritt zu einem Amadori-Produkt um. Durch Oxidation entstehen reaktive Zwischenstufen,
die a1 einer heterogenen Gruppe von Endprodukten weiterreagieren. Darunter befinden sich
Pentosidine, Pyrraline und verschiedene bisher unidentifizierte Formen (FFI).



[.2.2. Direkte und immunvermittelte Neur otoxizitat

[.2.2.1. Direkt vermittelte Toxizitat

Sowohl von AP als auch von AGEs ist bekannt, dal3 sie in raumlicher Nahe a
degenerierenden Neuronen stehen (Colam e al., 1996. Hier ist noch weitgehend
unbekannt auf welchem Weg die direkte Neurotoxizitdt vermittelt wird, obwohl die
meisten Ansdtze von oxidativem Stress als Ursache ausgehen (Behl et al., 1994 Pike d
al.,1991). Dadurch dal3 die Glukosetransporter durch Lipidperoxidationsprodukte inhibiert
werden kann der zerebrale Glukosemetabolismus gestort werden, so dal3 es zu einer
zelluldren Unterversorgung kommt (Montine & a., 1997). Weitere Mechanismen der A3
Neurotoxizitét sind vermutlich die Bildung von lonenkandlen z.B. fir Calcium (Hartmann
et a., 1994 und die Inhibierung des mitochondrialen Energiestoffwechsels (Bozner et al.,
1997 Keller et al., 1999.

[.2.2.2. Immunvermittelte Neurotoxizitat

Die immunvermittelte Neurotoxizitdt wird duch Mikroglia vermittelt, sowie durch
inflammatorisch angelockte, ins Gewebe eingewanderte Makrophagen. I|m Folgenden soll
naher auf diese indirekte Form der Neurotoxizitét eingegangen werden. Mikroglia als
sessle Makrophages des Gehirns sind urabdingbar im Kampf gegen eindringende

Mikroorganismen und notwendig, um Abfall produkte au beseitigen.

1.2.2.2.1. Aktivierung der Phagozyten und daraus resultierende zelulare
Reaktionen

Von AP ist bekannt, dal3 sie einen Tyrosine-abhangigen Signalweg aktivieren, der zu

Superoxidproduktion fuhrt. Moglicherweise spielt der "Rezeptor fir AGES' (RAGE) hier

eine wesentliche Rolle in der Mikrogliasktivierung (McDonald et al., 1997). Fur Mikroglia

und Astrozyten ist die AB-bedingte Aktivierung von NF-kB und die NF-kB abhéangige

Stickstoff monoxidproduktion (NO) beschrieben (Akama d al.,1998.

AGEs sind im Gehirn mit Mikroglia kolokalisiert (Takeda & al., 1998 und kdnren als
Signal fur die Aktivierung der Mikroglia dienen. Da die Mikroglia wiederum mit den
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Amyloid Plaques asoziiert sind (Dickson et al., 1996 ist es shwer einen eindeutigen
kausalen Zusammenhang herzustellen, welche Substanzen urséchlich fur die
Mikrogliasktivierung sind. Die Aktivierung der Mikroglia durch AGE, kann hierbei durch
mehrere Rezeptoren vermittelt werden, den AGE-Rez (RAGE), OST-48 (AGE R1), 80 K-
H (AGE R2) und Galedin-3 (AGE R3), wobei die weiterfihrenden Signalkaskaden
weitgehend unbekannt sind (Thornalley et al., 1998.

Die Makrophagen Scavenger Rezeptoren | und 11 (MSR I, MSR 1) binden sowohl AB als
auch AGEs, phagozytieren diese, und leiten eine Abwehrresktion ein. Im Rahmen dieser
inflammatorischen Re&tion findet der ,Respiratory burst statt, dabei geben die
professionellen Phagozyten des Immunsystems redtive Sauerstoffspezes ab, um
eindringende Mikroorganismen zu schadigen. Die NADPH Oxidase ist der
aushlaggebende Enzymkomplex eines lchen ,respiratory bursts*. Die priméaren
Produkte, das Superoxidanion und Wasserstoffperoxid, die von der NADPH Oxidase
gebildet werden sind nicht reaktiv genug, um eine wirkungsvoll e bakterizidale Wirkung zu
erzielen, aber die Sauerstoffmetaboliten sind die Grundlage fur daraus resultierende
resktive Sauerstoffspezies (ROS). Diese vernichten aber nicht nur Mikroorganismen,
sondern auch benachbarte Zellen ("bystander lysis'), sind also verantwortlich fur die
Zerstérung des Gewebes, die haufig mit einer inflammatorischen Reaktion einhergeht.

Die re&ktiven Sauerstoffspezies kénnen aber auch als Signalgeber ("second messenger™)
weiterfihrende Signalweg aktivieren, beispielsweise die JAK-STAT Signalkaskade
(Simon et a., 1998 oder sie veranlassen die NF-kB Translokation in den Zellkern. Dies
bestétigt sich darin, dal3 die NF-kB-Aktivierung duch die Zugabe von Antioxidantien
verhindert wird (Vogt et a., 1998 Schred et a., 1991, Shi et al., 1999.

1.2.2.2.2. Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Der Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclea fador kappa B) liegt inaktiv im Zytoplasma
gebunden an I-kB, den Inhibitor von NF-kB vor. AuRer dem vorwiegend auftretenden I-
kKBa kommen die Subtypen I-kBf, I-kBy, I-kBg, pl105 (Vorlaufer p50) und pl00
(Vorlaufer p52) vor (Baeauerle € al., 1998. Nadc der Stimulation der Zelle wird das an
NF-kB gebundene I-kB degradiert, das daraufhin von dem Rel-Dimer abdissoziiert. NF-
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KB wird anschliel3end in den Zellkern transloziert (Abb.4), wobei auch hier mehrere
Mitglieder bekannt sind, das cRel, RelA und RelB. Diese besitzen eine konservierte, ca
300 Aminosaure umfassende Rel-Homologie-Doméane (RHD), die fur die Dimerisierung
und die DNA-Bindefahigkeit essentiell ist (Urban et al., 1991).

NF-kB I nduktor

Y Rezeptor

Plasmamembram———_

. E
U
= B
Degradation von I-kB
durch das 26S Rotessom
- ‘Heu}fﬁ

m NF-KB

Kerntranslokation

Aktivierung der
Zellkern Genexpression

Abb. 4) Signaltransduktionsweg der NF-kB Aktivierung

Nach der Bindung des Liganden an den Rezeptor erfolgt die Phosphorylierung von |-
KB, was zu einer Ubiquitinilierung fuhrt. Daraufhin wird das |-kB degradiert, so daf3
der p50/RelA Komplex in den Zellkern gelangen kann, wo die Aktivierung der
Genexpresson gtattfindet. Anschlief3end findet im Zytoplasma die Reaggregation von
I-kB und NF-kB statt. (modifiziert nach Baldwin et al., 199%); P=Phosphat,;
Ub=Ubiquitin.
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Dabei sind Kombinationen zu Hetero- und Homodimere der NF-kB Mitglieder mdglich.

Diese unterschiedliche Zusammensetzung der Dimere ehtht die Komplexizitéat der

Genregulation und manifestiert sich in unterschiedlichen Expressionsmustern (Lernbecher
et a., 1993 Weih et al., 1996.

Tabelle 1) Ubersicht der Zielgene von NF-kB
(modifiziert nach Baeuerle ¢ al., 1998

Wadhstumsfaktoren und
Zytokine

Interleukin-1a

Interleukin-13

Interleukin-2

Interleukin-3

Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-12

Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a)

Lymphotoxin (TNF-[3)

Interferon 3 (IFN-[3)

Interferon 'y (IFN-y)

Transformierender Wachstumsfaktor 32 (TGF-2)
Makrophagen stimulierender Faktor (M-CSF)
Granulozyten / Makrophagen stimulierender Faktor (GM-CSF)
Granulozyten stimulierender Faktor (G-CSF)
Erythropoetin

Zelladhasionsmolekiile

Intrazelluldres Zelladhésionsmolekil-1 (ICAM-1)
Vasculéares Zelladhasionsmolekiil-1 (VCAM-1)
Endothel-L eukozyten Adhésionsmolekil-1 (ELAM-1)

Akut-Phase Proteine

Angiotensinogen
Serum Amyloid A (Vorstufe)
Komplemente Faktor C4

indwzierbare NO-Synthase
(iINOS)

Stickstoff monoxid (NO)

Durch die differentielle Regulierung der verschiedenen NF-kB Komplexe werden sehr

vielfaltige genetische Programme in Gang gesetzt, die sich potentiell neurotoxisch

auswirken koénnen (Tab. 1). Die NF-kB Zielgene missen aber nicht zwangslaufig Einfluf3

auf die neuronale Uberlebensfahigkeit nehmen. Einige wirken unmittelbar auf den

Stoffwechsel der Mikroglia, erhtéhen deren Resistenz gegentiber Toxinen oder regen die

Mitose oder Chemotaxis an, andere, wie Zytokine oder Stickstoffmonoxid kdnnen

dosisabhangig neurotoxisch oder neuroprotektiv sein.
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I Material und Methoden

Il .1.Material

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Boehringer Mannheim/Roche
Diagnostics, Calbiochem, Merck, Sigma und Molekular Probes. HMW-HA (MW: 1.2
MDa) and LMW-HA (MW: 0.2-0.5 MDa) wurden von Lifecore and Sigma bezogen.

Zdlkulturmedien und M aterial

Zellkulturmedien und Supplemente wurden von der Firma Gibco bezogen.

Antikorper

Die Antikorper gegen die phosphorylierte SAP-K, phosphoryliertes ELK-1 und
phosphoryliertes ATF-2 sowie I-kB, wurden von New England Biolabs bezogen. Der anti-
p50Antikorper wurde bei Santa Cruz Biotechnology gekauft.

Radionukleotide

Die verwendeten Radionukeotide wurden von Pharmacia Amersham geliefert.

Polymerase-K etten-Reaktion (PCR) Primer
Primer wurden von der Firma Eurogentec synthetisiert.
PCR Primerpaae fur murines 3-Actin, TNF-a and IL-1/3;

IL-1P

sense 5-CTC TAG AGC ACCATG CTA CAG AC-3
antisense  5-TGG AAT CCA GGG GAA ACA CTG-3'

IL-6

sense 5-TGG AGT CAC AGA AGG AGT GGC TAA G-3
antisense  5-TCT GAC CAC AGT GAG GAA TGT CCAC-3
TNF

sense 5-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG C-3

antisense 5-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG G3
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[B-Actin
sense 5-TGG-AAT-CCT-GTG-GCA-TCC-ATG-AAA-C-3
antisense 5-TAA-AAC-GCA-GCT-CAG-TAA-CAG-TCC-G-3

NF-kB-Oligonukleotide fur die Gelretentionsanalyse
Das doppelstangige Oligonukleotid kKB wurde durch Hybridisierung der komlpementéren

Einzelstréange ezeugt.
5-AGC TTC AGA GGG GACTTT CCG AGA GG-3
5-TCGACCTCT CGG AAA GTC CCCTCT GA-3

AB-Peptide

Die Peptide AB(1-40, AB@s3s und ein Peptid bestehend aus 11 Aminosdure mit einer
Zufallssequenz (scrambled) = AP wurden im Arbeitskreis von Prof. Dr. Palm durch
Festphasesynthese hergestellt, abgespalten und deprotektioniert. Die Aufreinigung erfolgte
durch préparative HPLC Uber eine RP18 Séule. Reinheit und Molmasse von AB(1-40)
wurden im Arbeitskreis von Prof. Spengler (Fakultét fur Chemie) durch MALDI bestétigt.

Sequenzen der verwendeten Peptide:

AB-20) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
ABs35) GSNKGAIIGLM

ARy KSGNMLGIIAG

GroRenstandards

Als Molekulargewichtsgandard fur die SDS-PAGE Gelanalyse wurde der "Color Marker
high range" von Sigma Aldrich verwendet. Als GroRenmarker fir DNA-Untersuchungen
wurde die DNA-Leiter "Gene ruler 1 kb Ladder" von MBI verwendet. Fur die Digoxigenin
(DIG) markierte DNA GroRRenbestimmung wurde der DNA Moleaular Weight Marker |l

von Boehringer Mannheim verwendet.

Puffer und L 6sungen

10k PBS,pH 7,4 80g NaCl
29 KCl
244 KH,PO,

144 g Na,HPO,
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50x TAE, pH 8,4 242 g
379
57,1 ml

ad 1000ml H,0

10x TBE, pH 8,4 1M
1M
20mM

DNA-Farbindikator:
15%
10%
40 mM
0,2%
0,2%

Gerdteund Verbrauchsmaterial

Gerdte

Analysenwaage
Blotkammer
Elektroporationsgerat
Elisa Realer
Cleanbench
Grobwaage
Luminometer
PCR-Block
Netzgerde
Photometer
Sterilbanke
Spektrophotometer
Szintill ationszahler
Thermocycler
Tischzentrifuge
Mikropipetten
Zellzahler
Zentrifugen

Verbrauchsmaterial

Tris-Base
EDTA
Eisessig

Tris-Base
Borsaure
EDTA

Glycerin

Ficoll 400
EDTA
Xylencyanol
Bromphenolblau

Satorius

BRL

Biorad

Labsystems Multiscan Ascent
Heraaus

Satorius

Bertold

Progene

Consort, Pharmacia

Varian Cary

Heraaus

Spex Fluoromax

Wallace Systems, Pharmacia
Tedne ProGene

Eppendorf

Gilson

Casy Coulter Counter
Hettich, Sorvall

Die Zellkulturverbrauchsmaterialien wurden von Greiner, Falcon und Beckton-

Dickinson bezogen.

1 mlund 1,5 ml Re&tionsgefalie
Pipettenspitzen (blau, gelb)

Eppendorf
Gilson
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15ml und 50ml Zentrifugationsrohrchen  Greiner
Nitrozdlulose-Membran Schleicher & Schuell

Software
MS-Office Paket
Corel Photo Paint, Corel Draw
I mage Quant
SPSS

Ascent

|1.2.M ethoden

I1.2.1.Herstellung der AGEs

Die AGEs wurden durch Inkubation von 1 mM BSA, in 1 x PBS (pH 7,4) bei 50°C mit 1
M Glukose fiir 6 Wochen hergestellt. Uber 6 Wochen hinweg wurden eine standige und
nahezu lineae Zunahme sowohl der Fluoreszenz (370 nm Anregung / 440 rm Emisgon),
als auch der Absorption bei 400 M beobaditet. Nadch diesem Zeitraum waren keine
Steigerungen der Werte feststellbar, so dald angenommen wurde, da3 ein maximal
modifiziertes BSA vorlag. Nicht gebundene Zucker wurden durch grindliche Dialyse mit
destilliertem Wasser entfernt. Diese Modell-AGEs wurden lyophilisiert und erneut in PBS
(pH 7,4) aufgenommen. Der Proteingehalt wurde durch die Bradford-Methode gemessen,
wobei BSA als Standard verwendet wurde. Der AGE Anteil wurde durch die Messung der
optischen Dichte bei 400 rm und der Fluoreszenz geschétzt. Das Emisgonsgpektrum der
Fluoreszenz wurde bei 440nm nach Anregung bei 370nm gemessen. Obwohl bakterielles
Wadstum aufgund der hohen Temperatur und den hohen Zuckerkonzentrationen
unwahrscheinlich ist, wurde die BSA-AGE Préperation durch einen Durchlauf durch eine
Polymyxin B Saule weiterbearbeitet, die Endotoxin hindet. Hierzu wurde Polymyxin B-
Agarose der Firma Pierce entsprechend der Vorschrift eingesetzt.

Vor der Polymyxin B Saulenbehandlung wurde die BSA-AGE Praparation beziglich des
Endotoxingehalts getestet. Dazu wurde der "LimulussAmoebocyte Lysate® Test
(BioWhittaker, Inc.) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen qualitativen Test, um die

Anwesenheit von Gram-negativem bakteriellem Endotoxin festzustellen. In Gegenwart des
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Endotoxins geliert die Losung, wéhrend sie ansonsten fliisdg beibt. Der Test wurde nach
den Angaben des Herstellers verwendet, im Vergleich zu Vergleichsstandards wurde ein
Endotoxingehalt von weniger als 1 Unit/mg Protein fur die verwendeten BSA bzw. BSA-
AGE Préparationen festgestellt. Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden die AGEs fur 20
min auf 70°C erhitzt.

II.2.2. Herstellung der fibrillaren AP Peptide

Das ABesss und APaag sowie das APB(sc) wurden als Stammldsung in sterilem,
destiliertem Wasser eingeldst und entsprechend der benétigten Endkonzentration verdimt.
Die Fibrillenbildung von 10 uM ABs35 erfolgt innerhalb von Minuten, wie durch den
Thioflavin-T Test festgestellt werden kann (siehe 111.2.4). Die AB@.4g (10 pM)
Fibrillenbildung erfolgte bei 37°C fur 5 Tage und wurde analog zu den Verfahren bei

AGESs auf das Vorhandensein von Endotoxin untersucht.

[1.2.3. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde als Bradford Bestimmung duchgefihrt. Coomasssie
Brillant Blue komplexiert in saurer Losung mit Proteinen, vermutlich, indem die freien
NH.-Gruppen von Argininresten mit dem Farbstoff reagieren. Dabei andert sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 rm nach 595 mm. Ein Aliquot der Probe
wurde mit 500 ul Reagenz gemischt, die Mesaung erfolgt nach 5 min. Inkubation gegen
eine Leerprobe. Der Proteingehalt der Probe wurde mit Hilfe eines BSA-Standards

errechnet.

Bradford-L 6sung:

100mg Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml 95% Ethanol

100ml 85% Phosphorsaure

ad 11 H,O

Losung durch Faltenfilter filtrieren.

II.2.4. Fluoreszenzmessung

AGE-Fluoreszenzmessung

AGEs zeigen rnach Anregung bei 370 mm ein charakteristische Emissonsmaximum bei
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440m (Monnier et al.,1981). Zur Fluoreszenzmesaung wurde eine geeignete AGE-
Verdimung in 1 x PBS oder A. dest verwendet. Als Leawert dienten entsprechend A.dest
oder PBS.

Bestimmung der Abeta Fibrillenbildung mittels Thioflavin T-Fluoreszenz

Fibrillare AR Aggregate bilden eine beta-Faltblattstruktur aus, die ein Emisgonsmaximum
bei 480 mM zeigen. Durch den Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin T wird diese Emisson
verstarkt (Lansbury et a., 1992)..

Puffer
Phosphatpuffer pH 6,0 50mM
Thioflavin T 3uM

Anregung 450
Emisgon 480 rm

[1.2.5. Super oxidmessung

Fir eine quantitative Messung der Superoxidproduktion der Mikroglia wurde der
kontinuierliche Cytochrom ¢ Reduktionstest modifiziert, so dal3 er fur die kinetische
Messung mittels ELISA Reader geeignet war (Mayo et al., 1990. Die Extinktionséanderung

der Cytochrom c Losung wird bei 550 rm, 37°C verfolgt. Die Menge des gebildeten Oy"

wurde mittels des Extinktionskoeffizienten fir Cyt ¢ (9300 Liter x mol® x cm™)

errechnet.

Cytochrom ¢ Reduktion

Cyt ¢ (horseheat) 10uM
EDTA 100uM
NapHPO,4 (pH 7,8) 50 mM
11.2.6. Zellkultur

11.26.1. Allgemeine Zellkulturtechniken

Zdlkultur mit permanenten Zellinien
Fur die Zellkulturuntersuchungen wurde die murine Makrophagenzdlinie J774A.1, die

murine Mikrogliazellinie N11 und die murine Neuronenzelline Neuro-2A verwendet. Die

Zellkultur erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,. Die Zellen wurden in 75cm?2
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Gewebekulturflaschen 24-36 h in DMEM mit Penicill in/Streptomycin (100 U/ml, 100
pg/ml) and L-Glutamin (2 mM) bei 37°C in 5% CO, mit 10% FKS herangezogen.

Zellkulturmedien
Die Zellkulturmedien DMEM und RPMI wurden entsprechend den Herstell erangaben aus

Pulvermedium mit Natriumcarbonat angesetzt und duch einen 0,2 um Filter (Spektrum)
sterilfiltriert. Vor Gebrauch wurde dem Medium 2 mM L-Glutamin, 100 pg/ml; 100 U/ml
Penicilin/Streptomycin 10% FKS zugesetzt. Das fotale Kélberserum (FKS) wurde fir 50
min bei 56°C hitzeinaktiviert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Nachdem
man das Dedkglas auf der Zahlkammer angebracht hat, gibt man seitlich einen Tropfen
Zellsuspension zu. Unter dem Mikroskop werden die Zellen gezihlt, die sich im
Grossjuadrat des Messkreuzes befinden. Die so erhaltene Zellzahl ergibt mit 1x10*
multipliziert die Zellzahl/ml. Zur Unterscheidung der lebenden von den toten Zellen wurde
die Zellsuspension mit Typanblau im Verhaltnis 1:1 gemischt. Die toten Zellen férben sich
im Gegensatz 2u den lebenden Zellen nach ca 30 s Inkubationszeit blau an.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

1x10" Zellen werden aus dem Kulturmedium entnommen und mit frischem Medium auf 10
ml verdinnt und zentrifugiert. Das Zell pellet wird in 1,8 ml Einfriermedium (10% DM SO,
40% DMEM, 20% FKS) aufgenommen und in Einfrierrdhrchen Uberfuhrt. Die Zellen
werden bei -20 °C eingefroren, nach 12 h in eine -80°C Gefriertruhe Uberfuhrt, und
schliefdlich in einem Tank geflllt mit flussgem Stickstoff aufbewahrt. Zum Auftauen
wurden die Zellen in einem 37°C Wasserbad aufgetaut, in einem Falcon-Réhrchen mit 5
ml frischem Medium (37°C) abzentrifugiert, und das Pelet in frischem Medium

aufgenommen und in Gewebekulturflaschen inkubiert.

Einfriermedium in DMEM: 10% DMSO
20% FKS
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[1.2.6.2. Transfektion eukaryontischer Zellinien

Fur die Transfektion der N11-Mikrogliazellinie wurde das FuGene 6 Transfektions
Reagenz verwendet (Boehringer Mannheim). Hierbei wurde nach den Angaben des
Herstellers verfahren, wobei 2 pg Plasmid-DNA des linearisierten Zielvektors gp9P™
eingesetzt wurden.

11.2.6.3. Selektion auf homologe Rekombinanten

Die Selektion der gp9P™ transfizierten N11 Mikrogliazellen erfolgte durch den Einsatz
von zwei Selektionsverfahren. Durch die Integration eines Neomycin-Resistenzgens in das
Genom der N11 ist die Zelline resistent gegen Geneticin (G418). Dieses wurde in einer
Konzentration von 300 pg/ml fir die Dauer von drei Wochen nach der Transfektion
eingesetzt. Aufgrund eines erfolgreichen Rekombinationsereignisses wird die HSV-TK
entfernt. Durch den Wegfall der HSV-TK kann Ganciclovir (Roche) nicht mehr umgesetzt
werden, wobie dieses in einer Konzentration von 10 mM eingesetzt wurde. Solche Zellen,
die das Plasmid voll standig enthalten oder in denen das Plasmid als Ganzes in das Genom
integriert wurde, setzen aufgrund der funktionellen HSA-TK Ganciclovir um, so dal3 de
Zellen durch das entstehende Produkt vergiftet werden.

[1.2.6.4. konditioniertes Medium

Die Mikrogliazellen werden fur 12 h mit 2 uM AGE bzw. 2 uM BSA stimuliert und
anschlieRend abzentrifugiert (800 x g). Der zdlfreie Uberstand mit den mikroglia-
sezenierten Stoffen wird als Medium fur die murine Neuronenzeline Neuro-2A
weiterverwendet. Um sicherzustellen, daR der Uberstand zellfrei ist, wurde dieser aus
mehreren unabhéngigen Ansétzen fir mindestens 3 Wochen im Brutschrank inkubiert,
wobei in keinem Fall Mikrogliazellen gefunden wurden.

Fur Inhibitorstudien werden die Mikroglia mit einem Inhibitor préinkubiert, nach der
Préinkubationszeit mehrfach in einem Puffer (PBS) gewaschen, und mit frischem Medium
versorgt. Fir die verschiedenen Inhibitoren variiert die Préinkubationszeiten von 30 min
bis zu drei Stunden. Danach erfolgt die oben beschrieben Verfahrensweise aur Herstellung
des konditionierten Mediums. Konditioniertes Medium wurde mit Microsep
Ultrafiltrationseinheiten (Filtron) ultrafiltriert. Der Uberstand wurde in dem urspriinglichen

Volumen in frischem Medium aufgenommen. Diese Ansétze, sowie die Filtrate wurden in
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Proben beziiglich der Sterilitat fir 3 Wochen getestet. Fur Dialyseverfahren wurden sterile
Cellulose-Ester-Dialyse-Membranen (Spedra/Por Biotech.Spedrum) der Ausschlul3-
grenzen 15 kDa, 30 kDaund 50 KDa verwendet.

I1.2.6.5. Zytotoxizitatstests

MTT-Test

Die metabolische Aktivité der Zellen wird hier durch die intrazelluldre Reduktion eines
Tetrazoliumsalzes gemessen, die in intakten Zellen an der inneren Mitochondrienmembran
stattfindet. Diese Regtion wird hauptsadhlich durch die Succinat-Dehydrogenase und die
Cytochrom-Dehydrogenase gefordert, wobei die Menge des gebildeten Formazans
proportional zur Anzahl der lebenden Zellen ist. In 96well-Reektionsgefalken werden 3x10°
Zellen/well ausgbracht und 2 Tage inkubiert. Die Testsubstanzen werden mit frischem
Medium auf ein Endvolumen von 100 ul gebracht. Nach der Inkubation wird das Medium
abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und jeweils 100 pl Medium ohne Phenolrot
und 25 pl MTT Stocklésung (1,5 mg/ml) zugegeben. Nach 4 h Inkubation wird der
Uberstand abgesaugt und die gebil deten Formazankristalle durch Zugabe einer Lésung aus
EtOH/DMSO 1.1 gelést. Die Platten werden entweder 10 min geschittelt oder 3 min im
Ultraschallbad behandelt. Die Messung der gebildeten Farbstoffmenge efolgt im Elisa

Reader bei 550 rm und einer Referenzwellenlange von 630 mm.

LDH- Test

Dieser Test erfaldt die Membranintegritét der Zellen nach Toxin-Behandlung und basiert
auf der Bestimmung der Ladatdehydrogenase (LDH) Aktivitdt im Kulturiberstand. Das
zytoplasmatische Enzym Laktat-Dehydrogenase gelangt bei Beschadigung der
Plasmamembran in den Uberstand und kann dort gemessn werden. Die Menge an
freigesetztem LDH ist dabei proportional der Zahl der beschédigten oder lysierten Zellen.
Eswurde das "Cytotoxicity detedion Kit" der Firma Roche Diagnostics verwendet.

Die LDH-Aktivitat wird enzymatisch Gber die Umsetzung von Laktat zu Pyruvat erfasst.

Das dabei entstehende NADH H* wird zur Reduktion eines Tetrazoliumsalzes zu
Formazan genutzt. Dies wird im ElisasReader bei 490 mm gemessen, bei einer
Referenzwell enlange von 630nm.

Die Zellen werden wie beschrieben in 96-well Platten ausgesét, die Inkubation mit AGES
erfolgt in DMEM 1% FKS, um den hohen LDH -Hintergrund des Serums zu minimieren.
Je 50ul der zellfreien Uberstande werden in eine frische MTP Uberfihrt, mit 50ul
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Re&tionsmix gemischt und zur Farbentwicklung 1530 min in der Dunkelheit inkubiert.
Die Indikatorreation wird duch Zugabe von 10ul HCI (IN) pro well gestoppt und
gemessen. Hintergrundkontrolle ist Medium. Als Negativkontrolle dienen unbehandelte
Zellen, die maximale Menge LDH im Uberstand wird duch Lyse von Zellen mit 1%
Triton ermittelt. Um einen evtl. Einfluss der Testsubstanzen auf die LDH-Aktivitét

auszuschliessen, werden diese direkt in Medium verdinnt und getestet.
Berechnung (alle Werte aztglich Hintergrund) :
Probe - Kontrolle

Anzahl der geschadigten Zellenin% = x 100

Maximalwert - Kontrolle

[1.2.7. M olekular biologische M ethoden

[1.2.7.1. Plasmide

Die Plasmide mit den DNA-Sequenzen des deletierten gp9"*, der Hybridisierungsprobe
aus dem 3-Bereich der genomischen gp9l”™ DNA (3-probe) und der
Hybridisierungsprobe mit der Neomycin  DNA Sequenz (neo-probe) wurden
freundlicherweise von Prof. M.C. Dinauer (Herman B. Wells center for pediatric reseach,
1044W. Walnut Street, Indianapolis, IN 46202 zur Verfligung gestellt.

[1.2.7.2. Transformation von E.coli

100 pl kompetente Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit 0,1-1,0 ug Plasmid-DNA
versetzt. Der Transformationsansatz wird gemischt und fir 30-40 min auf Eis inkubiert,
um das Anlagern der zu transformierenden DNA an die Bakterien zu ermdglichen. Nach
einem 2minitigen Hitzeschock bei 42°C und 5minitigem AbkiUhlen auf Eis werden die
Zellen mit 0,8 ml LB-Medium verdinnt und bei 37°C unter Schitteln gezichtet. 100 bs
200 pl der Zellsuspensionen werden auf geeignete Selektionsplatten ausplattiert und 1-2
Tage bei 37°C inkubiert.

Material zur Klonierung von DNA-Fragmenten
LB-Medium: 10 g Trypton
59 Hefe-Extrakt
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59 NaCl

4ml 1M NaOH
ad 1000ml H20
LB-Platten: 1,5% Bado-Agar
Ampicillin (Sigma; Stockldsung 50mg/ml) Ampicillin wird mit

einer Endkonzentration von 50 mg/ml in LB-Medium
und LB-Platten eingesetzt.

Bado-Agar (Difco)

Bado-Trypton

Bado-Hefe-Extrakt

11.2.7.3. Plasmid-DNA Isolierung

Mini-Extraktion der Plasmid-DNA

Von einer Ubernachtkultur in 3 ml LB-Medium werden 1,5 ml in ein Eppendorfgefal
Uberfiihrt und 15 sec zetrifugiert. Die Bakterien werden dann durch Vortexen in 100 pl
Losung 1 suspendiert. Danach werden 200 pl Losung 2 zugegeben und nach erneutem
Vortexen 150 pl Lésung 3. Nach kurzem Mischen wird 2 min bei RT inkubiert und
anschlieRend fir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein mit 400 pl
Phenol/Chloroform (1:1/v:v) vorbereitetes Eppendorfgefald tberfihrt und fir 5 sec
gemischt. Nadh 1-minitiger Zentrifugation wird der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald mit 300l 1sopropanol gegeben und nach 5 min Inkubation bei RT 10 min
zentrifugiert. Das Préazpitat wird in 70% Ethanol gewaschen und 2 min zentrifugiert. Das
getrocknete Pellet wird in 100 pl TE-Puffer aufgenommen. Fur einen Restriktionsverdau
werden 10-20 pl der Plasmidldsung eingesetzt.

Losungen der Mini-Extraktion von Plasmid-DNA

Losung 1 50mM Glukose
25mM TrissHCL pH 8,0
10mM EDTA pH 8,0
Losung 2 02M NaOH
1% SDS
Losung 3. 5M KOAC

[1.2.7.4. Restriktionsverdau der Plasmid-Fragmente

Die DNA wurde in dem vom Hersteller des Enzyms vorgeschlagenen Reaktionspuffer mit
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2-3 U der jewelligen Redriktionsendonuklease pro pg DNA  gemischt. Das
Re&tionsvolumen betrug dabei mindestens das 10-fache des Volumens der zugesetzten
Enzym-L6sung. Die Inkubation des Re&ktionsansatzes erfolgte bei 37°C fur mindestens
eine Stunde. Anschlief3end wurde ein Aliquot auf ein Agarosegel aufgetragen.

[1.2.7.5. Auftrennung von DNA-Fragmenten auf Agarosegelen durch
Elektrophorese

Je nach Grole der aufzutrennenden DNA-Fragemente wurden 0,8-1,5%ige Agarosegele
verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wurde in TAE durch Kochen gelést und in
Gegenwart eines Kammes in eine horizontale Gelapparatur gegossen. Die DNA-Proben
wurden in Ladepuffer (10 mM EDTA, 10% Glycerin, 0,1% SDS, 0,02% Bromphenolblau)
aufgenommen und in die Taschen des mit TAE Uberschichteten Gels pipettiert. Die
Elektrophorese efolgte fur 1-2 h bei 80-100 V. Die Gele wurden dann in einer
Etidiumbromidlosung geféarbt, mit Wasser gewaschen und anschlie3end durch Fluoreszenz
Uber einem UV-Transilluminator (366 nm) sichtbar gemadht.

I1.2.7.6. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Nach der Auftrennung der restringierten DNA durch Elektrophorese auf einem Agarosegel
werden die gewilinschten DNA-Banden aus dem Agarosegel geschnitten und Gker Bindung
an Silikatpartikel isoliert (Geneclean Kit, Dianova, Hamburg).

[1.2.7.7. Digoxigenin Markierung der DNA

Mit Hilfe von Zufallsprimern wird die DNA mit Digoxigenin (DIG)-dUTP markiert. Hier
wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren (Boehringer Mannheim).

[1.2.7.8. Hyaluronsiure-Agar osegel

Ein 0,5% Agarosegel wurde hergestellt, durch das Einlésen von 0,6 g Agarose in 108 ml
Was<r in einem kochenden Wasserbad fir 20 min. Die Agaroselésung wurde in ein 48°C
warmes Wasserbad transferiert, fir 15 min mit 12 ml vorgewarmten 10 x TAE Puffer (pH
7,9) vermischt. Diese Lésung wurde verwendet, um ein 3 mm dickes Gel zu erzeugen.
Dieses dand fur 15 min, wurde anschlieRend mit 100 ml TAE Puffer bededt und unter
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einer Plastikfolie Uber Nadt bel Raumtemperatur (RT) gelagert. Fir den Gellauf wurde
das Gel mit TAE Puffer bedeckt, so dald eine ca 2 mm dicke Pufferschicht entstand. Die
Proben mit ca 7 pg HA in 14 ul Gesamtvolumen, das mit 2 pul 2 M Sukrose in TAE
gemischt wurde. Die Elektrophorese wurde bei RT fir 8 Stunden durchgefuihrt, mit einer
Spannung von 50V (2,5 V/cm).

Nad dem Gellauf wurde das Gel in eine Lésung mit 0,009%6 Stains-All Lésung in 50%
Ethanol gelegt. Das Gel wurde Uber Nadt lichtgeschiitzt bei RT gelagert. Um das Gel zu
entfarben, wurde es in Wassr transferiert und im Dunkeln fir 2 Tage gelagert. Das
entgultige Entfarben erfolgt durch die Lichtexposition fur etwas 30 min bei RT.

11.2.7.9. Geretentionsanalyse (“ Eledrophoretic Mobility Shift Assay”,
EMSA)

Herstellung von Kernproteinextrakten

Die Makrophagen wurden in PBS gewaschen, aus den Gewebekulturflaschen geschabt und
anschlieend duch Zentrifugation gesammelt. Die Pellets wurden in 0,4 ml
hypotonischem Lysispuffer aufgenommen bestehend aus: 10 mM Hepes (pH 7.9), 10 mM
KCl, 01 mM EDTA, 01 mM EGTA, 1 mM DTT ad 05 mM
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF). Nach 15 min auf Eis wurde Nonidet P40
zugegeben (Endkonzentration 0,5 %). Die Zellen wurden fir 10 s geschittelt und
anschlief3end fur 30 s bei 12000 g ud 4°C abzentrifugiert. Das <hwer resuspendierbare
Kernpellet der N11-Mikroglia wird in 100-140ul Puffer C (20 mM Hepes (pH 7,9), 0,4
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT and 1 mM PMSF) aufgenommen.
Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wird das Pellet weiter zerkleinert. Eine
sorgféltige Durchmischung ist wesentlich fur eine hohe Ausbeute an Kernproteinen.
Anschlieflend wird der Ansatz 30 min bei 4°C geschittelt, um die salzléslichen
Kernproteine au extrahieren. Durch die folgende Zentrifugation fir 5 min bei 12000rpm
werden die Kernmembranfragmente sowie die chromosomale DNA abgetrennt. Der
kernproteinhaltige Uberstand wird in 10 pl Aliquots in flissgem Stickstoff eingefroren
und bei —70°C gelagert. Nadch der Bestimmung der Proteinkonzentration werden die

Kernextrakte in Gelretardationsexperimenten eingesetzt.
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Bestimmung der Proteinkonzentration von zellfreien Extrakten mittles “Bio-Rad-

Protein-Microassay”

Hierzu wird der Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250 verwendet, der in saurer Losung
mit Proteinen blaue Komplexe bildet, vermutlich durch die Reation mit freien NH,-
Gruppen von Argininresten. Diese Komplexbildung geht mit einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 mm nach 595 mm einher. Zur Ermittlung der
Proteinkonzentration von zellfreien Extrakten wird ein 2 bis 3 pl Aliquot des Rohextraktes
in Einmalkivetten mit H,O zu einem Endvolumen von 800 pul verdimt und mit 200 pl des
Farbstoffkonzentrats, einem 5fach konzentrieten Bradfordreagenz, versetzt. Nach
grundlichem Mischen und 5 ks 60 minttiger Inkubation bei RT wird die Extinktion der
Proben bei 595 rm gegen eine Leeaprobe gemessen. Um eine Eichgerade au erstellen wird
parallel hierzu die Absorption von 1 his 7 pl eine BSA-Stammldsung (1 mg/ml in H,O)
bestimmt. Dadurch kann der Proteingehalt der Proteinextraktali quots bestimmt werden.

Radioaktive Markierung der doppelstrangigen Oligonukleotide und Reinigung der
DNA-Sonde

STE-Puffer: NaCl 100mM
TrisHCL pH 7,5 20mM
EDTA pH 8,0 10mM

Zur Markierung des durch die Hybridisierung erzeugten NF-kB Oligonukleotids wird ein
20 pl Ansatz zusammenpipettiert:

H,O 11 pl
10x One-for-All Buffer (Pharmacia) 2ul
ds Oligonukleotid (1 pg/ul) 1l
dATP (2 mM) 1l
dGTP (2 mM) 1
dTTP (2 mM) 1
a-*?P-dCTP (10 pCi/ul) 1l
Klenow-Enzym (1 U/ul) 2ul

Nacd 30-60min(tiger Inkubation bei 37°C wird die Re&tion durch Zugabe von 1ul 0,5 M
EDTA pH 8,0 gestoppt und das Gemisch auf Eis gestellt. Im Anschlul® hieran werden die
nicht eingebauten Nukleotide von den markierten Oligonukleotiden durch Saulenreinigung
abgetrennt. Hierzu wird der Ansatz mit 49 ul STE versetzt und dann Uber eine mit 70 pl
STE-&quili brieten ,NucTrap™ push column" (Stratagene) gegeben. Das Eluat wird in
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einem Mikroreaktionsgefald aufgefangen und mit demjenigen, das durch Waschen der
Saulenmatrix mit 70 ul STE erhalten wurde, vereinigt. Nach Bestimmung der spezifischen
Aktivitdt der im Eluat enthaltenen gereinigten DNA-Sonde wird ein Aliquot der Losung
mit STE verdinnt und direkt fir den EMSA verwendet. Die restliche Lésung wird in
unverdinnter Form bel —20°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut. Die in den
Gelretardationsxperimenten eingesetzten radioaktiv markierten DNA-Sonden sollten nicht
dlter als5 Tage sein.

Bestimmung der spezifischen Aktivitat einer radioaktiv markierten DNA-Sonde

Nacdh dem Auftragen von 1 pl einer gereinigten, radioaktiv markierten DNA-Sonde auf
einen Whatman GF/C-Filter wird dieser luftgetrocknet und mit einer Pinzette in ein
Szintill ationsrohrchen  mit 3 ml  Szintillationsflissigkeit  (Bedkman)  Uberfahrt.
Anschlief3end wird die Radioaktivitat im Szintil lationszéhler gemessen und mit Hilfe der
gezihiten cpm die spezifische Aktivitét der Sonde berechnet, die 4 his 4,5 x 10" cpm/pg
DNA betragen sollte.

Protein-DNA-Bindereaktion

3x Bindepuffer: HEPESpH 7,9 60 mM
KCL 150mM
EDTA pH 8,0 3mM
DTT 12mM
Ficoll 12%
Bei —20°C lagern

Farbpuffer: HEPES pH 7,6 10mM
Glycerin 10%
Bromphenolblau 0,01%

Bei 4°C aufbewahren

Hybridiserung von synthetischen, komplementéaren ss Oligonukleotiden

Die ss Oligonukleotide wurden in der Physiologischen Chemie der Universitat Wirzburg
synthetisiert und nach Schutzgruppenabspaltung in lyophilisierter Form gelagert. Nach
Aufnahme dieser Oligonukleotide in 50 pl H,O wird die Konzentration spektrometrisch
bestimmt, mit H,O eine Endkonzentration von 1 pg/pl eingestellt und in 50 pl Aliquas bel
—20°C gelagert. Zur Hybridisierung werden je 50 pl der komplementdren ss
Oligonukleotide in einem Mikroresktionsgefad mit  Schraubdeckelverschlul3  zum
Schmelzen eventueller Doppelstrangbereiche 5 min bei 95°C erhitzt. Wahrend der
anschlief3enden schrittweisen Abkihlung (10 min 656°C, 10 min 37°C, 5 min RT) erfolgt
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die Zusammenlagerung der komplementdren Einzelstrénge au Doppelstrangen. Diese
konnen direkt zur Hergellung der radioaktive. markierten DNA-Sonde in
Gelretardationsexperimenten eingesetzt, oder in 10 pl Aliquots bei —20°C gelagert werden.

Radioaktive Markierung

Die Oligonukleotide der Konsensussequenz fir NF-kB (5 -AGC TTC AGA GGG GAC
TTT CCG AGA GG - 3 und 5 TCG ACC TCT CGG AAA GTC CCCTCT GA-3)
wurden in einer Hybridisierung eingesetzt, um eine doppelstrangige Probe au bilden. Die
Enden wurden mit Klenow-Polymerase *?P-markiert. Die Bindereaktion wurde in einem
Volumen von 15 ul auf Eis durchgefuhrt. Diese enthielt 5 pl 3-fach Bindepuffer (60 mM
Hepes (pH 7.9), 1 mM DTT, 3mM EDTA, 150mM KCI and 126 Ficoll), 20000cpm der
32p-markierten DNA-Probe, 7 pg Kernproteine, und 2 pg poly-didC (Boehringer-
Mannheim). Nach 30 min wurden die Komplexe aif einem nativen 5%igen
Polyacylamidgel aufgetrennt und im Phosphoimager aufgenommen. Fir die Supershift
Analyse wurde der anti-p50-Antikdrper (Santa Cruz Biotedchnology, Inc) in dem Ansatz
der EMSA Standardre&ktion in einer Konzentration 1 mg/ml 20 min vor der Zugabe der

radioaktiv markierten Oligonukleotide verwendet.

[1.2.7.10.Analyse von Proteinen

Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli.

5x Laufpuffer: Tris 1519
Glycein 94,049
10% SDS 50,0 ml
H.Oad 11

4x Laemmlipuffer:  87% Glycerin 4,0 ml
10% SDS 3,0ml
2 M TrissHCL (pH 6,8) 2,0ml
[B-Mercagptoethanol 0,75ml
Bromphenolblau 100 mg
H,O ad 10ml
Bei —20°C lagern
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Die Auftrennung und Anayse von Proteingemischen erfolgt durch SDS-
Polyaaylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in vertikalen, diskontinuierlichen Gelen,
bestehend aus einem Sammel- und einem Trenngel. Vor der Elektrophorese wird durch
Erhitzen der Proteinprobe in Laemmlipuffer, der B-Mercaptoethanol und SDS enthdlt, die
Form und die Eigenladung der Proteine eliminiert, so dal3 de Proteine in der SDS-PAGE

nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden.

In dieser Arbeit wurden 12%ige SDS-Polyaaylamid-Minigele verwendet (10 x 8 cm). Zur
Herstellung werden folgende L 6sungen zusammenpipettiert, wobei APSals Radikalbildner
und TEMED as Katalysator der Polymerisierungsreaktion erst unmittelbar vor dem
Gief3en des Trenn- bzw. Sammelgels zugegeben werden:

Trenngel Sammelgel

(12%) (5%)
H20 3,3ml 2,7 ml
30% Acrylamidstammldsung mit
0,8 % Bisaaylamid (Roth) 4,0 ml 0,67ml
1,5M TrisHCL pH 8,8 2,5ml -
1,0 M TrissHCL pH 6,8 - 0,5 ml
10% SDS 0,1 ml 0,04 ml
10% APS 0,1 ml 0,04 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 ml

Zunéchst wird die Trenngelldsung bis ca 3 cm unterhalb des oberen Glasplattenrandes
zwischen zwei gut gereinigten Glasplatten gegosen, die durch 1,5 mm dicke
Abstandshalter voneinander getrennt sind. Zur Ausbildung einer geraden Trenngelgrenze
wird die Trenngellésung mit wassergeséttigtem n-Butanol Uberschichtet und polymerisiert
anschlief3end fir etwa 30 min bei RT. Das Butanol wird dekantiert, die Sammelgellésung
auf das Trenngel pipettiert und ein Teflonkamm (10-spurig) eingesetzt. Nad voll standiger
Polymerisation des Sammelgels wird der Kamm vorsichtig herausgezogen, das Gel in eine
vertikale Elektrophoresekammer eingespannt und die Pufferkammer mit 1x Laufpuffer
geflllt. Vor dem Auftragen der in Laemmlipuffer erhitzten Proteinproben werden die
Taschen mit 1xLaufpuffer gespllt und eventuell vorhandene Luftblasen am unteren
Gelrand entfernt. Parallel zu den Proben wird ein Proteinindikator (, Rainbow-Indikator*)
zur Molekulargewichtsbestimmung der zu analysierenden Proteine aufgetragen. Der
Gellauf erfolgt fir etwa 1 h kei 150170 V. Nadc der Elektrophorese werden die

aufgetrennten Proteine entweder durch Gelféarbung mit Comassie Brillantblau sichtbar
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gemacht oder zur weiteren Analyse durch Western-Blot-Experimente auf Nitrozellulose
geblottet.

Farben von Proteingelen mit Comasse Brillantblau und Trocknen von Proteingelen

Fixierlésung: Methanol 50,0 %
Essigsdure 10,0 %

Féarbel6sung: Methanol 50,0 %
Essigsdure 10,0 %
Comassie Bril lantblau 0,05 %

Entféarber: Methanol 5,0%
Essigsdure 7,0%

Nacd der Elektrophorese wird eine der beiden Glasplatten mit einem Spatel vorsichtig
abgetrennt und das Sammelgel mit einem Skalpell abgeschnitten. Das Trenngel wird
daraufhin 30 min in Fixierlésung, anschliefend 30 min in Farbelésung geschwenkt und
unter mehrmaligem Wechseln des Entfarbers entfarbt, bis das Proteinbandenmuster
deutlich zu erkennen ist. Das entféarbte SDS-Gel wird luftblasenfrei in eine nasse
Zellophanfolie eingeschlagen und zwischen zwei Lagen feuchtem Whatman-Papier auf
einem Vakuum-Geltrockner fir 2 h bei 80°C getrocknet.

[1.2.7.11. Immunoblot (Western Blot)

Der Elektrotransfer von Proteinen dient der Ubertragung elektrophoretisch getrennter
Proteine auf proteinbindende Oberfladhen, auf denen die Proteine einer weiteren Reaktion
mit Makromolekilen zuganglich sind.

Nacd erfolgtem SDS-Gellauf wird das Gel vermessen und 30 min in Transferpuffer
aquilibriert. Vor dem Zusammenbau der Blotting-Apparatur werden sechs Whatman-
Papiere und die Nitrozdlulosemembran exakt auf Gelgrofe aigeschnitten. Die
Nitrozdlulosemembran wird ebenfalls in Transferpuffer fir 30 min &quilibriert, und de

Whatman-Papiere angefeuchtet. Die Bestandteil e werden wie folgt angeordnet:

Wattepad

3x Whatman-Papier
SDS-Gel
Nitrozdlulose

3x Whatman-Papier
Wattepad

31



Alle Komponenten missen ausreichend angefeuchtet sein, um Luftblasen im System zu
vermeiden. Diese wirden zu einer Unterbrechung des Stromfluf3es flhren und damit den
Proteintransfer verhindern. Der Transfer erfolgt mit vorgekihitem (4°C) Transferpuffer fir
ca 1,5 h ke 150 V/180 mA und bei 4°C. Als Kontrolle fur die Effizienz des Transfers

farbt man das Gel anschliel3end mit Comassie-Blau.

Transfer-Puffer: 12 g Tris
5769 Glycerin
800ml Methanol
ad 41 H,0

PBS-T: 1x PBS
0,2% Tween 20

Farben des gesamten Nitrozdlulosefilters mit Ponceau S

Ponceays S-Losung: Ponceau S 2%
TCA 2%
TBS: TrissHCL (pH 8,0) 10mM
NaCl 150mM
TBS/Tween: TBS/0,05% Tween 20

Zur Uberpriifung der GleichmaRigkeit und der Effizenz des Blottvorgangs auf die
Membran wird diese nach dem Blotten reversibel mit Ponceau S geférbt. Hierzu wird der
nitrozellulosefilter 2-5 min bei RT in Ponceau S Losung geschwenkt und anschlief3end mit
H,0O gespilt. Nach dem Abschneiden der Indikatorspur wird der restliche Filter bis zum
voll sténdigen Entféarben in TBS/Tween gewaschen (2x 5 min).

I mmunochemischer Antigennachweis

Vor der Immunodetektion wird die Nitrozdlulose Gber Nacht in Blockpuffer aufbewahrt,
um unspezifische Bindung von Antikérpern an die Membran zu verhindern. Anschlief3end
wird die Membran 3-4x mit 10 ml Waschpuffer behandelt. Den ersten Antikorper gibt man
in einer Verdimung von 1:1000in 10 ml Waschpuffer unter Zusatz von 2% BSA auf die
Membran und &3t diese 1 h unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubieren.
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Nach erfolgter Inkubation mit dem ersten Antikdrper wird die Membran sorgféltig 3x 10
min mit Waschpuffer behandelt. Anschlief3end wird der zweite Antikorper mit dem
Reporterenzym in einer Verdimung von 1:1000in 10 ml Waschpuffer zugegeben. Nach
90-minutiger Inkubationszeit wird 3x mit 10 ml Waschpuffer fir jewells 10 min
gewaschen. Schliefflich werden die Proteine, die durch den Priméarantikbrper erkannt
wurden, mittels eines ,,enhanced chemiluminescence (ECL)“-Assays unter Verwendung
der Lésungen des ,ECL™ Western blotting detedion reagents*-Kits (Amersham) und

durch anschlief3ende 1-30minttige Exposition mit einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

[1.2.7.12.Souther n Blot

1x10’ Zellen werden mit eiskaltem PBS gewaschen, in 1 ml TE und 9 ml Lysis-Puffer
aufgenommen und 1 h bei 37°C inkubiert. Diese Lésung wurde fur 12 h mit 100 pg/mi
Proteinase K behandelt, auf 50°C erhitzt und mit dem gleichen Volumen Phenol fir 10 min
gemischt und abzentrifugiert. Anschliel3end wurde 2x mit Chloroform extrahiert, darauf
mit Isopropanol gefédllt. Nach der Dialyse fur 3x 2h wurde die DNA mit dem

Restriktionsenzym EcoRI geschnitten.

Lysispuffer:
10mM TrigHCl  (pH 8,0)
100mM EDTA (pH 8,0)
0,5% SDS

20 pg/mi Pankreaische RNAse (Boehringer Mannheim)

Gell auf

10 pg hydrolysierte, genomische DNA wurde auf einem 0,8%igem Agarosegel fur 4 h bei
75V aufgetrennt. Darauf folgte die Behandlung des Agarosegels mit 0,25 M HCI sowie die
Behandlung mit der Denaturierungslosung und der Neutralisationslosung fur jweils 30
min.

Denaturierungslésung:

05M NaOH
15M NaCl

Neutrali sationslésung:

1,5M NaCl
0,5M TrigHCl  (pH 7,5)
1 mM EDTA  (pH 8,0)
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Blotvorgang

Hierzu wurde ein Kapilarblot mit einer Nylon Membran (Roche) aufgebaut, der
Blotvorgang wurde fur 16 h in dem Blotpuffer 10x SSC durchgefihrt. Anschlief3end wurde
die Membran mit 2x SSC, 50 mM TrigHCI gewaschen, getrocknet und duch UV-
Bestrahlung (150 mJ/cn) fixiert.

Um eine bereits hybridisierte Membran wiederverwenden zu kdénnen wurde diese in
sterilem Wasser gespiilt, dann 2x 15 min bei 37°C, anschlief3end in einer Losung, die 0,2
M NaOH und 0,1% SDS beinhaltet, und schliefdlich in 0,1% iger SDS Ldsung gewaschen.

Hybridisierung

Vorhybridisierung der Membran mit der Hybridisierungslosung bei 42°C fur 30 min im
Schittler. Die DIG-markierte DNA-Probe (4,8 ul) wurde fir 5 min durch aufkochen
denaturiert, anschliefend auf Eis abgekthlt und zu der vorgewarmten

Hybridisierungslésung zugegeben.
Hybridisierungslosung:
5x SC
N-lauroylsarcosine  0,1% (w/v)
SDS 0,02%
Blockreagenz 1%
ad 20ml H,O

Nach 6 h bis 16 h auf Eis wurde die Membran bei RT fur 2 x 5 min in 2x SSC gewaschen,
anschlief3end in 0,1% SDS ebenfalls bei RT. Im Bedarfsfall wurde die Membran weiterhin
mit 0,1x SSC fur 2x 15 min und 1x in 0,1% SDS bei 68°C gewaschen.

Detektion

Nad 1-5 min im Waschpuffer (1x) wurde die Membran fir 30 min in 200ml Blockldsung
inkubiert. Das Anti-DIG-AP-Konjugat (75 mU/ml) wurde 1:5000 in der Blocklésung
verdinnt eingesetzt. Die Membran wurde fir 30 min in 20 ml dieser Antikodrperldsung
inkubiert, anschlief3end fir 2x 15 min in 100 ml Waschpuffer gewaschen. Darauf folgte die
Aquilibrierung in 20 ml Detektionspuffer fur 2-5 min. Die Detektionslosung (CSFD)
wurde in einer Endkonzentration von 0,25 mM eingesetzt, die FlUssigkeit fir 5 min
abgetropft und de Membran fir 15 min bei 37°C getrocknet. Der Rontgenfilm wurde fur
15-25min bei RT aufgelegt. Die Blocklésung, das Anti-DIG-AP-Konjugat und die CSFD

L6sung wurden von Boehringer Mannheim bezogen.
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11.2.7.13.RT-PCR

Zur Detektion von IL-6 and TNF-a RNA-Spezies-Expresson mittels RT-PCR wurden die
Zellen (1 x 10° ) in 75cm? Zellkulturflaschen in RPMI oder DMEM inkubiert. Nach
Zugabe von BSA (2uM) oder BSA-AGEs (2uM) fur 3h wurden die Zellen mit 1 ml
Guanidiniumthiozyanat lysiert. Um die Gesamt-RNA zu extrahieren wurde das Zellysat
mit 2 M Natriumazetat (pH 4), Phenol und Chlorofornv/lsoamylalkohol gemischt und die
Suspension fur 15 min bei 4°C inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 15000 gftir 15 min
und 4°C wurde die obere wasgige Phase, die die Gesamt-RNA enthdlt, entfernt und mit
dem gleichen Volumen Isopropanol geféllt. Die Proben wurden fir 30 min bel 4°C
inkubiert und bei 15000 gfir 10 min bei 4°C abzentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in
Guanidiniumthiozyanat erneut gelost und in einem gleichen Volumen |sopropanol gefallt.
Anschlief3end wurde es fir 30 min bei 4°C inkubiert und bei 15000 gftr 10 min bei 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 75% Ethanol resuspendiert, im Vakuum getrocknet

und in DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen.

Fur die RT-PCR wurden 5 g der Gesamt-RNA in 32l DEPC-behandeltem Wasser mit 3
pl Oligo-dT-Primer (100 ng/ml) gemischt und bei 65°C fur 5 min erhitzt. Nadch dem
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden folgende Reagentien zugegeben: 5 ul Dithiothreitol
(0,1 M), 1 ul RNase Block Il (20U/ul), 3 pl dNTP-Gemisch (2 mM jeweils) und 1 pl
“Moloney murine leukemia virus’ Reverse Transcriptase (MMLV-RT, 20U/ul). Das
Gemisch wurde fur 1h bei 37°C inkubiert und bei —20°C gelagert. Die dNA wurde in 250
ul Gefalzen in der Anwesenheit von 1 uM 5" und 3 Primern, dNTPs (jeweils 200 uM) und
2,5 U Tag-DNA-Polymerase (Promega) in einem Endvolumen von 100 pl eines 1xTag-
DNA-Puffers (10 mM Tris-HCI, pH 8.5; 1,5 mM MgCl, und 50mM KCI) amplifiziert. Die
PCR wurde mit einem anfanglichen Denaturierungsschritt bei 91°C far 3 min
durchgefuihrt. Nadhfolgend wurden 30 Zyklen wie folgt durchgeftihrt: 1 min Denaturierung
bei 91°C, 1 min Anlagerung bei 60°C und 1 min Verlangerung bei 72°C. Die
Re&tionsprodukte wurden durch Elektrophorese nadchgewiesen, wobei 10 pl des
Re&tionsgemisches mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid auf einem 2%igen Agarosegel

aufgetrennt und sichtbar gemacht wurden.
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|11 Ergebnisse

111.1. Die Aktivierung phagozytierender Zellen

Ein herausragendes Merkmal der Alzheimer'schen Erkrankung (AD) ist die Bildung von
sogenannten Plagues. Im Folgenden soll néher darauf eingegangen werden, welche
Bestandteil e der AD-typischen Plaques die Aktivierung von professionellen Phagozyten im
Gehirn, den sogenannten Mikroglia, bewirken. AulRerdem wurde die Aktivierung von
Makrophagen untersucht, die aus dem Blutstrom in das Hirngewebe einwandern kénnen,
und wie diese &tivierten Phagozyten zu der Neurodegeneration beitragen. Als wesentliche
Komponenten dieser Plagues gehen beta-amyloid (AB) und AGEs (Advanced Glycation
Endproducts) im Vordergrund der Untersuchungen. Sowohl AB als auch AGE werden tber
grof3e Zeitraume hinweg strukturell umgebildet. Anfangs vorhandene sogenannte diff use
Plagues aus AP verdichten sich und nehmen verstérkt eine fibrillare B-Faltblattstruktur an.
Das AP wird duch Glykosilierungen quervernetzt, aber auch andere Proteine oder Lipide
wie das Apolipoprotein E konren glykiert werden. Ergt as fibrilléare AQB-Strukturen
beziehungsweise als hochgradig quervernetzte AGEs sind die modifizierten Strukturen in
der Lage die Phagozyten zu aktivieren (Combs et a., 1999 Neumann et al.,1999.

Herstellung und Charakterisierung der AGEs und des fibrillaren A3

Da die AGEs beZziglich ihrer Strukturen sehr heterogen sind, wurden charakteristische
Merkmale bestimmt, um diese eventuell mit einer neurotoxischen Wirkung in Beziehung
bringen zu kdnnen. Die direkte Neurotoxizitat von Modell-AGEs ist von dem verwendeten
Protein und von dem verwendeten Zucker abhangig. Hier zeigte sich, dal3 bei
zunehmendem Grad der AGE Modifikation, die optische Dichte (OD) pro mg Protein
anstieg. Die AGE bedingte Radikalproduktion korreliert dabei mit der direkten
Neurotoxizitét (Loske € al.,1998.

Stellvertretend fur verschiedene Proteine wurde BSA (Bovines Serumalbumin) eingesetzt,
das in einem beschleunigten Prozef3 in ein BSA-AGE (Bovines Serumalbumin "Advanced
Glycaion Endproduct™) modifiziert wird, im Folgenden auch kurz als AGE bezechnet.
Das eingesetzte Serumalbumin wurde unter Zugabe von Glukose durch nichtenzymatische
Prozese bei einer Temperatur von 50°C modifiziert. Das resultierende AGE wird als

"modifiziert" oder "gedtert" bezeichnet (Tab.2). Das modifizierte Protein wurde beziglich
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der Anderungen des AGE-Gehalts pro Milligramm Protein, der Anderungen der
Fluoreszenz (Anregung bei 370nm, Emisgon bei 440nm), und der OD3zgom UNd OD4oonm
untersucht. Nach einer sechswdchigen Inkubationszeit blieben diese Werte konstant, so
dai’ eine maximale Modifikation des AGEs angenommen wurde. Fur die Aktivierung der
Phagozyten wurde ein in 6 Wochen bei 50°C maximal modifiziertes AGE (6w) eingesetzt.
Um auszuschlief3en, dal3 die Aktivierung der Phagozyten auf Endotoxineffekten beruht,
wurden deren Konzentration in den verwendeten Ansdtzen bestimmt. Die Endotoxinwerte

fir AGE und BSA lagen bei 0,5 Units'/mg Protein im Vergleich zu Lipopolysaccharid mit

0,5 Mio Units/mg Protein.

Tabelle 2) Charakterisierung der eingesetzten BSA-AGEs

AGE (2w)  |AGE (6w)
Zucker Glukose Glukose
I nkubationszeit 2 Wochen 6 Wochen
ODs60 12 26
ODy00 6 14
Protein [mg/ml] 11 23
OD3s60/ Mg 1,1 1,1
ODugo/ Mg 0,5 0,6
Fluoreszenz [AU/mg] 6,7 x 10° 8,1x10°
Endotoxin [U/mg Protein] 0,5 0,5

Die AB2s35 Fibrillenbildung erfolgt bei Raumtemperatur spontan innerhalb von Minuten,
wie anhand der Thioflavin T Untersuchung festgestellt wurde, wahrend die Herstellung der
AB1-40) Fibrillen 5 Tage bei 37°C dauerte. Das Kontroll peptid AR scrambled) (AB(sg) mit der
Zufallssequenz wurde unter den gleichen Bedingungen wie das AB-4g) inkubiert, zegte
aber keine Thioflavin T Fluoreszenz und hildet folglich keine fibrillére Struktur aus. Die
Endotoxinwerte von ABsss und APa.ag) lagen bei 0,2 beziehungsweise 0,3 Units/mg

Protein.
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11.1.1. Indikatoren der Mikrogliaaktivierung

Die Re&ktion der Mikroglia (N11) auf eine Stimulation mit gealtertem AGE wurde anhand
der Phosphorylierungszusténde von der SAP-K, ELK-1 und ATF-2 innerhalb einer Stunde
nach Zugabe untersucht. AufRerdem wurde die Anwesenheit von I-kB Uberprift. Zu desem
Zwedk wurden die Mikrogliazellen fir 12 h in serumfreiem Medium gehalten, um eine
Aktivierung duch das Serum zu vermeiden und die Zellen zu synchronisieren.
Anschlief3end wurden die Zellen mit 2 uM AGE stimuliert. Aus den N11 Mikrogliazellen
wurde das Gesamtprotein isoliert und nach elektrophoretischer Trennung auf eine
Nitrozellulosemembran tbertragen. Mittels Antikorperbindung wurde die Anderung der
Proteinkonzentration innerhalb der ersten Stunde nach Kontakt mit AGE verfolgt.

Hierbei sollte aundchst ein Indikator gefunden werden, der die Mikrogliaaktivierung als
Reation auf AGE deutlich zeigt. Zusdtzlich sollte dieser Indikator moglichst einen
Zusammenhang zu der neurotoxischen Wirkung herstellen, die von den aktivierten
Phagozyten des Gehirns ausgeht.

Da e sich bei Auslésung der Mikrogliagtivierung eventuell um eine Stressantwort
handelt, wurde aunéchst die Signalkaskade der "Stress aktivierte Protein Kinase" (SAPK)
untersucht. Diese SAPK aktiviert ihrerseits den Transskriptionsfaktor "ELK1" (ELK1).
Um den aktivierten Zustand der SAPK und von ELK1 nachzuweisen, wurde in beiden
Féllen ein phosphospezifischer Antikorper verwendet, der auschliedlich die &tivierte,
phosphorylierte Form erkennt. Sowohl die SAPK als auch ELK1 zeigten bereits in der
unbehandelten Kontrolle eine grundsédtzliche Aktivierung, der keine aifféllige
Konzentrationsdnderungen nach 60 min folgte (Abb. 5).

Der Transkriptionsfaktor ATF-2 wird ebenfalls durch die SAPK aktiviert. Auch hier wurde
zum Nachweis einer Regulierung ein phosphospezfischer Antikorper eingesetzt. ATF-2
lag bereits in der unbehandelten Kontrolle &tiviert vor, die Konzentration der aktiven,
phosporylierten Form des ATF-2 nahm nach 30 is 60 min ab (Abb. 5).

Eine weitere Signalkaskade, die durch vielféltige extrazellulére Ausldser aktiviert werden
kann ist die NF-kB Signalkaskade. Hier liegt der Transkriptionsfaktor NF-kB in einer
inaktiven Form an I-kB gebunden im Zytosol vor. Durch die Aktivierung wird I-kB
abgebaut und NF-kB freigesetzt. Der Transkriptionsfaktor kann dann in den Zellkern
gelangen und zahlreiche Gene &tivieren. Dies fuhrt zur Expression inflammatorischer
Zytokine, oder auch zur Freisetzung von Radikalen wie dem Stickstoffmonoxid, die

eventuell neurotoxische Auswirkungen haben konnen. Hier zeigte sich eine naheau

38



vollsténdige Konzentrationsabnahme des I-kB nadh 60 min (Abb. 5). Aufgrund des
eindeutigen Abbaus des I-kB und der vielféltigen Genaktivierung, die durch NF-kB
verursacht wird schien NF-kB der geeignete Indikator fur die Mikrogliagtivierung zu
sein. Da der Abbau von I-kB alleine noch nicht hinreichend dafir ist, dal3 NF-kB

tatsadhlich freigesetzt wird, sollte dieses in einem direkten Verfahren nachgewiesen

werden.
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Abb. 5) AGE induziert Veranderungen der Signaltransduktion in N11 Mikr ogliazellen

In dem Westernblot wurden jeweils 5 pg Protein eingesetzt, die Antikérper 1-kB Antikor per,
Phosphospezfischer ATF-2 (Thr71) Antikérper, phosphospezfischer ELK1 Antikérper und
phosphospezfischer SAPK/JNK (Thr183Tyr185Antikdrper wurden in einer 1:1000 Verdinnung
eingesetzt. Die stressnduzierte Signalkaskade SAP-K sowie der Genaktivator ELK-1 sind durch die
AGE Behandlung nach einer Stunde unverandert, wahrend der Transkriptionsfaktor ATF-2 eine
Abnahme der aktiven Form zeigt, und |1-kB ebenfalls nach einer Stunde weitgehend abgebaut ist.

1l .1.2. NF-kB alsIndikator der zellularen Reaktion

Mit Hilfe der Gel-Retentionsanalyse ("eledrophoretic mobility shift assy”, EMSA) wurde
nachgewiesen, dal es tatsédhlich zu einer NF-kB Transduktion in den Zellkern kam. Die
Menge des Proteins wurde mittels eines radioaktiv markierten NF-kB Oligonukleotids, das
einen Tell der NF-kB Gensequenz enthdlt, ermittelt, wobei die quantitative Aussage nur
bedingt genau ist. Die Makrophagenzellinie J774A.1 wurde fur 24 h mit 2 uM AGE
inkubiert, woraufhin die Isolierung der Kernproteine efolgte (Abb. 6). Die Bindung der
radioaktiv markierten Oligonukleotide war spezifisch fir NF-kB, da sie durch Zugabe des
nicht radioaktiv markierten Oligonukleotides im Uberschu? verdrangt werden konnte

(Abb. 6). Der Komplex C2 besteht aus dem p50p50 Homodimer und wirkt nicht
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genaktivierend (Vogt et al., 1998, wahrend grol3ere Dimere der Rel-Familie in der Lage
sind, eine Genaktivierung zu bewirken. Diese Komplexe (C1) werden im Folgenden als
aktiviertes NF-kB bezeichnet. Das Rel-Familienmitglied p50wurde durch die Verwendung
eines anti-p50-Antikdrper nachgewiesen (Abb 6). Durch die asétzliche Bindung des
Antikorpers an den NF-kB-DNA-Protein-Komplex wurde die Mobilitét im elektrischen
Feld verlangsamt, so dal3 eine weitere Bande oberhalb des NF-kB-DNA-Protein-Komplex

zu erkennen ist.
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Abb. 6) NF-kB wird in den Makrophagen
durch unterschiedlich gealtertes BSA-AGE
aktiviert

In eéinem EM SA wurde die NF-kB Aktivierung
untersucht. Dazu wurden die J774A.1-Zellen
mit 2 uM AGE beziehungsweise 2 uM BSA fir
C1 24 h inkubiert. Der Einsatz von 2 pM 6-
1 wochigem, maximal modifiziertem AGE (AGE,
c2 6 Wochen) fihrt zu ener starkeren
Aktivierung ds der von 2 uM zweiwdchigem
AGE (AGE, 2 Wochen). Von dem anti-p50-
Antikorper wurden 2 ug eingesetzt, und
dadurch eine Verlangsamung des K omplexes
aus Protein und DNA bewirkt. Der 3-fache
(AGE, 3-fach) und der 7-fache UberschuR
(AGE, 7-fach) nicht-radioaktiv markierter
Oligonuklectide verringert die Hybridisierung
freies mit dem radioaktiv markierten Oligonukleotid
_ Oligonukleotid (AGE-3-fach, AGE-7-fach), so daB der
Komplexe C1 vollsténdig, der Komplex C2 zu

gro3ten Teilen reduziert wurde.

BSA

AGE (2 Wochen)
AGE (6 Wochen)
AGE (3-fach)
AGE (7-fach)

Hier zeigte sich, dal3 de AGE bedingte Aktivierung des NF-kB von dem Alter des
verwendeten AGESs abhangig ist. Ein sechs Wochen bei 50°C gealtertes AGE aktiviert NF-
KB in einem héheren Mal3e, als ein zwei Wochen bei 50°C gealtertes AGE (Abb. 6). Im
weiteren wurde sechs Wochen gealtertes AGE eingesetzt, da langere Inkubationen des
Proteins mit reduzierenden Zuckern bis zu 3 Monaten keine Verédnderungen der
Fluoreszenz und der Zellaktivierbarkeit zeigten, und somit angenommen werden konnte,
dal’ eine maximale Zustandsanderung vorlag, und keine weiteren Modifikationen an dem
AGE stattfanden.
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Il .1.3. Einflul der extrazdlularen Matrix auf die
NF-kB Aktivierbarkeit

Proteoglykane wie Heparansulfat treten gemeinsam mit AP in senilen Plagues des AD

Gehirns auf. Experimentelle Daten zeigen, da de Interaktionen zwischen den
Proteoglycanen und dem Peptid wichtig fur die Bildung, Ablagerung und das Fortbestehen
der senilen Plagues sind. Studien in Rattenhirn zeigen, dal3 das Kernprotein und die
Heparansulfatketten fir die Entstehung der fibrillaren amyloid Strukturen in vivo bendtigt
werden (Snow et a ,1994).

[l .1.3.1. Beeinflussung der NF-kB Aktivierung durch Glycos-
aminoglykane

Proteoglykanen sind ein Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM). Sie beeinflussen
diein die ECM eingebetteten Zellen in ihrer Entwicklung und in ihrer Regtion auf Reize.
Zur Gruppe der Proteoglykane gehdren die Glykosaminoglykane (GAGs), bei denen es
sich um Polysaccharide handelt, die aus sich wiederholenden Disacchariden bestehen. Um
den mdglichen Einfluf3 der GAGs auf die Makrophagenaktivierung zu untersuchen wurden
J774A.1 Zellen fur 1 Stunde mit GAGs vorbehandelt, bevor sie mit AGEs indwziert
wurden. Nach 24 Stunden wurde die NF-kB Konzentrationsdnderung im Zellkern durch
EMSA gemessen. Durch die Behandlung mit 2 uM AGE konnte NF-kB im Zellkern

nachgewiesen werden (Abb. 7).
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Abb. 7A) EinfluR der Glykosaminoglykane auf die Aktivier barkeit von NF-kB in Mikrogliazellen.
Untersuchung der NF-kB Aktivierung im EMSA. Die Zellen wuden fir 1 h mit unterschiedlichen
GAGs vorbehandelt, und mit 2 uM maximal modifiziertem AGE oder 2 uM BSA fir 24 h inkubiert.
Die engtindige Prankubation der Zellen mit 100 pg/ml D-Glukuronsiure, 100 pg/ml N-
Acetylglucosamin oder 1 mg/ml Chondroitinsulfate (Spuren 2, 3 und 4) vermindert die NF-kB
Aktivierung durch AGE.

B) Densitometrische Ver mesaung des C1 K omplexes aus dem EM SA

Die Aktivierung von NF-kB, die durch 2 uyM AGE bewirkt wird (Spur 1), wird durch die
Préinkubation mit D-Glukuronsdure auf 74% reduziert, durch N-Acetylglucosamin auf 55% und
durch Chondr oitinsulfate auf 87%.

relativeNF-KB AKtivitat [%6]

Nacd einer Vorbehandlung der Mikrogliazdlen mit 100 pg/ml D-Glukuronséure, 100
pg/ml N-Acetylglukosamin oder 1 mg/ml Chondroitin-4-sulfat zeigte sich eine Reduktion
der NF-kB Aktivierbarkeit. D-Glukuronsdure und Chondroitin-4-sulfat zeigten eine
geringflgige Reduktion der NF-kB Aktivierung. Die Reduktion der NF-kB Aktivierung
durch die Préinkubation mit N-Acetylglucosamin fiel Uberzeugender aus, welches die NF-
KB Aktivierung laut densitometrischer Vermessung um 45% verminderte. Hierbei ist zu
bedenken, dal3 de Methodik des EMSA nicht so prézise ist, da3 Abweichungen von

wenigen Prozent aussagekraftig waren.

1 .1.3.1.1. Einflud der HMW-HA auf die NF-kB
Aktivierung

Das Riuckgrad eines Proteoglykanaggregates ist die Hyaluronsdure (HA), eine
nichtverzweigte Polysaacharidkette, die aus 250 hs 25000Disaccharideineiten besteht und
im nativen Zustand in hochmolekularer Form (MDa) vorliegt. Daher wurden die J774A.1
Makrophagen fir eine Stunde mit hochmolekularer Hyaluronsaure (HMW-HA)
prainkubiert, um sie in einer moglichst physiologisch vergleichbaren Umgebung zu

untersuchen. Die verwendete HMW-HA hatte ane Gréf3e von 1,2 MDa und wurde hier in
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einer Konzentration von 4 mg/ml eingesetzt. Diese Konzentration weist eine extrem hohe
Viskositét auf, und ist daher in der Zellkultur schwer zu handhaben. Anschlief3end wurden
die so vorbehandelten Mikrogliazellen mit 2 uM AGE inkubiert, und nach 24 Stunden
mittels EMSA untersucht. Die Behandlung mit AGE fuhrte im Gegensatz z2u der BSA-
Kontrolle (2 uM) zu einer NF-kB Aktivierung, wahrend dieselben Zellen nach einer
einstiindigen Vorbehandlung mit HMW-HA keine NF-kB Aktivierung zeigten (Abb. 8).
Eine Prainkubation mit HMW-HA ohne eine anschlie3ende AGE Behandlung flhrte zu
keiner Veranderung der NF-kB Konzentration im Zellkern. Einer der Rezeptoren fur die
HA ist das zellulére Antigen CD44, das eine wichtige Rolle bei der Zelladhdsion spielt.
Daher wurde der Antikdrper gegen CD44 (0,48 pug/ml anti-CD44 Antikorper) verwendet,
um die Bindung der Hyaluronséure an die Oberflache der Makrophagen zu verhindern.
Dies fuhrte a1 einer Wiederherstellung der AGE induzierten Translokation von NF-kB in
den Zellkern. Dabei zeigten die &tivierten NF-kB Komplexe andere GrofRen auf, als nach
einer AGE Aktivierung, so dal3 man vermuten konnte, dal3 her andere Kombinationen von
Homo- bzw. Heterodimeren aus der NF-kB Familie vorlagen, als bei der AGE bedingten
Aktivierung. Der Antikorper anti-CD44 fur sich genommen zeigte keinen Einflul® auf die

NF-kB Aktivierung.
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Abb. 8 A) Die NF-kB Aktivierung wird durch dieHMW-HA beeinfluf3t

Es wurde ein EMSA durchgefiihrt, dazu wurden die J774A.1-Zellen in Gegenwart von 2 uM AGE
bezehungsweise 2 uM BSA fir 24 h inkubiert. Die Vorbehandlung der Phagozyten mit 4 mg/mi
HMW-HA (Spur 3) reduziert deren NF-kB Aktivierbarkeit auf die der unbehandelten Kontrolle (Spur
1). Eine zusétzliche Behandlung mit 0,48 pg/ml anti-CD44 Antikor per hebt diese Schutzwirkung der
HMW-HA wieder auf, so daR eine &hnliche Aktivierung wie durch BSA-AGE fir sich genommen
erzielt wird (Spur 5). Die 4 mg/ml HMW-HA und 0,48 pg/ml des anti-CD44-AntikOper zeigen keine
Auswirkung auf die NF-kB Aktivierung (Spuren 4 und 6).

B) Densitometrische Ver mesaing des Komplex Claus dem EM SA

Die Banden des aktivierenden NF-kB Komplexesim EM SA wurden in der Reihenfolge von oben nach
unten vermes®n und von links nach redits im Balkendiagramm aufgetragen. Das Homodimer p50-
p50 wurde nicht berticksichtigt. Der genaktivierende Komplex (aktivierendes NF-kB) setzt sich aus
verschiedenen Heter o- und Homodimeren aus der Rel-Familie zuisammen.

" .1.3.1.2. HMW-HA verhindert die AGE induzierte
Zytokin-expresson

In einer Inflammationsreaktion der Makrophagen werden typischerweise die Zytokine IL-
6, IL-1B und TNF-a verstérkt ausgeschittet. Die Erhohung der mRNA Expression dieser
drei Zytokine kann infolge der NF-kB Aktivierung hervorgerufen werden. Daher wurde
die MRNA Expresdonsanderung der Zytokine mittels RT-PCR nachgewiesen, die durch
2uM AGE nach 24 h hervorgerufen wurde. Die J774A.1 Makrophagen wurden fir eine
Stunde mit einer 1,2 MDa grofien HMW-HA préinkubiert und anschlieRend mit 2 uM
AGE behandelt (Abb 9).

Durch die AGE Behandlung wurde die Expresson der drei Zytokin-mRNA Spezies
indwziert, besonders die von IL-6, wahrend die BSA-Behandlung der Makrophagen keine
derartige Re&ktion nach sich zog. Die Amplifikation der PCR wurde mit Hilfe der 3-Actin
MRNA Expression Uberprift. Hier war eine gleichmallige Konzentration der PCR
Produkte in allen Proben zu verzeichnen. Die PCR Methodik ist fir eine genaue
guantitative Aussagen Uber die RNA-Konzentrationsanderungen ungeeignet, kann aber
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generell als Hinweis auf mRNA Konzentrationsanderungen herangezogen werden. Die
Préinkubation der Zellen mit 4 mg/ml HMW-HA schitzte die Makrophagen vor einer
Aktivierung duch AGE, die bei alleiniger Behandlung mit AGE auftritt. Die mRNA
Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a war nicht detektierbar,

wahrend |L-6 eine gerade noch nachweisbare Konzentration aufwies.

154 bp
348bp
TNF-at IL-1B
5 6 7 8

Abb. 9) AGEsaktivieren die Expresson verschiedener Zytokin-RNA-Spezes

DieJ774A.1 Z€ellen wurden flr 24 h mit 2 uM AGE bzw. 2 uM BSA behandelt. Anhand einer RT-PCR
Untersuchung wur de mit den PCR-Primern fir die Fragmentgr 63en von IL-6 (154 bp), IL-1B (307 bp)
und TNF-a (308 bp) die Expressonsanderung der Zytokin-mRNA Spezes nach 24 h gemesen. Die
verwendeten Primer wurden in einer Konzentration von 0,1 uM eingesetzt. Die Behandlung der Zellen
mit 2 uM AGE fihrt zu einer erhéhten Expresson der mRNA von IL-6, TNF-a und IL-10 (Spuren 2,
5und 7). Die Behandlung mit 2 uM BSA fihrt zu keiner 1L-6 mRNA Expresson (Spur 1, oben). Durch
die HMW-HA wird die mRNA-Expresson der drei Zytokine trotz AGE Stimulation verhindert
(Spuren 3, 6 und 8, oben), wahrend die HMW-HA selbst keinen Einflul? auf die Zytokinausshittung
hatte (Spur 4, oben). Die Beladungskontrolle wurde mit Hilfe der B-Actinexpresson nachgewiesen. Die
Amplifikation fihrt zu einem PCR-Produkt der Gro6Re 348 bp, welchesin den Spuren 1 bis 8, unten in
vergleichbaren Mengen vertreten ist.

Il .1.3.2. Niedermolekulare HA Fragmente aktivieren NF-kB

Um den Einflu@ des Molekulargewichts der HA auf die NF-kB Aktiverung zu
untersuchen, wurde "in vitro" die Auswirkung der niedermolekularen HA (LMW-HA)
untersucht. Die Makrophagen wurden fur eine Stunde mit LMW-HA (0,3-0,5 MDA)
inkubiert und anschliefRend mit 2 uM AGE behandelt. Die LMW-HA war im Gegensatz zu
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der HMW-HA nicht in der Lage, eine Aktivierung der Mikrogliazllen durch AGE zu
verhindern (Abb.10A). Bei einer Groéle die weniger als 0,5 MDa betragt, verlor die HA
nicht nur ihren inhibierenden Einflu, sondern aktivierte NF-kB ihrerseits. Der
gleichzetige Einsatz von AGE und LMW-HA flhrte nicht zu einem synergistischen Eff ekt
der NF-kB Aktivierung, denn diese entsprach der Aktivierung duch LMW-HA. Die
Aktivierung duch AGE fiel um ca. 10% gtérker aus. Die NF-kB Aktivierung wurde durch
die Zugabe von 0,48 pug/ml anti-CD44-Antikorper vor der HA-Behandlung vermindert.
Die &tivierenden NF-kB Komplexe reduzierten sich um 50% beziehungsweise um 90%
(Abb 10B).
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Abb. 10 A) EinfluB niedermolekularer HA auf die NF-kB Aktivierbarkeit

Die NF-kB Aktivierung wurde mittels EM SA untersucht. Die Behandlung der J774A.1 M akrophagen
mit 2 uM AGE flhrt zu einer NF-kB Aktivierung (Spur 1), die mit der NF-kB Aktivierung durch
LMW-HA vergleichbar ist (HA mit einem Molekulargewicht von 0,3-0,5 MDa (LMW-HA), Spur 3).
Die gleichzeitige Behandlung mit AGE und LMW-HA fihrt nicht zu einer erhthten NF-kB
Konzentration (Spur 2) gegentiber der Behandlung mit AGE oder LMW-HA alleine. Der Antikor per
anti-CD44 wurde in einer Konzentration von 0,48 pg/ml 15 min vor Zugabe der HA eingesetzt. Diese
zusitzliche Behandlung veréndert die Konzentration der aktivierenden Rel-Famili enmitglieder (Spur 4).
B) Densitometrische Vermesaung des EM SAs
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Die Banden des Gels (nur C1 Komplexe) wurden in der Reihenfolge von oben nach unten vermessen
und von links nach rechts im Balkendiagramm aufgetragen. Die AGE, LMW-HA+AGE und LMW-
HA Stimulation der Zellen fuhrt zu einer Aktivierung, die sich im Rahmen von 10% Abweichung
entspricht (Spuren 1-3), wahrend die ausatzliche Vorbehandlung durch den gegen CD44 gerichteten
Antikorper die aktiviernden NF-kB K omplexe um 50% beziehungsweise um 90% reduziert (Spur 4).

lIl .1.3.3. Die AGE induzierte NF-kB Aktivierbarkeit ist
umgekehrt proportional zu der HA-Grdl3e

Um die genaue Abhédngigkeit der NF-kB Aktivierung von der GrofRe der HA zu
untersuchen, wurden HA mit unterschiedlichen Molekulargewichten verwendet. Die HA
der Durchschnittsgréfzen 0,3-0,5 MDa, 0,6 MDa, 0,7 MDa und 1,2 MDa wurden in einer
Konzentration von 4 mg/ml eine Stunde vor der Behandlung der Zellen mit 2 uM AGE
eingesetzt.

Die HA der Grolen 1,2 MDa und 0,3-0,5 MDa wurden kauflich erworben (Lifecore,
Biomedicd und Sigma Aldrich). Die HA der GrofRe 0,6 MDa und 0,7 MDa wurde aus der
1,2 MDa HA gewonren, indem die HMW-HA durch 1 U/ml Hyaluronidase bei 37°C
geschnitten wurde. Die Ansédtze wurden kurz auf 80°C erhitzt, anschlief3end in einem
0,5%igem Agarosegel beziglich ihres Molekulargewichts Uberprift. Von Lee & al. wurde
eine elektrophoretische Analysemethode beschrieben, die ar Bestimmung des HA
Molekulargewichts eingesetzt werden kann. Anhand von standardisierten HA Proben mit
bekanntem Molekulargewicht wird eine lineare Beziehung 2zwischen der
elektrophoretischen Mobilitdét der HA und dem Logarithmus ihres durchschnittlichen
Molekulargewichts tiber einen Bereich von 0,2-6x10° Da aufgestellt und mit einem DNA
Standard (Lambda DNA, BStEIl geschnitten) verglichen (Lee & al., 1994). Dadurch kann
die HA-GroRRe anhand der Laufstredke im Vergleich zu einem DNA-Standard bestimmt
werden. Digjenigen Lésungen, deren Hauptanteil der Durchschnittsgrofzen bei 0,7 bzw. bei
0,6 MDa lag wurden fur weitere Untersuchungen verwendet.

Die Makrophagen wurden mit 2 uM AGE aktiviert, wobei sich der protektive Effekt der
HA mit abnehmendem Molekulargewicht der HA von 1,2 MDa uber 0,7 MDa und 0,6
MDa bis zu 0,3-0,5 MDa verringerte (Abb. 11). Wie oben gezigt, ist die Kombination von
LMW-HA+AGE in der Fahigkeit NF-kB zu aktivieren vergleichbar mit der maximalen
NF-kB Aktivierung duch AGE (Abb.10).
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Abb. 11 A) Abhangigkeit der AGE bedingten NF-kB-Aktivierung von der HA-Gr 6l3e

Die NF-kB Aktivierung wurde mittels EM SA untersucht. Die Zellen wurden mit 2 uM AGE fur 24 h
inkubiert. Dabel ist eine umgekehrte Proportionalitéat zwischen der Fragmentgr 6i3e der Hyalur onsdure
und der NF-kB Aktivierung zu erkennen. Die HA wurde in den vier verschiedenen
Durchschnittsgrdf3en in einer Konzentration von 4 mg/ml eingesetzt.

B) Densitometrische Auswertung der C1 Komplexe desEM SA

Die Prainkubation der Zellen mit 1,2 MDa HA bietet einen vollstédndigen Schutz vor einer NF-kB
Aktivierung (Spur 1), wahrend die Prainkubation mit 0,7 MDa und 0,6 MD HA die NF-kB
Aktivierung auf 9% (Spur 2) beziehungsweise auf 12% (Spur 3) reduziert. Durch die Prainkubation
mit 0,3-0,5MDawird die NF-kB Aktivierung nicht reduziert (Spur 4).

Il .1.3.4. Die ABinduzierte NF-kB Aktivierung ist umgekehrt
proportional zu der Grof3e der prainkubierten HA

AulZer den aus dem Blutstrom einwandernden Makrophagen sind besonders die Mikroglia
im Gehirn relevant fur entztindliche Prozesse. Daher wurde fir die Mikrogliazellinie (N11)
Uberprift, ob die Abhangigkeit der Aktivierung von der HA-Durchschnittsgrof3e in diesen
ebenfalls auftritt.
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Die Mikrogliazellen wurden eine Stunde ausammen mit 4 mg/ml HA unterschiedlicher
Grof3e prainkubiert und anschliefSend mit fibrillarem A 2535 behandelt. AB 2535 wurde mit
einem Peptid-Synthesizer mit Hilfe der Fmoc-Schutzmechanismen und DIC/HOBT
aktiviernder Chemie in Doppelkopplungsschritten hergestellt. Die Fibrillenbildung des
AB(2535 wurde durch die Fluoreszenzintensitétzunahme infolge der Thioflavin T-Féarbung
festgestellt.
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Abb. 12 A) In Mikrogliafuhren die AB-Fibrillen zu einer NF-kB Aktivierung.

Die NF-kB Aktivierung wurde im EM SA untersucht. Die N11 Mikrogliazellen wurden mit 10 puM
fibrillarem ABsss oder 10 UM AR flr 24 h inkubiert. Die N11 Zellen wurden mit 4 mg/ml HA in
drei verschiedenen Durchschnittsgrofen fur 1 h vorinkubiert. Dabei ist eine umgekehrte
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Proportionalitat zwischen der FragmentgrofRe der Hyaluronsdure und der NF-kB Aktivierung zu
erkennen.

B) Densitometrische Auswertung des EM SA (C1-K omplex)

Die Prainkubation der Zellen mit 1,2 MDa HA bewirkt eine nahezu vollsténdige I nhibierung der NF-
KB Aktivierung, die unter 5% (Spur 2) liegt, die Préinkubation mit 0,7 MDa HA reduziert die NF-kB
Aktivierung auf 19% (Spur 3). Durch die Prainkubation mit 0,3-0,5MDa wird die NF-kB Aktivierung
zu 100% aktiviert (Spur 4) entsprechend der Behandlung mit AP zs.ss).

Nach 12 Stunden wurde durch EM SA-Untersuchungen die NF-kB Aktivierung untersucht.
Die mit ABs3s aktivierten Mikroglia zigten ebenfalls eine Abhéngigkeit der NF-kB
Aktivierung von dem Molekulargewicht der HA. Auch hier war die 1,2 MDA HA in der
Lage die NF-kB Aktivierung zu 9%% zu verhindern. Die Prainkubation mit 0,7 MDa HA
inhibierte die NF-kB Aktivierung zu 81%, wahrend die HA-Fragmente der Grof3en 0,3-0,5
MDa keine NF-kB inhibierende Wirkung zeigten (Abb. 12B). Die Negativkontrolle AP
zeigte keine NF-kB Aktivierung.

ll .2. Veranderungen der Extrazdlularen M atrix

Il .2.1. Einfluf® von AGE und AR auf das durchschnittliche
Molekular gewicht der HA

Es gibt vielfaltige Ursachen fur die Verdnderung der extrazelluldren Matrix, die mit dem
Alterungsprozess einhergehen. Um die Auswirkung von AGE und AR auf die
Hauptstrukturkomponente der extrazelluldren Matrix im Gehirn, die HA, zu untersuchen
wurden AGE oder AP zusammen mit HA in Medium inkubiert. Hierzu wurden 100 uM
AGE oder 50 pM A(1.40) €ingesetzt, die fur 24 h bei 37°C zusammen mit der 1,2 MDa
HMW-HA der Konzentration 3mg/ml in Medium inkubiert wurden. Die HA wurde
anschlief3end auf einem 0,5%igem Agarosegel aufgetrennt. Dazu wurden 0,5 mg/ml HA
pro Spur in der Elektrophorese @ngesetzt. Die Behandlung der HA mit 100 uM AGE
fuhrte au einer GroRRenabnahme der HA auf einen durchschnittlichen Wert von 0,35 MDa
und die Behandlung mit 50 UM AP1-40) zu einer Reduktion der HA Durchschnittsgrofe auf
ebenfalls 0,35 MDa (Abb 13).

Die Grofienbestimmung erfolgte durch die Vergleich mit standardisierten HA-Proben und
einem DNA-Standard nach der oben beschriebenen Verfahrensweise. Dieser Grof3enabbau
der HA durch AGE und AP konnte durch Zugabe von 300 U Superoxiddismutase (SOD)
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verhindert werden. SODs snd Metalloenzyme, die die Dismutase von Superoxidanion in
Sauerstoff und Hydrogenperoxid katalysieren, so dal3 vermutlich Radikale ursachlich fur
den GroRRenabbau waren. Diese kdnnen sowohl von AP as auch AGEs gebildet
werden. Besonders die hochmolekulare Hyaluronsaure =zigt sich anfallig fur freie

Radikale, da diese die HA unspezfisch zerteilen.

Molekulargewicht x 10° Da

2,0 1,0 0,2

a) HMW-HA im
unbehanddten Zustand

b) HMW-HA mit
AGE und SOD

__,/ ¢) HMW-HA mit

AB(1_40) und SOD

Relative Absorption
™\

d) HMW-HA mit AGE

&) HMW-HA mit AB.40)

Relative Mobilitat im Agarosegel

Abb. 13) GréRenveranderungen der HMW-HA nach Behandlung mit AGE oder A.

Die HMW-HA (1,2 MDa) (a,) der Konzentration 3 mg/ml wurde in Anwesenheit von 50 uM AB.4q)
oder 100 uM AGE fur 24 h inkubiert. Die verschieden behandelten HA-Ansidtze wurden in einer
Konzentration von 0,5 mg/ml auf ein 0,5%iges Agar osegel aufgetragen und geférbt. Die Laufstrecke
der HA wurde densitometrisch vermesen. AGE oder A.4q Behandlung fihrten zu einer
Degradierung der HA (d, und e, ) auf durchschnittlich 0,35 MDa, wobei der Abbau durch die
gleichzeitige Anwesenheit von 300U SOD verhindert werden konnte (b, und c,).
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Il .2.2. AGE bedingte Aktivierung priméarer Kardiofibro-
blasten und deren Einflufld auf Bestandtelle der
Extrazdlularen Matrix

In Kooperation mit PD Dr. Simm wurde die Reaktion primarer Kardiofibroblasten der
Ratte auf AGE Behandlung hin untersucht. Die Primérzellen wurden wie in Simm et al.
beschrieben gewonnen (Simm et a.,1999. Die Kardiofibroblasten wurden mit 2 uM AGE
beziehungsweise 2 UM BSA behandelt und nach 24 h der Kernextrakt durchgeftihrt. Im
darauf folgenden EMSA wurde die NF-kB Aktivierung untersucht. Es zegte sich, dal3 die
Fibroblasten nach 24 stiindiger Behandlung mit 2 uM BSA nicht mit einer NF-kB
Aktivierung reagieren, wahrend die 24-stiindige Inkubation mit 2 uM AGE eine NF-kB
Aktivierung bewirkte (Abb 14).

—— Cl
c2

pr vvy

Abb. 14) AGE bedingten NF-kB-Aktivierung in priméren Her zfibr oblasten

Die Aktivierbarkeit von NF-kB wurde in einem EM SA untersucht. Die priméren Kardiofibroblasten
wurden mit 2 uM AGE oder 2 uM BSA fir 24 h inkubiert. Die BSA Behandlung zeigt keine NF-kB
Aktivierung, wahrend AGE NF-kB aktiviert.

Im Rahmen der Kooperation wurde auRerdem untersucht, welchen Einflu die AGE
Behandlung der priméaren Herzmuskelzellen auf die Expresson von mRNA-Spezies hat,
die die extrazlluldre Matrix (ECM) beeinflussen. Zu diesem Zwedk wurde die mRNA-
Expression mittels RT-PCR untersucht. Nach der Behandlung der Zellen mit 2 uM BSA
beziehungsweise 2 uM AGE wurden die Zellen zu den Zeitpunkten O h, 4h, 8 h, 16 h, 32 h
und 64 h aufgeschlossen und die entsprechenden Sequenzen amplifiziert. Untersucht

wurde die Expressionsanderung der Collagene 1, 3 und 4, sowie von Laminin und

52



Fibronedin. Die Beladungskontrolle wurde mit der konstitutiv hochexprimierten GAPDH
MRNA durchgefuhrt (Abb. 15). Die Collagene 1 und 4, sowie Laminin und Fibronedin
zeigten im Verlauf der 64 h keine Konzentrationsdnderungen, das Collagen 3 hingegen
nahm in der mMRNA Expression nech 16 h ab. Nach 64 h war die mRNA nicht mehr
nachweisbar. Im Vergleich dazu war die mRNA von Collagen 3 nach der BSA Behandlung
Uber den Zeitraum von 64 h naheau gleichbleibend nachweisbar (Abb 15).

Collagen 1

Collagen 3

Collagen 4

Laminin

Fibronedin [ s — T e I — m— v —

0O 4 8 16 32 64 0 4 8 16 32 64 h

AGE BSA

0O 4 8 16 32 64 0 4 8 16 32 64 h

Abb. 15) Expressonsanderungen der mRNA verschiedener extrazdlularer M atrixproteine

Priméaren Herzfibroblaseten wurden mit 2 uM BSA beziehungsweise 2 uM AGE Uber verschiedene
Zeitraume bis zu 64 h behandelt. Hier zeigt sich, dal3 AGE keine Konzentrationssainderungen der
MRNA Expresson fir Collagen 1 und 4, sowie fir Laminin und Fibronedin bewirkt. Die Behandlung
mit BSA flihrt zu einer vergleichbaren Expresson, die ebenfalls keine K onzentrationsdnderungen in
den untersuchten 64 h aufweist. Die Collagen 3 RNA Konzentration bleibt nach BSA Behandlung
gleich ausgepragt. Durch die AGE Behandlung zegt sich hingegen nach 16 h eine Abnahme in der
Konzentration der mRNA, die nach 64 h so gering ist, dal3 sie nicht mehr nachgewiesen werden kann.
Die gleichmafige Durchfiihrung der Amplifikation wurde durch die GAPDH K ontroll e belegt.
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111.3. Signaltransduktion in Mikrogliazellen

NF-kB korreliert mit der AGE-bedingter Aktivierung der Mikrogliazellen, dennoch blieb
unklar, welcher Rezeptor auf welchem Signalweg zu der NF-kB Aktivierung fuhrt. Durch
die pharmakologische Inhibierung verschiedener Signalkaskaden sollte dieser Signalweg
untersucht, beziehungsweise ein Hinweis auf einen Rezeptor gefunden werden, der die
AGE bedingte Mikrogliagtivierung vermittelt.

111.3.1.  Inhibierung der AGE induzierten NF-kB-Aktivierung

Hierfur sollten Signaltransduktionswege untersucht werden, die in einem Zusammenhang
mit der NF-kB Aktivierung stehen, und deren Unterbrechung zu einer Verénderung der
NF-kB Konzentration im Zellkern fuhren wirde. Die Mikrogliazellinie (N11) wurden mit
2 UM AGE aktiviert, wobei sie vorher mit den entsprechenden Inhibitoren vorinkubiert
wurden. Nadh 24 Stunden wurden die Kernextrakte gemadt und in einer
Gelretentionsanalyse untersucht. Dadurch konrnte e@ne semiquantitativer Vergleich der NF-

KB Konzentrationen aufgrund der unterschiedlichen Inhibitorwirkungen erzielt werden.

Lipopolysaccharid (LPS wurde ds Positivkontrolle in einer Konzentration 1 pg/mi
eingesetzt und zeigte gegentiber einer Behandlung mit 2 uM AGE eine dwa 25%
geringere NF-kB Aktivierung (Abb. 14). Die prozentualen Werte wurden rnach Abzug von
10% der unbehandelten Kontrolle arechnet. Der Einsatz von 10 pM Genistein, einem

unspezifischen Tyrosin-Kinasen Inhibitor, reduziert die NF-kB Aktivierung auf 27%.

Dies wurde von den MAP-Kinase Inhibitoren SB203580 md PD98059 noch ubertroffen
die NF-kB Translokation in den Kern auf 2% beziehungsweise auf 23% senkten (Abb. 16).
Diese sind spezifisch fur die MAP-Kinase p38 die MAP-Kinase-Kinase (=MEK1). Die
beiden Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt. GF109203
hemmt die Proteinkinase C (PKC) und reduzierte die NF-kB Aktivierung auf 13%,
wahrend Diphenylen iodonium (DPI) ein Inhibitor der NADPH Oxidase und von
Flavoproteinen eine Verminderung auf 22% bewirkte. Pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC)
reduzierte die NF-kB Aktivierung auf etwa 5%. Wie schon gezeigt fuhrt die HMW-HA zu
einer hervorragenden Hemmung der NF-kB Aktivierung, wobei die zaigrundeliegende

Funktionsweise ungeklart ist.
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Es zeigte sich, da3 adle hier eingesetzen Inhibitoren eine Verringerung der NF-kB
Aktivierung bewirkten, wobei zweifelhaft ist, ob diese ale a1 einer verédnderten

Neurotoxizitét der aktivierten Mikroglia fuhren.
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Abb. 16) (A) Inhibierung der AGE bedingten NF-kB Aktivierung (EM SA)

Die Mikrogliazellen wurden mit 2 uM AGE aktiviert. Die AGE induzierte NF-kB-Aktivierung wurde
durch die Prainkubation mit Inhibitoren in den folgenden Konzentratuionen vermindert: 10 uM
SB203580 (2), 10 uM PD98059 (3), 10 uM GF109203 (4), 10 uM Diphenylen iodonium (5), 4 mg/mi
1,2 MDaHMW-HA (6), 10 uyM PDTC (7), 10 uM Genistein (8). Diese wurden mit der Aktivierung von
NF-kB durch 2 uM AGE (9) und 1 mg/ml L PS (10) verglichen.

(B) Densitometrische Ver mesaing des Rel-K omplexes C1 desEM SA

Die Aktivierung durch 2 uM AGE wurde als maximal angenommen und als 100% festgelegt. Davon
wurden die 10%ige Aktivierung durch BSA abgezogen, um die verbleibende prozentuale Aktivierung
zu erhalten. Als Vergleichswert fihrt die Behandlung der Zellen mit 1 mg/ml LPS zu einer 75%igen
NF-kB Aktivierung. Die AGE bedingte NF-kB Aktivierung wurde durch die Inhibitoren auf folgende
Werte gesenkt: durch SB20358) auf 2%, durch PD98089 auf 23%, durch GF109203X auf 13%, durch
DPI auf 22%, und durch PDTC auf 5%. Die Prainkubation mit 4 mg/ml HMW-HA verhindert die NF-
KB Aktivierung voll stdndig, wenn man die geringfligige Aktivierung durch BSA beriickichtigt.
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Il .3.2. Inhibierung verschiedener Signalkaskadengruppen in
Bezug auf die Neurotoxizitat im " in vitro Modell"

Da eine alRerst komplexe Situation der Signalkaskaden vorliegt, die auf verschiedensten
Wegen Einflu auf die NF-kB Aktivierung haben, sollte untersucht werden, ob eine
Korrelation zwischen der Aktivierung eines konkreten Signalweges und der Neurotoxizitat
besteht. Aus diesem Grund wurde ein "in-vitro Modell" etabliert, das den neurotoxischen
Einflul? der Mikroglia nachahmen sollte.

Dazau wurden Mikroglia mit einem Inhibitor prdinkubiert, nach der Prainkubationszeit
mehrfach in einem Puffer (PBS) gewaschen, und mit frischem Medium versorgt. Fir die
verschiedenen Inhibitoren variierten die Préinkubationszeiten von 30 min hbis zu drei
Stunden. Die Mikroglia wurden daraufhin mit 2 uM AGE stimuliert und nach 12 Stunden
abzentrifugiert. Der zdlfreie Uberstand mit den mikroglia-sezernierten Stoffen wurde als
Medium fur die murine Neuronenzelline Neuro-2A weiterverwendet. Dieses Medium, mit
denen die Neuronen behandelt wurden, wird im Folgenden als konditioniertes Medium
bezechnet.

Die Uberlebensrate der Neuro-2A in diesem konditionierten Medium wurde nach 48 h in
Zytotoxizitatsuntersuchungen ermittelt. Die Uberlebensrate der Neuronen wurde bezogen
auf die Freisetzung von Ladatdehydrogenase (LDH) in das Medium, das geschadigte
Zellen freisetzen. Der Minimalwert der Neurotoxizitét wurde durch unbehandeltes Medium
festgelegt, der Maximalwert durch die vollstandige Zelllyse mittels eines Detergenz
(Triton X100. Die Neurotoxizitdt der konditionierten Medien wurde auf diese

Extremwerte bezogen.

Um auszuschlief3en, dal3 AGE direkt auf die Neuronen wirkt, wurde 2 uM AGE direkt in
das Medium der Neuronenkultur zugegeben. Dies hatte keine ekennbare Neurotoxizitét
zur Folge, und war vergleichbar mit dem unbehandelten Medium (Abb.17). Ebenso fuhrte
die direkte Zugabe von 10 rM Phorbolester (TPA) zu keiner Neurotoxizitét. Das
konditionierte Medium von Mikrogliazelen, die mit 2 uM AGE oder mit 10 nM TPA
vorbehandelt wurden, hingegen fuhrt in beiden Fallen zu einer etwa 83-prozentigen

Neuronensterbli chkeit.

56



100 -

80 -

60 -

40 A

Neurotoxizitat [%]

20 -

Medium AGE TPA AGE TPA
direkt  direkt

Abb.17) Neurotoxische Wirkung des konditionierten Mediums von Mikrogliazellen

Die mit 2 uM AGE oder 10 nM TPA vorbehandelten Mikrogliazellen sezernieren eine neur otoxische
Komponente in das Medium. Diese fihrt zu der Zerstérung der Neuronen, die durch die Freisetzung
von Lactatdehydrogenase (LDH) gemessn werden kann. Die vollstéandige Lyse der Zellen durch
Triton X100 ergibt den Maximalwert, die Inkubation der Zdlen fir 48 h in Medium den
Minnimalwert der LDH-Freisetzung. Die direkte Behandlung der Neuronen mit 2 uM AGE (AGE
direkt) oder 10 nM TPA (TPA direkt) fuhrt zu keiner neurotoxischen Wirkung. Das konditionierte
Medium von Mikrogliazellen, die mit 2 uM AGE bezZehungsweise 10 nM TPA behandelt wurden, ist
neurotoxisch. Die LDH Freisetzung belegt eine Neuronensterblichkeit von ca. 83% in beiden Fallen.
Die Werte mit Standar dabweichung beziehen sich auf 3 wells einer Mikr otiter platte von drei typischen
Experimenten; (p<0,05).

Il .3.2.1. Auswirkung der Hemmung der Transkription oder
der Trandation in Mikrogliazellen auf die neur otoxische
Wirkung des mikrogliakonditionierten M ediums

Um festzustellen, ob die Transkription oder die Tranglation in den AGE aktivierten
Mikroglia fur eine neurotoxische Wirkung des konditionierten Mediums notwendig ist,
wurden die Inhibitoren Cycloheximid und Actinomycin D eingesetzt. Die Mikrogliazellen
wurden mit 500 M Cycloheximid oder 10 pug/(ml Zellkulturmedium) Actinomycin D fir
30 min prainkubiert, gewaschen und anschlief3end mit 2 uM AGE aktiviert. Die Zellen
wurden fur 12 h inkubiert, die Zellen abzentrifugiert, und das konditionierte Medium fir
die Inkubation der Neuronen eingesetzt. Weder die Hemmung der Transkription durch
Actinomycin D, noch die der Tranglation durch Cycloheximid hatte e@nen Einflul3 auf die
Neurotoxizitét des konditionierten Mediums (Abb. 18).
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Abb. 18) Neurotoxizitat des mikroglia-konditionierten Mediums

Die Neurotoxizitat des konditionierten Mediums, gemesen im LDH-Test, liegt nach Behandlung der
Mikroglia mit 2 uM AGE bei 83%. Durch die Vorbehandlung mit 10 ug/ml Actinomycin D (Act-D)
bleibt die Toxizitat bel 82%, nach der Vorbehandlung der Mikroglia mit 500 nM Cycloheximid (Cyc)
erhoht sich diese auf 89%. Die Werte mit Standardabweichung beziehen sich auf 3 wells einer
Mikrctiterplatte von drei typischen Experimenten; (p<0,05).

Da die Transkription bendtigt wird, um die DNA in mRNA umzuschreiben,
beziehungsweise die Translation um mMRNA in Protein umzusetzen ist einer dieser
Hemmungen ausreichend um die Neubildung von Proteinen zu verhindern. Da die
Induktion der Mikroglia durch AGE trotz der Gegenwart der Inhibitoren in beiden Fallen
zu einer neurotoxischen Wirkung fahrt, ist eine Neubildung des toxische Agens vermutlich
nicht notwendig. Wahrscheinlich liegt das neurotoxische Agens bereits vor,

beziehungsweise kann aus vorhandenen Komponenten erstellt werden.

Il .3.2.2. Auswirkungen der Hemmung mitochondrialer
Funktionen in Mikrogliazellen auf die Neurotoxizitat des
mikroglia-konditionierten M ediums

Um die Betelligung der mitochondrialen Atmungskette auf die mikrogliabedingte
Neurotoxizitét zu untersuchen, wurde die Atmungskette entkoppelt beziehungsweise
gehemmt. Die Vorbehandlung mit den Inhibitoren wurde fir eine Stunde durchgefihrt, die
behandelten Mikrogliazellen anschlief3end gewaschen und vor der Zugabe von 2 uM AGE

in Medium aufgenommen. Die Gewinnung des konditionierten Mediums erfolgte nach 12
Stunden.
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Die Entkopplung der Atmungskette efolgte mit 20 uM FCCP, wodurch verstérkt Radikale
freigesetzt werden. Als Folge stieg die neurotoxische Wirkung des konditionierten
Mediums um ca 10% an (Abb. 19). AuRerdem wurde die Atmungskette mit 5 uM
Rotenone gehemmt, was zu einer energetischen Unterversorgung der Mikroglia innerhalb
der 12 h fuhren konnte. Das < konditionierte Medium zeigte jedoch rur eine

Verminderung der Toxizitét um 5% bei einer £Standardabwei chung von 4%.
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Abb. 19) Mitochondrial bedingte Neur otoxizitat des mikr oglia-konditionierten Mediums

Die Neurotoxizitat des konditionierten Mediums nach AGE Behandlung betragt 80%. Die
Vorbehandlung der Mikroglia mit 20 uM FCCP fihrt zu einer Neurotoxizitat von 92%, die
Behandlung mit 5 puM Rotenone =zigt eine Neurotoxizitdt von 75%. Die Werte mit
Standar dabweichung bezehen sich auf 3 wells einer Mikrotiterplatte (LDH-Test) von dre typischen
Experimenten; (p<0,05).

Il .3.2.3. Hemmung verschiedener Radikalbildner in
Mikrogliazellen und deren Einflul3 auf die neurotoxische
Wirkung des mikrogliakonditionierten M ediums

AulZer der mitochondrialen Herkunft gibt es verschiedene enzymatische Quellen, die freie
Radikale produzieren. Mdgliche Quellen neurotoxischer Radikale sind die indwzierbare
Stickstoff monoxidsynthase (iNOS "inducible nitric oxide synthase"), die Cyclooxygenase,
die Xanthin Oxidase und die Lipoxygenase. Um den EinfluR der verschiedenen
Radikalquellen auf die Neurotoxizitéat des konditionierten Mediums zu untersuchen,
wurden die Mikroglia mit den jeweiligen Inhibitoren 20 min vor der Zugabe von 2 uM
AGE behandelt. Das konditionierte Medium wurde nach 12 h entnommen und fir die

Weiterfilhrung der Neuronenkultur eingesetzt. N®-methyl-L-arginin wurde in einer
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Konzentration von 100uM eingesetzt. Die Neurotoxizitédt reduzierte sich dabei geringfigig
um 20%. Wesentlich deutlicher fiel die Verringerung der Neurotoxizitét aus wenn die
Mikroglia mit 0,1 uM DPI (Diphenylene iodonium) vorbehandelt wurden. Hier verringerte
sich die Toxizitdd um 77% (Abb. 20). DPI hemmt die NADPH Oxidase, den
Enzymkomplex, der den "oxidativen burst" in Phagozyten ausmacht [Babior, 1999 #84]
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Abb. 20) Veranderte Neurotoxizitat des konditionierten Mediums nach Prainkubation der Mikroglia
mit Inhibitoren verschiedener Radikalquellen

Im Vergleich zu dem AGE-mikroglia-konditionierten Medium (AGE) zeigen die Inhibitoren der
Xanthin Oxidase, der Lipoxygenase und der Cyclooxygenase Allopurinal (Allo), Indomethacin (Indo)
und Nordihydroguaretinsaure (Nor) nur eine geringfligige Verringerung der Neur otoxizitat auf jeweils
70%, 69% und 72%. Der Inhibitor N®-methyl-L-arginin (NM) in einer Konzentration von 100 pM
verringert die Neurotoxizitét durch die Hemmung der induzierbaren Sickstoff monoxidsyntase und
reduziert die Toxizitat auf 65% . Wesentlich ausgepr agter ist der neuropr otektive Effekt aufgrund der
Hemmung der NADPH Oxidase durch 10 uM DPI, was die Toxizitat auf 26% reduziert. Die Werte mit
Standar dabweichung bezehen sich auf 3 wells einer Mikrotiterplatte (LDH-Test) von dre typischen
Experimenten; (p<0,05).

Neurotoxizitat [%o]

Der Inhibitor der Cyclooxygenase wurde in einer Konzentration von 500 uM eingesetzt.
Indomethacin wirkt nichtsteroidal antiinflammatorisch [McGee, 1999 #622. Hier zeigte
sich eine geringfiigige Verbesserung von ca 10% auf die Uberlebensfahigkeit der
Neuronen.

Ebenso geringflgig verminderten die Inhibitoren 300 uM Allopurinol und 5 pM
Nordihydroguaretinsdure (Abb. 20) die Neurotoxizitét. Allopurinol hemmt die Xanthin

Oxidase und Nordihydroguaretinsaure die Lipoxygenase.
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Il .3.2.4. Hemmung &tivierender Signalkaskaden und daraus
resultierende Veranderungen in der Neurotoxizitat des
mikrogliakonditionierten Mediums

Nadch der Bindung an den Rezeptor werden Kinasen innerhalb der Signalkaskaden
aktiviert, die in einem komplexen Netz die Signaltransduktion regulieren. Hier wurde vor
allem auf solche Kinasen und Signaltransduktionswege eingegangen, die a1 einer NF-kB
Aktivierung fuhren kénnen. Die Mikrogliazellen wurden mit den folgenden Inhibitoren 30
min vor der Zugabe von 2 uM AGE inkubiert. Das von den Mikrogliazellen sezernierte
konditionierte Medium wurde nach 12 h entnommen. Der bereits fir die NF-kB
Inhibitionsdudien eingesetzte Inhibitor von ERK1, PD98059(10 uM) zeigte kaum eine
Verringerung der Neurotoxizitdt, wahrend die anderen Inhibitoren eine deutlichere
Reduktion dieser aufwiesen. Die Hemmung der Tyrosin-Kinase mit 10 uM Genistein
verringerte die Neurotoxizitét auf etwa die Hélfte (Abb. 21).
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Abb.21) Veranderung der Neur otoxizitat deskonditionierten Mediums durch Inhibitoren.

Die Hemmung der ERK 1 durch 10 uM PD9809 zeigt eine Verringerung der Neurotoxizitat auf 89%.
Die Inhibitoren der Tyrosin-Kinasen, von NF-kB und von der Protein-Kinase C, Genistein, PDTC und
GF10920X wurden jewells in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt. Diese reduziert die
Neurotoxizitat des jeweiligen konditionierten Mediums auf 89%, 75% und auf 50%. Die Werte mit

Standar dabweichung bezehen sich auf 3 wells einer Mikrotiterplatte (LDH-Test) von dre typischen
Experimenten; (p<0,05).

Durch die breite Hemmung der Tyrosin-Kinasen ist eine sehr grofe Zahl von
Signalkaskaden involviert. Der NF-kB Inhibitor Pyrrolidin-dithiocarbamat (PDTC) in
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einer 10 uM Konzentration zeigte sogar eine Reduktion auf ca 40% verbleibender
Toxizitéat. Aufgrund seiner Eigenschaft als Antioxidans greift PDTC mdglicherweise in
einer signalkaskadenunabhangigen Weise in die Neurotoxizitét ein. Der Hemmstoff
GF109203 inhibiert die Proteinkinase-C (PKC), wobei 10 pM GF10920X die
Neurotoxizitét bis auf 37% verminderten (Abb. 21).

Il .3.2.5. Bestatigung und Einstufung der Wirksamkeit der
I nhibitoren auf die Neurotoxizitdtsdnder ungen des
konditionierten Mediums

Préinkubation mit Inhibitoren der Signaltransduktion fihren zu Veranderungen der
Zytotoxizitét des konditionierten Mediums. Um die Veranderungen der Neurotoxizitét zu
bestétigen, wurde an weiterer Toxizitdtstes herangezogen, der MTT-Tedt, der die
Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT)
spektrometrisch verfolgt. Dieser erfasst die Aktivitdt von Enzymen der mitochondrialen
Atmungskette und cytosolischer, NADH-abhangiger Enzyme.

Die N11 Zellen wurden mit 2 uM AGE behandelt, fir 12 h inkubiert und de Zellen
anschlieRend abzentrifugiert. Der Uberstand, das sgenannte konditionierte Medium,
wurde weiterverwendet, um die murinen Neuronen ("neuro-2a") fur weitere 48 h zu
kultivieren. Anhand der Stoffwechselrate, die in Form des umgesetzten MTTs gemessen
wurde konrte auf die Uberlebensrate der Neuronen riickgeschlossen werden. Diese Werte
wurden mit den vorher ermittelten Werten des LDH-Zytotoxizitétstests verglichen (Tab.
2). Die Inhibitoren FCCP und Rotenone wurden beziglich ihres MTT-Umsatzes nicht
untersucht, da diese direkten Einflul? auf die mitochondrialen Funktionen nehmen und

somit die Ergebnisse verfalschen wirden.

Die MTT Umsatzrate korreliert mit der Uberlebensrate der Neuronen. Die Neuronen, die
mit unbehandeltem Medium inkubiert wurden haben eine Uberlebensrate von 100%. Im
Vergleich dazu Ukerleben 0% der Neuronen, die mit dem Detergenz Triton X100 behandelt
wurden, das eine vollstandige Zerstérung der Zellen bewirkt.

Im Gegensatz dazu wurde fur die LDH Bestimmung die Freisetzung von
Ladatdehydrogenase ais den geschadigten Zellen gemessen. Hier entspricht die
Prozentangabe der Sterberate der Neuronen. Die Behandlung der Neuronen mit
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unbehandeltem Medium betrug (%, die Lyse der Zellen mit Triton X100 hatte eine
100%ige Neuronensterblichkeit zur Folge.
Durch die Uberprifung der Neurotoxizitdt im MTT Test wurde bestétigt, dai die
Hemmung der Translation mit Cycloheximid beziehungsweise die, der Transkription mit

Actinomycin D keinen Einfluf3 auf die Toxizitét des konditionierten Mediums hatte (Tab.

3).

Tabelle 3) Neurotoxizitat des mikroglia-konditionierten Mediums

Substanz Konzen-  Funktion LDH- MTT-

tration Freisetzung Reduktion

[%] [%]
in (48 h): in (48h):
Medium 0 100
Kontrolle mit AGE 2 uM 0 100
(direkt) AGE
Triton X100 2% Lyse der Zellen 100 0
AGE 2uM  Aktiviert die Mikroglia 80+ 7 25+ 6
AGE
Die folgenden
Substanzen wurden mit
2 UM AGE koinkubiert:
Cycloheximid 500nM  Hemmung der Translation 86+ 7 26+ 11
Actinomycin D 10 ug/ml Hemmung der Transkription 80+ 6 24+ 7
FCCP 20uM  Entkoppelt die Atmungskette 87+ 11 -
Rotenone 5uM  Inhibitor desKomplex | der 72+ 8 -
Atmungskette
N-Methylarginine 100uM  Hemmung der induzierbaren 60+ 10 26+ 12
Stickstoff monoxid-synthase

DPI 10uM NADPH Oxidase Hemmung 23+ 8 7714
Allopurinol 300puM  Xanthin Oxidase Hemmung 69+ 4 25+9
Indomethacin 500uM  Cyclooxygenase Hemmung 65+ 10 276
Nordihydroguaretinsaure 5 uM Lipoxygenase Hemmung 68+ 9 28+ 8
PD98059 10uM ERK1/2 Hemmung 73+ 6 29+ 10
Genistein 10uM Tyrosin-Kinasen Hemmung 42+ 10 49+ 8
PDTC 10uM NF-kB Hemmung 374 57+9
GFX 10uM PKC Hemmung 23+ 16 74+ 11
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Die Inhibierung der Radikalquellen Xanthin Oxidase, Cyclooxygenase und Lipoxygenase
hatte in der MTT Untersuchung keinen Einflul auf Uberlebensrate der Neuronen. Die
Préinkubation der Mikroglia mit 10 pM PD98059 hattet ebenfalls keine Einfluld auf die
Uberlebensrate der Neuronen im konditionierten Medium, wahrend die Vorbehandlung mit
10 uM Genistein, 10 uM PDTC oderl0 uM GFX10920X (GFX), zu jeweils 4%, 57%
und 74 Uberlebensrate filhrte. Diese Werte lagen deutlich Uber der 25%igen
Uberlebensrate von Neuronen in einem konditionierten Medium, das von Mikroglia
stammte, die nur mit AGE behandelt wurden.

Die sehr gute protektive Wirkung des NADPH Oxidase Inhibitors DPI wurde hier mit dem
hochsten Wert bestétigt. Eine Vorbehandlung der Mikroglia mit 10 uM DPI erhielt 77%

der Neuronen in dem konditionierten Medium am L eben.

111.4. Eigenschaften des mikroglia-
konditionierten M ediums

11.4.1. Zeitraum der Freisetzung destoxischen Agensin das
konditionierte M edium

Aufgrund der vorliegenden Daten spricht vieles dafir, dal3 de neurotoxische Substanz von
der NADPH Okxidase gebildet wird. Der "oxidative burst" findet innerhalb einer halben
Stunde nach der Zellaktivierung statt. Aus diesem Grund wurde Uberprift, wann die
neurotoxische Komponente in das konditionierte Medium sezeniert wird. Dazu wurden
Mikrogliazellen mit 2 uM AGE aktiviert.

Um die Stéarke der neurotoxischen Wirkung des konditionierten Mediums zu vergleichen,
wurde nach der Mikrogliaaktivierung zu drei verschiedenen Zeitpunkten fir die Dauer von

15 min Medium konditioniert.

Dazau wurden in der Phase | (Phl) die Mikrogliazdlen 15 min nach der
Mikrogliasktivierung abzentrifugiert, und das konditionierte Medium entnommen. In der
Phase Il (Phil) wurde das Medium 15 min nach der Mikrogliagtivierung gewechselt und
nach weiteren 15 min das konditionierte Medium entnommen. Dadurch werden die
Substanzen, die innerhalb der ersten Viertelstunde sezerniert wurden nicht erneut
gemessen. Entsprechend wurde in der Phase Il (Phlll) das Medium 30 min nach der
Mikrogliaktivierung gewechselt und nach weiteren 15 min das konditionierte Medium
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entnommen. Hiermit werden nur Substanzen berticksichtigt, die in dem Zeitraum 30 min

bis 45 min nach der Mikroglia&ktivierung freigesetzt werden.

AuRerdem wurde Medium getestet, das im Zeitraum O min bis 45 min rach der
Mikrogliaktivierung gebildet wird (PhlV). Dieses erzielt eine maximale Toxizitdt, die
durch eine 12-stiindige Konditionierung des Mediums (AGE) nicht Ubertroffen wurde
(Abb. 22). Hier zeigte sich, dal3 die neurotoxische Komponente sehr rasch gebildet wurde,
68% der maximalen neurotoxischen Wirkung wurde bereits innerhalb der ersten 15 min in
das konditionierte Medium Ubertragen. Medium, das erst in der Phase Il konditioniert

wurde (Phll) zeigte @ne nur 26%ige neurotoxische Wirkung, das der Phase III (Phill)
erzielte nur eine 5%ige Neurotoxizitét.
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Abb. 22) Zeitliche Abhangikeit der Neur otoxizitat

Die Mikrogliawurden mit 2 uM AGE stimuliert.

Das konditionierte Medium (k.M.) wurde nach jeweils 15 min der Zeitphasen I-l1ll entnommen (Phl-

Phill ).

Phl:  15min nach der Mikrogliaaktivierung wurden die Mikrogliazdlen abzentrifugiert und das
k.M. entnommen.

Phll:  15min nach der Mikrogliaaktivierung, wur de das Medium gewecdselt, nach weiteren 15 min
wurden die Mikrogliazellen abzentrifugiert und das k.M. entnommen.

Phlll : 30min nach der Mikrogliaaktivierung, wur de das Medium gewecdselt, nach weiteren 15 min
wurden die Mikrogliazellen abzentrifugiert und das k.M. entnommen.

Im Vergleich dazu wurde die Mikrogliazellen in der Zeitphase IV (PhlV) 45 min nach der
Mikrogliaaktivierung abzentrifugiert und das k.M. entnommen. In der Phase | betragt die
Neurotoxizitat 68% (Phl) der maximalen Toxizitéat, die durch eine 12stiindige K onditionierung er zielt
wird (AGE). In der Phase Il (Phil') und Phase lll (Phlll ) reduziert sch diese auf 26% bzw. 5%. Die
45mindtige Konditionierung (PhlV) erreicht bereits die maximale Toxizitat (AGE). Die Werte mit

Standardabweichung bezehen sch auf 4 wels ener Mikrotiterplatte von drei typischen
Experimenten.
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Il .4.2. Temperaturabhangigkeit der Neurotoxizitat des
konditionierten Mediums

Als weitere Qualitét wurde die Temperaturbestandigkeit der neurotoxischen Komponente
in dem konditionierten Medium untersucht. Die Mikrogliazellen wurden fir 12 h mit 2 uM
AGE behandelt und das konditionierte Medium verschiedenen Temperaturen ausgesetzt.
Als Vergleichswert diente AGE, das bei Raumtemperatur eine halbe Stunde gelagert
wurde. Nach 48 h Inkubation der Neuronen mit diesem Medium zeigte 82%ige
Neurotoxizitéat (Abb. 21). Das konditionierte Medium erwies sich als hitzebestandig, und
verlor auch bei 30 mindtigem Erhitzen bei 70°C nur 25% der maximalen Toxizitdt. Erst
nach 30 min bei 100°C reduzierte sich die Toxizitét auf 37% (Abb. 23).
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Abb. 23) Temperaturabhangigkeit deskonditionierten Mediums

Mikrogliazellen wurden fir 12 h mit 2uM AGE behandelt, das von ihnen konditionierte Medium fir
die Kultivierung der Neuronen eingesetzt. Ein Ansatz des konditionierten Mediums wurde 30 min bei
Raumtemperatur gelagert und erzielt eine Toxizitdt von 81%, die als die maximale Toxizitéat
bezeichnet wird. Ein weiterer Ansatz des konditionierten Mediums wurde fir 30 min auf 70°C erhitzt,
worauf sich die Neurotoxizitat auf 85% der maximalen Toxizitat verringert. In einem Ansatz der 30
min bel 100°C erhitzt wurde reduziert sich die neurotoxische Wirkung auf 37%. Die Werte mit

Standardabweichung bezehen sch auf 4 wels ener Mikrotiterplatte von drei typischen
Experimenten.

Il .4.3. GroReneingrenzung destoxischen Agens

Um Aufschlul? Gber die Grof3e des toxischen Agens zu erhalten, wurde das konditionierte
Medium filtriert. Mikrogliazellen wurden fir 12 h mit 2 uM AGE inkubiert, die Zellen
abzentrifugiert, und das konditionierte Medium durch Ultrafiltration in verschiedene
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Fraktionen aufgetrennt. Nach der Ultrafiltration durch einen Filter der Ausschluf3grenzen
von 15 kDa, 30 kDa und 50 KDa (Filtron) wurde das Filtrat als Medium fir die
Neuronenkultivierung verwendet. Der Uberstand wurde in Medium aufgenommen, das
dem urspriinglichen Volumen entsprach, und ebenfalls fir die Kultivierung der Neuronen
verwendet. Die Filtrate und Uberstande der 15kDa und 30 KDa Ultrafilter zeigten dasselbe
Ergebnis wie die Filtration mit dem 50 kDa Ultrafilter, so dald dieser stellvertretend fr alle
drei Ultrafilter in der Grafik dargestellt ist(Abb 24).
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Abb. 24) Gr 6Renbestimmung des neur otoxischen Agens

Mikrogliazellen wurden fir 12 h mit 2uM AGE behandelt, das von ihnen konditionierte Medium fir
die Kultivierung der Neuronen eingesetzt. Das konditionierte Medium aus AGE-behandelten
Mikroglia wurde durch einen Filter der AusschluRgrenze 50 kD filtriert. Der Uberstand (>50 kDa)
zeigt dievolle Toxizitat, wahrend im Filtrat (<50 kDa) keine neur otoxische Wirkung zeigte. Die Werte

mit Standardabweichung beziehen sich auf 4 wells einer Mikrotiterplatte von zwei typischen
Experimenten.

Wie sich zeigte, war die Toxizitét bei allen drei AusschluRgrenzen weiterhin im Uberstand
vorhanden, wahrend das Filtrat nicht neurotoxisch war. Somit handelt es sich bei dem
gesuchten Agens um ein sehr grof3es Molekil, das bis zu 70C hitzestabil ist und mit dem
"oxidativen burst" der aktivierten NADPH Oxidase in Zusammenhang steht.
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Il .4.4.  EinfluBnahme von Ubergangsmetallen auf die

Neur otoxizitat des konditionierten M ediums

Die direkte Neurotoxizitédt, die durch AB und AGEs vermittelt wird, ist unter anderem
abhangig von Ubergangsmetallen. Hier sollte untersucht werden, ob es auch fir die
indirekte Neurotoxizitét einen solchen Zusammenhang gibt. Aufgrund der chelatbil denden
Eigenschaften von EDTA ist dieses in der Lage die Ubergangsmtalle 21 komplexieren, so
dad diese ais dem konditionierten Medium entfernt werden koénren. Hierzu wurden
Mikrogliazellen fur 12 h mit 2 uM AGE inkubiert, das konditionierte Medium fir 24 h bei
4°C gegen eine Losung von 0,15 M NaCl mit 0,1 mM EDTA dialysiert, um eine
Komplexbildung zu bewirken. Das EDTA und eventuelle EDTA Komplexe wurden durch
eine weitere Dialyse gegen 0,15 M NaCl fur 24 h bei 4°C entfernt. Dies fuhrte daau, dai3
die Neurotoxizitéat vollstandig verschwand (EDTA), im Gegensatz zu nicht weiter
behandeltem konditionierten Medium (AGE). Letzteres zeigte @ne Neurotoxizitét von
82% (Abb. 25). Bel einer Dialyse des konditionierten Mediums gegen 0,15 M NaCl fur 24
h bei 4°C blieb die Neurotoxizitét bei 81%.
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Abb. 25) Dialyse des konditionierten Mediums

Mikroglia wurden fir 12 h mit 2 uM AGE inkubiert. Nach dem Entfernen der Zelen wurde das
konditionierte Medium als lches eingesetz, beziehungsweise dialysiert. Das direkt eingesetzte
konditionierte Medium erzielte éne Toxizitat von 82% (AGE), die Behandlung mit Medium (K) zeigt
keine Neurotoxizitat. Nach der 24stiindigen Dialyse des konditionierten Mediums gegen eine NaCl /
EDTA Loésung wurde dieses erneut fir 24 h gegen eine NaCl Ldsung dialysiert. Dadurch verringert
sich die Neurotoxizitdt des © behandelten Mediums auf null (EDTA). Die Dialyse konditionierten
Mediums gegen NaCl zeigt eine 80%ige Toxizitat (Dial). Die Werte mit Standar dabweichung beziehen
sich auf 4 wellseiner M ikrctiter platte von drei typischen Experimenten.
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11l .5.  NADPH Oxidase

Il .5.1. Deaktivierung der NADPH Oxidase

Aufgrund der pharmakologischen Inhibierung der NADPH Oxidase durch DPI konrte
nicht eindeutig ausgesagt werden, ob die daraus resesultierende Wirkung der verringerten
Neurotoxizitét tatsachlich auf die Hemmung der NADPH Oxidase artckzufihren war,
oder ob DPI an anderen Ansatzpunkten wirkte. Eine Kombination von Einwirkungen von
denen die NADPH Oxidase nur ein Teilaspekt ist, konnte ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden. Daher sollte die NADPH Oxidase funktionsunfahig gemacht werden.

Die NADPH Oxidase ist ein membranstandiger Komplex, der grof3e Mengen an Superoxid
erzeugt. Wahrend diesem sogenannten "oxidativen burst" werden Elektronen von NADPH
auf den Sauerstoff Ubertragen. Das Superoxid und die daraus resultierenden Derivate wie
Waseerstoff peroxid und hypochlorige Saure sind essentiell fir mikrobizidalen Aktivitéten.
Die NADPH Okxidase liegt in einem inaktiven Zustand vor, und wird duch
Lipopolysaacharid, Phorbolester, opsonisierte Bakterien, viralen Oberflachenstrukturen
oder andere Stimuli aktiviert. Dabei lagern sich zytosolische und membransténdige Teile
aneinander. Die zytosolischen Komponenten, das p47°" und das p67™"* lagern sich nach
der Aktivierung an die membranstandigen Komponenten gp9™ und p22P™* an (Abb.
26).

NADPH MADP* + H*

Abb. 26) Aufbau der NADPH Oxidase (modifiziert nach Dahlgren et al. 1999)

Nach der Aktivierung der NADPH Oxidase lagern sich die zytosolischen K omponenten p47 "™ und
p67°"* an die membranstandigen K omponenten p22°"™ und gp91°"™ an. Im Rahmen des " oxidativen
bursts' Ubertragt die NADPH Oxidase Elektronen von NADPH auf den Sauerstoff. Um die
Funktionsfahigkeit der NADPH Oxidase zu verhindern, soll die membranstdndige Untereinheit
gp91phox inaktiviert werden.
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Il .5.1.1. Inaktivierung der gp91°" Untereinheit der NADPH

Oxidase

Die groRe membranstandige Untereinheit, das gp9P"™ beinhaltet drei Exons. Um ein
gezieltes Abschalten dieses Gens zu erzielen wurde ein Zielvektor konstruiert, der ein nicht
mehr funktionelles Exon 3 des gp97°"™ enthalt (Abb. 27). Dieses veranderte Exon 3 sollte
durch homologe Rekombination in das Genom der Mikoglialinie N11 integrieren. Da es
sich bei der homologen Rekombination um ein seltenes Ereignis handelt, muf3 digjenige
Zelle in der sie stattgefunden hat aus einer grof3en Anzahl weiterer Zellen herausselektiert
werden, die keine Veranderungen aufweisen. Aus diesem Grund wurde ein doppeltes
Selektionsgystem gewahlt. Der Zielvektor beinhaltet aus diesem Grund eine
Neomycinresistenz und eine funktionelle "Herpes Simplex Virus Thymidin Kinase" (HSV-
tk).

gp9P"™ Gen Zu erwartende Restriktions
-fragmente (Eco RI)
RI RV S N X RI
P I I I I , 18k
1 2 3
Zielvektor
X N RI N X
— 1 Y
HSV-tk 2 3neo pGEM-5Zf(-)3

Erfolgter Einbau des modifizierten gpa”™ Exons 3

RI RV S RI N X RI 3-probe 6,8 kb
,| I — | ]
1 2 3neo 3-probe m neo-probe 8 kb
neo-probe

Abb. 27) Struktur des Zielvektors und Auszug der Restriktionskarte des murinen gp91°"™ Genortes
vor und nach der gezelten Integration. Die ausgefilllten Rechtede reprasentieren die Exons 1 bis 3,
RI, RV, S, Nund X sind die Schnittstdlen fir Eco RI, Eco RV, Sca |, Nco | und Xba I. Die Neomycin-
Expressons-Kasette ist durch neo gekennzeichnet. Die fir eine Hybridisierung verwendeten Proben
sind als "neo-probe’ und als "3'-probe" gekennzeichnet. Die zu erwartenden GrofRRen nach einem
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Restriktionsverdau sind fur das genomische Produkt mit 14,8 kb und fur den Integrationsfall mit 6,8
kb einer 3'-probe und 8 kb einer neo-probe angegeben.

Durch die efolgreiche homologe Rekombination wird das Gen neo in das Exon 3
integriert, das den Zellen eine Resistenz gegen das Antibiotikum Neomycin verleiht.
Aufgrund der Neomycinresistenz kénnen mit dem Neomycinanalogon Geneticin (G418
die Zellen herauselektiert werden, die homolog rekombiniert haben, da diejenigen ohne
Integration absterben.

Der zweite Selektionsprinzip beruht auf einer negativen Selektion. Durch einen
erfolgreichen Einbau des unterbrochenen Exons 3 in das Zellgenom wird die HSV-tk mit
dem Ubrigen Teil des Zielvektors entfernt. Eine Behandlung mit Ganciclovir hat keine
Folgen da keine funktionelle HSV-tk vorliegt. Bei einer zufalligen Integration des
gesamten Zielvektors an einer beliebigen Stelle des Genoms oder ohne einen Einbau des
Zielvektors hingegen, wirden die Zellen absterben, da eine funktionelle HSV-tk das

zugesetzte Ganciclovir umwandelt und somit die Zellen vergiftet.

Nadch der erfolgten Transfektion wurden in der dreiwdchigen Selektionsphase 460
Subklone herangezogen, die anhand der fehlenden Superoxidproduktion beziehungsweise
der veranderten NO-Produktion auf 4 Subklone eingeschrankt wurden. Durch die
Integration des veranderten Exons 3 wurde eine weitere EcoRI- Schnittstelle in das Genom
integriert. Fr einen Southern Blot wurde die genomische DNA mittels EcoRI geschnitten
und aufgetrennt (Abb. 28)

A B

3- probe neo-probe
N11/6 N11 N11/6 N11

_—— € 14,8 kb

— 4 6,8kb <« 8kb

Abb. 28) Integration des unterbrochenen gp9lphoxin das Zellgenom

Von den Mikrogliazellen N11 und N11/6 wurde jweils 10 ug der genomischen DNA mit Eco RI
geschnitten und in einer Southern Blot Analyse mit 2 ug der 3'-Proben-DNA untersucht. Diese bindet
an ein 14,8 kb DNA-Segment in der Zellinie N11 und an ein DNA-Segment der Groéf3e 6,8 kb in der
Zéellinie N11/6 (A). Nach einer Behandlung mit 2 pug der neo-Proben-DNA zeigt sich keine
Hybridisierung in den N11 Zellen, wahrend die N11/6 Zellen ein Hybridisierungsprodukt der GroRRe 8
kb aufweisen. Die Gréf3en der Hybridkomplexe sind in Kilobasen angegeben.
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Die urspriingliche DNA-Sequenz des gp9"™ mit den 3 Exons betragt 14,8 kb zwischen
den beiden EcoRI-Schnittstellen, die durch die Integration in die Fragmente 8 kb und 6,8
kb zerschnitten wird. Dadurch hybridisiert eine Sonde im Southern Blot an ein kleineres
Fragment, wenn die Integration erfolgreich war. Als Sonde wurde eine Sequenz aus dem
3-flankierenden Bereich verwendet (3-Probe). Ohre Integration ergab sich die
urspringliche Lange des Fragments von 14,8 kb (Abb. 28, A, N11), mit erfolgter
Integration ein Fragment mit 6,8 kb Grofie (Abb. 28 A, N11/6). Die Neomycin-Probe (neo-
Probe) hybridisierte an die afolgreich integrierte neo-DNA-Sequenz im Subklon N11/6, in
der Elternzellinie N11 hngegen nicht (Abb. 28, B, neo-Probe). Der Subklon N11/6 wurde

als NADPH Oxidase defiziente Zellinie fur weitere Untersuchungen verwendet.

Il .5.1.2. Stimulierte N11/6 Zellen zeigen im Gegensatz zu N11
Zellen keine Superoxidanionenauschittung

Die Superoxidproduktion wurde durch einen kontinuierlichen Cytochrom-c Reduktionstest
bei 37°C in einem Mikrotiterplatten-Lesegerét untersucht. Dabei werden die nicht
membrangangigen Cytochrom-c Molekile durch resktive Sauerstoffspezies reduziert,
woraufhin die Veranderung in der Absorption des Cytochrom-c gemessen werden kann. In
den aktivierten N11-Mikrogliazllen lag die AGE-bedingte Superoxidproduktion nach 20
min bei einer Menge von 74 rmol pro 10" Zellen. Im Vergleich dazau betrug de
Superoxidproduktion, die in diesen Zellen durch TPA ausgeldst wurde, 600 nmol pro 10’
Zellen nach 20 min. Bei einer Behandlung der Zellen mit 2uM AGE und 300U Superoxid
Dismutase (SOD) war kein Superoxid messbar. Die N11/6 zeigten bei einer Stimulation
mit 2 uM AGE keinen "oxidativen burst" im Form von freigesetztem Superoxid (Abb. 29).
Auch bei einer Behandlung mit 10 nM TPA war nach 20 min kein Superoxid feststell bar.

Hierflr wurde 10 uM fibrillares AB2s3s) eingesetzt, was zu einer Freisetzung von 60 nmol
Superoxid pro 10" Zellen nach 20 min fuhrte. Nach einer Behandlung der N11 mit
fibrillarem AB@sss und 300 U SOD war wahrend der 25 mindtigen Mesaing kein
Superoxid mefdbar. Die N11/6 reagierten wahrend der 25 min weder auf 10 uM fibrilléres
AB@sss, noch war nadh infolge einer TPA Behandlung nach 20 min eine
Superoxidfreisetzung messbar (Abb. 30).
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Superoxidproduktuion [nmol] pro 10° Zellen

Zeit [min]

Abb. 29) AGE induzierte Superoxidproduktion in Mikrogliazélen

Im Cytochrom C Test wurde Uber einen Zeitraum von 25 min die Superoxidproduktion verfolgt. Der
Beginn der Superoxidproduktion war innerhalb von Minuten mef3bar, stieg innerhalb von 15 min
rapide an und verflachte anschlief3end. Diese Reaktion wurde in den N11 Zdlen durch AGE ausgel 6st
(). Durch die Zugabe von SOD zusammen mit AGE zeigte sich keine mel3bar e Superoxidpr oduktion

(*). In der Zdlinie N11/6 hingegen war keine Reaktion auf AGE feststellbar (A).

&),

Superoxidproduktuion [nmol] pro 10° Zellen

Zeit[min]

Abb. 30)ABs35 stimulierte Superoxidproduktion in Mikrogliazelen

Diese wurde Uber einen Zeitraum von 25 min verfolgt. APps.ss stimulierte N11 reagieren mit einem
"oxidativen burst" ( m). Bel Behandlung der N11 mit 300 U Superoxiddismutase und APsas) ergibt
sich keine Superoxidfreisetzung ( € ). In den N11/6 hingegen war keine Reaktion auf ABs.as ( [) oder
TPA (A) feststellbar.
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Il .5.2. Ursache der mikrogliavermittelten Neurotoxizitat

Nacdhdem die De&ktivierung der NADPH Oxidase in den N11/6 nachgewiesen war, sollte
gezigt werden, dal3 die NADPH Oxidase Aktivierbarkeit fur die Neurotoxizitét
auschlaggebend ist. Des weiteren sollten ein moglicher direkter Zusammenhang zwischen

der aktivierten NADPH Oxidase und der NF-kB Aktivierung untersucht werden, sowie der
Zusammnhang der NF-kB Aktivierung mit der Neurotoxizitét.

Il .5.2.1. AGE fuhrt nur in Mikroglia mit einer funktionellen
NADPH Oxidase a1 einer NF-kB Aktivierung

Die NF-kB Aktivierbarkeit wurde in einer Gelretentionsuntersuchung in den Zellinien N11
und N11/6 untersucht. Nach der Stimulation mit 2 uM BSA beziehungsweise 2 uM AGE
wurden die Kernproteine nach 6 Stunden extrahiert. Die Mikrogliazellinie N11 reagierte
mit einer NF-kB Aktivierung, wadhrend die N11/6 keinerlei aktiviertes NF-kB aufwies
(Abb 31). Der Unterschied zwischen den beiden Zellinien N11 und N11/6 besteht in der
NADPH Oxidase Funktionalitét, die der Zellinie N11/6 fehlt. Die N11/6 Zellinie ist nicht
in der Lage Superoxid in einem "oxidativen burst" auszuschitten, so dald angenommen
werden kann, dal3 de as dem Superoxid entstehenden redktiven Sauerstoffspezies

notwendig sind, um NF-kB zu aktivieren.
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Abb. 31) AGE verursachte NF-kB Aktivierung in Mikroglia

Im EM SA wurde die NF-kB Aktivierung untersucht. Die Mikrogliazellen wurden mit 2 uM AGE oder
2 UM BSA aktiviert, nach 12 h wurde der Kernextrakt voll zogen. Durch die AGE Behandlung kommt
eszu einer NF-kB Aktivierung in den N11 Zellen, wahrend die N11/6 Zellen keine NF-kB Aktivierung
aufweisen.

B) Densitometrische Auswertung des C1 K omplexes aus dem EM SA

Der aktiverende NF-kB Komplex (NF-kB) wird durch die Behandlung der Mikrogliazellen N11 und
N11/6 mit AGE zu 100% in den N1lund Uberhaupt nicht in den N11/6 ativiert. Die Aktivierung
durch die Negativkontrolle BSA betréagt in beiden Zellinien 0%.
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Nl .5.2.2. H,0, Stimulation fuhrt sowohl in N11 dsauch in
N11/6 zu NF-kB Aktivierung

NF-kB fuhrt als Transkriptionsfaktor zu der Expression eine sehr breite Palette von
Genprodukten, die potentiell neurotoxisch wirken kénnten Um zu untersuchen, ob die
neurotoxische Wirkung des konditionierten Mediums auf der Aktivierung von NF-kB
beruhen, sollte NF-kB unabhangig von der NADPH Oxidase &tiviert werden. Die
Mikrogliazellen wurden mit 150 uM Wasserstoffperoxid fur 12 h behandelt, um NF-kB zu
aktivieren. Die Zellinie N11 wies eine 100%ige, die Zellinie N11/6 eine 80%ige NF-kB
Aktivierung auf (Abb. 32).
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Abb. 32A) Die H,0, vermittelte NF-kB Aktivierung ist unabhéngig von der NADPH Oxidase

Die NF-kB Aktivierung wurde mittels EM SA untersucht. Die N11 Zellen bzw. N11/6 Zellen wurden
mit 150 uM H,O, aktiviert, nach 12 h wurde der Kernextrakt voll zogen.

B) Densitometrische Auswertung des C1 Komplex des EM SAs

Der aktiverende NF-kB Komplex (NF-kB) wurde durch die Behandlung der Mikrogliazellen N11 und
N11/6 mit H,O, zu 100% in den N11 (2) und zu 80% in den N11/6 aktiviert (4). Die Behandlung mit

Medium zeigte keine NF-kB Aktivierung (1 und 3).

Il .5.2.3. Die mikrogliaver mittelte Neurotoxizitat ist nicht von
der NF-kB Aktivierung sondern von der NADPH Oxidase
Aktivierung abhangig

Die Neurotoxizitéa wurde mit dem LDH Test untersucht. Dazu wurde die Freisetzung von
Ladatdehydrogenase aus den geschadigten Zellen gemessen. Der Minimalwert ergab sich
aus der LDH Freisetzung von Neuronen in unbehandeltem Medium und betrug 0%, der
Maximalwert wurde durch die Lyse der Zellen mit Triton X100 festgelegt, und hatte ane
100%ige LDH Freisetzung zur Folge. Die Mikroglia wurden mit 2 uM AGE oder 2 uM
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BSA préinkubiert, nach 5 min mit Puffer gewaschen und mit frischem Medium fir 12
Stunden inkubiert, anschliel?end abzentrifugiert und der Uberstand fiir die Kultivierung der
Neuronen weiterverwendet. Die Neurotoxizitét des konditionierten Mediums aus den N11
betrug nach AGE-Behandlung 63%, das konditionierte Medium der N11/6 hingegen
erreichte nur einen Wert von ca 6% Toxizitat (Abb. 33).

Dies korreliert mit der NADPH Oxidase Aktivitét, die nur in N11 gegeben ist, die somit
far die neurotoxische Wirkung des mikroglia-konditionierten Mediums notwendig
erscheint. Die Neurotoxizitét der Wassrstoffperoxid-behandelten Zellinien N11 uwd
N11/6 war in beiden Fallen gleich Null, obwohl NF-kB in beiden Linien aktiviert wird,
wie bereits gezeigt wurde (Abb.32). Das aktivierte NF-kB ist wahrscheinlich nicht direkt

an der mikrogliabedingten Neurotoxizitét beteiligt, die in diesem Modell system untersucht
wurde.
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Abb. 33) AGE und H,0, bedingte Neur otoxizitat
Die Toxizitat wurdein Form der LDH-Freisetzung gemessen. Die Neurotoxizitat wurde mit dem LDH
Test bestimmt. In den N11 zeigt die AGE Behandlung eine 76%ige NF-kB Aktivierung im Vergleich zu

der BSA-Behandlung (K). Im Gegensatz dazu ist die AGE-bedingte NF-kB Aktivierung in dem
Subklon N11/6 kleiner als 6% . Das konditionierte Medium der Zdlinien N11 und N11/6 zeigt keine
Neur otoxizitat wenn diese mit exogenes H,O, stimuliert wur den.

Il .5.2.4. Unterschiede der NF-kB Aktivierungin Mikroglia
nach ABs35 und nach H,O, Behandlung

DadieVermittlung der Neurotoxizitét durch die NADPH Oxidase unabhéngig von der NF-

KB Aktivierung moglicherweise nur fir AGE vermittelte Mikrogliaaktivierung zutreffend
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ist, wurde die Aktivierung der Mikroglaizellen durch AP untersucht. Dazu wurde in einer
Gelretentionsuntersuchung die NF-kB Aktivierung nach A3 Behandlung in den Zellinien
N11 uwnd N1V6 untersucht. Nach der Stimulation mit 10 pM fibrillarem AB2s3s)
beziehungsweise 10 pM AB(sy wurden die Kernproteine nach 6 Stunden extrahiert. Die
N11-Mikrogliawurden durch das fibrill&re AB2s35 aktiviert, und zeigten eine 85%ige NF-
KB Konzentrationserhdhung im Zellkern, wahrend die auféllige Sequenz des ABs) keine
Auswirkungen hatte. Im Gegensatz dazu konnte in den N11/6 auch mit dem fibrillaren
ABsas keine NF-kKB Aktivierung erzielt werden, die digjenige der Negativkontrolle
Uberstieg. Im Vergleich daau fihrte die exogene Stimulierung duch Wasserstoffperoxid
sowohl in N11 als auch in N11/6 zu einer NF-kB Aktivierung die in ihrer Stérke
vergleichbar zu derjenigen durch fibrilléres ABs3s5 in N11war (Abb. 34).
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Abb. 34A) NF-kB Aktivierung in Mikroglia durch ABs.35 bzw. durch H,0,

Fir den EM SA wurden die Zellen mit 150 pM H,O, oder mit 10 uM A zs.35 aktiviert, nach 12 h wurde
der Kernextrakt durchgefihrt.

B) Densitometrische Auswertung des C1 Komplexes des EM SA

Der aktiverende NF-kB Komplex (NF-kB) wurde durch die Behandlung der M ikrogliazellen N11 und
N11/6 mit H,O, zu 85% in den N11 (3) und zu 100% in den N11/6 &tiviert (6). Die Behandlung mit
ABzs.35 fuhrte in den N11 zu einer 85%igen Aktivierung (2), in den N11/6 zu einer 6%igen NF-kB
Aktivierung (5). Die Behandlung der beiden Zelinien mit der Negativkontrolle APy zegt NF-kB
Aktivierung von jeweils5% (1 und 4).
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Il .5.2.5. Die mikrogdliaver mittelte Neurotoxizitat nach AR 2s.ss)
Behandlung beruht auf der NADPH Oxidase Aktivierung

Die Aktivierung der NADPH Oxidase und von NF-kB in den Mikrogliazellen durch AB s
35 ist vergleichbar zu derjenigen durch AGE. Daher wurde gepriift, ob das AB(sss

mikrogliakonditionierte Medium dem AGE mikrogliakonditionierte Medium in der
neurotoxischen Wirkung entspricht.

Besonders die Tatsadche, dal? die Neurotoxizitdt mit der NADPH Oxidase Aktivierung und
nicht mit der NF-kB Aktivierung korreliert, sollte bestétigt werden. Die Neurotoxizitét
wurde durch den LDH Test ermittelt, der entsprechend der unter 1V.4.3.3 beschriebenen
Vorgehensweise durchgeftihrt wurde. Die Aktivierung der Mikroglia durch AGE wurde
hier durch die Aktivierung mit ABs35 ersetzt, die Kontrolle BSA durch die Kontrolle
AB(sy. Die Mikroglia wurden mit 10 pM ABs3s5, 10 UM AB(sy, 10 uM AB2535+300 U
SOD (AB2s35s0p) beziehungsweise 150 uM H,O; aktiviert. Die N11 Zellen wurden durch
fibrilléres ABsas zur Bildung eines neurotoxischen konditionierten Mediums veranlalt,
mit einer Neurotoxizitét von zu 60%, wahrend das konditionierte Medium der

gleichermalRen behandelten N11/6 nur eine Toxizitét von ca 8% zeigten (Abb. 35).
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Abb. 35) NADPH Oxidase baserte Neurotoxizitat deskonditionierten Mediums

Die Préinkubation der N11 mit APsss) € zeugt ein konditioniertes Medium, das bei 86% der
Neuronen zum Zelltod fuhrt, wahrend derselbe Vorgang in N11/6 eine Toxizitat von lediglich 10%
zeigt. Durch die gleichzeitige Préinkubation von ABs.35 und SOD reduzieren sich diese Wertein
beiden Zdlinien. Die Prainkubation mit H,O, resultiert in beiden Linien in einem konditionierten
Medium, das nicht neurotoxisch ist.
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Die Stimulation der N11 wnd der N11/6 durch die Prainkubation mit 150 uM H,O; flhrte
in beiden Fallen nicht zu der Bildung eines neurotoxischen Mediums. Die gleichzeitige
Prainkubation der Mikrogliazellen mit ABgs35 und 300 U SOD verringerte in beiden
Zellinien die Neurotoxizitét des konditionierten Mediums. Das konditionierte Medium der
N11 wurde aif eine verbleibende Toxizitét von 23% vermindert, das der N11/6 verlor

seine neurotoxische Wirkung vollstandig (Abb.35).
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|V Diskusgon

IV.1.Vorausstzungen fur die Phagozytenaktivierung

und deren Bedeutunq fiir neur odegener ative Pr ozesse

Vergleich der direkten Neurotoxizitat mit der indirekten Neurotoxizitat

Die Bildung von Plagues wird als eine der ausschlaggebenden Ursachen in der AD-
Entstehung diskutiert. Hierbei sammeln sich vor alem A, glykosilierte Proteine (AGES)
und Komponenten der extrazelluldren Matrix in sogenannten senilen Plaques an. Diese
Plagues dehen im Verdacht auf einem direkten und einem indirekten Weg zu
Neuronenschadigung zu fuhren. Die indirekte Neurotoxizitét setzt eine Aktivierung
phagozytierender Zellen voraus, deren Reaktion zu den reurotoxischen Effekten fuhrt
(Giulian et al., 1999. Darlberhinaus tritt eine, durch AR oder AGE vermittelte, direkte
Neurotoxizitét auf, die af einer unmittelbaren, schadigenden Wechselwirkung der
Plaguekomponenten mit den Neuronen beruht (Yan et al., 1996. Dabei ist ungeklért,
welchen Anteil die indirekte Neurotoxizitét im Vergleich zu der direkten Neurotoxizitét an
den insgesamt auftretenden Schaden het. Hierbei kommen verschiedene Komponenten der
Alzheimer' schen Plagues als Ausléser der Neuronen-schadigung in Frage. Besonders
AGE- und Abeta-Aggregate sind in der Lage Mikroglia a1 aktivieren und zudem einen

direkten Einflul® auf Neuronen auszuiiben.

Die direkte Neurotoxizitét ist dadurch gekennzeichnet, dal3 sie einen unmittelbaren
Kontakt zwischen den reurotoxischen Substanzen und den Neuronen voraussetzt, der
letzlich dazu fuhrt, dal3 de betroffenen Neuronen absterben. In der Abwesenheit von
Mikrogliazllen wurde gezeigt, dal3 in vitro eine direkte Neurotoxizitdt von AP ausgeht
(Huang et al., 1999. Um diese direkte Neurotoxizitat auszulésen zu kénnen, mufd A3 zu
Beta-Faltblattstrukturen aggregiert sein (Pappolla @ a., 1998 Fonseca ¢ a., 1999.
Hierbei ist noch ungeklart, ob die fibrilléare Struktur, oder Prozesse, die bel deren
Entstehung ablaufen zu der Neurotoxizitdt beitragen. Hier konkurieren zwei Hypothesen

miteinander, die die Vermittlung der neurotoxische Regktionen beschreiben.

Die sogenannten Radikalhypothese legt nahe, dal’ de direkte Neuronenschadigung durch
frele Radikale vermittelt wird. AP zeigt einen solche Radikalbildung bei der
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Entstehung der fibrilldren Strukturen (Butterfield et al., 1999 Retz et al., 1998. Dieser
Proze3 wird duch die Anwesenheit von Ubergangsmetallen geférdert. Hierbei werden
Ubergangsmetallionen wie Eisen, Kupfer oder Aluminium durch AR reduziert, was zur
Bildung von Wasserstoffperoxid fuihrt (Huang et al., 1999 Smith et al., 1998 Yang €t al.,
1999. Hier ware die Bildung der fibrilldren Strukturen Vorausstzung fir die
Neurotoxiziét. Durch die kurze Lebensdauer der freien Radikale, ist eine unmittelbare
Kolokalisation des fibrillaren AR und der Neuronen eine Vorausstzung fur die
neurotoxische Wirkung. Ebenso zu der Radikalhypothese konnen toxische Effekte
zugeordnet werden, die von AGEs ausgehen. Auch hier werden wahrend deren Bildung
Radikale freigesetzt (Idam et al., 19995. Wie schon bei der ApB-Fibrillenbildung
beschrieben, wird dieser Effekt durch die gleichzetige Anwesenheit von
Ubergangsmetallen gesteigert (Carubelli et al., 1995. Eine weitere Bestétigung dieser
Hypothese ist, dal3 Antioxidantien in der Behandlungvon AD eingesetzt wurden, und eine
Verbessrung des Gesundeitszustandes der Patienten bewirkten (Linert et al., 1999
Sramek et al., 1999.

Die awveite Hypothese setzt einen direkten Kontakt von AGE oder AB zu einem
Oberflachenrezeptor der Neuronen woraus. Durch die Aktivierung einer neuronalen
Signalkaskade kommt es daraufhin zu einer neurotoxischen Redtion. In frihen Stadien
der AD gibt es bereits diffuse Plagues im Gehirn, die aus AP bestehen, aber noch keine
neurotoxischen Reaktionen hervorrufen (Thal et al., 1999. Diese Form ist anscheinend
noch nicht ausreichend fur neuronenschadigende Auswirkungen. Im Gegensatz dazu sind
die filamentdsen Plaques, in denen AP als [-Faltblattstruktur vorliegt, nachweislich
neurotoxisch (Schubert et al., 1998.

Ebenso gilt fir AGEs, dal3 erst nach einer Modifikation eine neurotoxische Wirkung erzielt
wird. Dazu mul3 das AGE im Rahmen einer mehrwochigen Inkubationszeit "gealtert”
worden sein. Hierbei stellt sich die Frage, warum AGE oder AB erst in modifizierter Form
vorliegen mufl3, um an den entsprechenden Rezeotor zu hinden. Hierflr sind verschiedene
Rezetoren bekannt, es ist aber immer noch zweifelhaft, ob es eine direkte
rezeptorvermittelte Neurotoxizitét gibt.

Die indirekte Neurotoxizitét ist eine zlluldr vermittelte Regtion im Gehirn, wobei diese
Zellen nach ihrer Aktivierung eine Zerstbrung der Neuronen berwirken. Die Zellen
reggieren auf senile Plagues mit der Ausschittung einer oder mehrerer neurotoxischer

Substanzen (Akiyama d a., 1999. Die neurotoxische Wirkung konnte eventuell auch
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durch einen unmittelbaren Kontakt der aktivierten Zellen mit den Neuronen Ubertragen
werden. Hierzu gibt es keine Erkenntnisse, da nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 eine
|6sliche neurotoxische Komponente a1 den Neuronenschaden beitrégt, oder diese ganzlich
ausmacht. Senile Plaques bestehen unter anderem aus Komponenten der extrazelluléren
Matrix, AB und glykierten Proteinen (AGES). Diese Bestandteile weisen Modifikationen
auf, diesich erst im Verlauf jahrelanger Prozesse entwicklen. Hierzu zéhlt die auinehmende
fibrillare Struktur des AR, die durch Glykierungen zusétzlich veréndert wird (Loske ¢ al.,
2000. Aber auch andere Proteine werden glykiert und zu gd3eren Aggregaten quervernetzt
(Dickson et ., 1996.

Bei den nachweislich beteiligten Zellen handelt es sich um Gliazllen, vor allem um
Astroglia und Mikrogliazellen (Lemke ¢ al., 1999 Stephenson et al., 1999. Diese werden
durch fibrillares AR oder durch Glykierung modifizierte Proteine (AGEs) aktiviert (Takeda
et a., 1998 Chung et al., 1999. Besonders die dironische Aktivierung der Mikroglia steht
mit dem Tod der Neuronen in engem raumlichem Zusammenhang (Combs et al., 1999
Giulian et a., 1998, wahrend Astrogliazellen vorwiegend die Funktion der Mikoglia
modulieren (Licastro et a., 1998.

Die Radikalproduktion der AGEs und der AB-Fibrillen hat moglicherweise einen Einflul®
auf die Mikorgliagtivierung. Es zegt sich aber, dal3 im Gegensatz zu den ublicherweise
auftretenden Formen AP-a0 und APr.ap die verkirzte Form ABsssy keine Radikale
produziert (Huang et al., 1999. Dennoch aktiviert dieses ABs35 die Mikrogliazellen in
gleichem Mal3e wie AB.40 oder AP42. Der Vergleich der Neurotoxizitét zeigt, dal3
AB 2535 €ine vergleichbare Wirkung het, wie AR .40  oder AB(1-42 (Meda ¢ al., 1995. Hier
zeigt sich in vitro, da3 de Konzentration der von A freigesetzten Radikale keinen
Unterschied beziglich der Neurotoxizitdt ausmacht. Fir die Neuronenschadigung ist
vielmehr die Aktivierung der Mikroglia ausschlaggebend, die in gleichem Mal3e durch
fibrilléres AB2s.3s5), AB-a0 0der AP .4 erfolgt.

AulZer fibrillarem Abeta und aggregiertem AGE gibt es noch diverse andere Ausloser, die
Mikroglia &tivieren konnen. Die Aktivierung der Mikroglia efolgt relativ unspezifisch als
Red&tion auf fibrillére Sturkturen. Sehr bekannt ist das Prionprotein (PRP), welches zu
ebenfalls zu einer fibrilldren Struktur aggregiert. Diese Prionenaggregate wirken nicht

direkt schadigend auf die Neuronen, sondern sind nur in Anwesenheit von Mikroglia
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neurotoxisch (Brown et al., 1996. Auch andere neurodegenerative Erkrankungen, wie
beispielsweise die Amyotrophe Lateralsklerose, die Parkinson' sche Erkrankung und
weisen eine Aktivierung von Mikrogliazellen auf (Stephenson et al., 1999 McGee et d.,
1998.

In Zellkultur zeigte sich, da3 Konzentrationen von AGEs oder fibrillarem AR im pM-
Bereich keine direkte Toxizitdt zur Folge hatte. Die direkte Neurotoxizitét tritt “in vitro"
erst bei htheren Konzentrationen in der Gréfenordnung von 100 uM AGE oder 100 uM
AP auf. Dieser Wert ist mdglicherweise in der Nahe von Plagues erreichbar, die toxische
Wirkung wirde éer auf die unmittelbare Nachbarschaft zu einem Plaque begrenzt. Die
Inkubation der Mikrogliazellen mit 2 uM "gealtertem® AGE beziehungsweise 2-3 uM
fibrilarem AP fuhrt bereits zu einer indirekten neurotoxischen Redtion. Die indirekte
Neurotoxizitét ist also etwa 50-fach sensibler als die direkte Neurotoxizitét. Andererseits
ist nur etwa jede 13. Zelle im Gehirn eine Mikrogliazlle, so da nicht immer eine
raumlich Nahe der Plaques und der Mikroglia vorliegt. Durch die taktische Bewegungen
kénnen die Mikroglia die senilen Plaques erreichen. Ein quantitativer Vergleich der
direkten und der indirekten Neurotoxizitét ist unter den beschriebenen Umstéanden nicht

maoglich.

Extrazelluldre Einflusse auf die Mikrogliasktivierbarkeit

Verschiedene Interaktionen zwischen Komponenten der extrazelluléren Matrix (ECM) und
AR Peptiden und AGEs sind kereits bekannt. Diese Wechselwirkungen tragen zu der
Bildung und dem Fortbestehen der senilen Plagques bei (Snow et a., 1994). Die
extrazelluldre Matrix beeinfluf3t die Biogenese von APP in Mikroglia Zellen (Monning et
al., 1995, und diese ehdhen die neuronale APR-Produktion indem sie IL-1 freisetzen
(Yang et a., 1998. AuRRerdem zeigte sich, dal’ das von den Mikroglia ausgeschittete A
den Abbau von Gykosaminoglykanen (GAGS) verhindern kann (Bame 4 al., 1997). Daher
sollte hier auf den Einflul verschiedener GAGs auf die Mikrogliadktivierbarkeit

eingegangen werden.

Hierzu wurden die Mikrogliazellen in Anwesenheit unterschiedlicher GAGs vorinkubiert
und anschlief3end durch AGE aktiviert. Die GAGs Hyaluronsdure (HA), D-Glukuronséure,
N-Aceylglukosamin und Chondroitin-4-sulfat wurden verwendet. Die HA zeigt in ihrem

Molekulargewicht enorme Unterschiede, von wenigen Disaachariden bis zu 2 Millionen
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Dalton grof3en Komplexen. Andere GAGs wie D-glukuronsaure, N-azaylglukosamin oder
Chondroitinsulfat weisen keine derartige Unterschiede in ihrer Gréf3e oder Struktur auf.
Von den untersuchten GAGs hatte vor allem die HA einen Einfluld auf die Aktivierbarkeit
der Mikroglia. Es zeigte sich ein umgekehrt proportionaler Zusammenhang zwischen der
Mikrogliasktivierbarkeit und dem Molekulargewicht der HA. Bei durchschnittlicher
MolekllgréfEe von 0,5 MDa war bereits eine gesteigerte Aktivierbarkeit der Mikroglia au
erkennen. Die Tatsache, dal3 riedermolekulare HA-Fragmente eine NF-kB Aktivierung in
murine Makrophagen bewirken (Noble d a., 1996, bestédigt den hier gefundenen
Zusammenhang.

Im Folgenden wurde der zugrundeliegende Mechanismus der Schutzwirkung
hochmolekularer HA vor Mikrogliagtivierung untersucht. HA lagert sich an den Rezeptor
CD44 auf der Mikrogliaoberflache an. CD44 ist eine Rezeotor, der den Zelladhésion tGber
den Kontakt der Zelloberflache a1 Bestandteilen der extrazelluldren Matrix vermittelt (Lee
et a., 1992. Die Bindung an CD44 fuhrt zu einer Aktivierung einer CD44-abhangigen
Signalkaskade, die mdglicherweise Einflul? auf die Mikrogliagktivierung nimmt. Durch
den inhibierenden Antikorper anti-CD44 wird die Interaktion zwischen HA und CD44
verhindert. Dennoch wurde durch die Zugabe dieses Antikorpers die protektive Wirkung
der HMW-HA nicht vermindert, so dal3 eine AGE Stimulation weiterhin zu einer NF-kB
Aktivierung fuhrte. Die &tivierenden NF-kB Komplexe schienen sich allerdings in ihrer
Zusammensetzung in den Rel-Familienmitgliedern zu unterscheiden. Um néhere Aussagen
hierzu treffen zu kénren mite ainachst einmal aufgeklart werden, um welche Rel
Familienmitglieder es sich handelt, und welche Signalkaskaden davon betroffen sind. Es
bleibt daher fraglich, ob die protektive Wirkung der HMW-HA auf der Aktivierung von
CD44-abhangigen Signalkaskaden beruht.

LMW-HA kann NF-kB in den Mikroglia &tivieren, auf welchem Wege dies geschieht ist
noch nicht geklart. Daher wurde hier ebenfalls der Antikdrper gegen CD44 eingesetzt. Ein
genaktivierender Komplex, bestehend aus nicht identifizierten NF-kB Familienmitgliedern
wurde nahezu vollstandig reduziert, wahrend der zweite NF-kB Komplex nur eine
minnimale Verringerung aufwies. Dies zeigt, dal} die LMW-HA bedingte NF-kB
Aktivierung in Mikroglia aum Teil durch CD44 vermittelt wird.

Maoglicherweise handelt es sich bei der protektiven Wirkung der HMW-HA um eine
sterische Hemmung. Dadurch, da3 sich HMW-HA an die Zelloberflache anlagert wird
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diese mit einer extrem dichten negativen Ladungshille umgeben. Dies verhindert die
Interaktion von AGEs und von AR mit der Zelloberflache, da beide eine negative
Gesamtladung tragen und somit abgestol3en werden (Nagai et al., 2000.

Radikalbildung fliihrt zum Abbau der HA

Die Eigenschaft sowohl von Abeta als auch von AGE freie Radikale a1 erzeugen
unterscheidet diese deutlich won anderen demenzfordernden Aggregaten wie
beispielsweise dem Prionprotein. Selbst geringfligige Mengen an Radikalen haben einen
gravierenden Einfluf3 auf die Struktur der extrazelluléaren Matrix. Die HA wird durch die
freien Radikale in kleinere Fragmente zelegt (Degune d a., 1998. Dieser Effekt
bestétigte sich sowohl fir fibrilléres ABesss als auch fur AGEs. Die von diesen
freigesetzten Radikale waren in der Lage die HA-Fragmentgrofie innerhalb von 24 Stunden
auf ein Funftel zu reduzieren. Die Radikale schneiden die HA unspezifisch, so da3 de
durchschnittliche HA-groRe anfangs rapide abnimmt, wenn eine hochmolekulare HA
gespalten wird. Aufgrund der statistischen Wahrscheinlichkeit, dal3 zunehmend auch
kleinere Fragmente gespalten werden reduziert sich die Fragmentgrof3e insgesamt
langsamer. Die Wirkung geht ausschlieflich von den freigesetzten Radikalen aus, da durch
die Zugabe von SOD die Verringerung der HA-grol3e voll sténdig unterbunden wurde.

Erst nachden die HA-gréfRe reduziert wurde und die durchschnittliche HA-Fragmentgrofe
kleiner als 0,5 MDa ist, erfolgt eine deutliche Mikrogliagktivierung duch AGEs oder
fibrilléres ABs3s5. Die Aktivierung wird dabei durch die entstandenen niedermolekularen
HA-Fragmente asdtzlich verstérkt. Die Mikrogliagktivierung ihrerseits trégt zu der
Radikalausschittung duch den "oxidativen burst" bei. Die dabei entstehenden freien
Radikale, wie beispielsweise Peroxinitrit, tragen ebenfalls zum Abbau der HA bei (Li et
al., 1997. Durch diese positive Rickkopplung kommt es zu einer chronischen
Mikrogliaktivierung, mit einer daraus resultierenden schwerwiegenden und rasch

fortschreitenden Schadigung der Neuronen.

Dieser Proze3 wird duch die AB-Uberproduktion beschleunigt. Aktivierte Mikroglia
produzieren APPwelches zu A3 umgewandelt wird (Banati et al., 1993. Die Funktionen
von APPund A sind noch weitgehend ungeklart. M 6gli cherweise handelt es sich bei APP

um eine neurotrophische Substanz, die das Wachstum der Neuronen nach einer
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Schadigung reguliert (Salinero et al., 2000. Durch diese Ubermalige Produktion von APP
scheint diese postuli erte Reparaturwirkung nicht mehr gewéhrleistet zu sein.

Eventuell hat AB eine Funktion in der Aufrechterhaltung einiger Bestandteile der
extrazlluldren Matrix. AB1-40 hbndet an Heparansulfat und verhindert dessen Abbau
(Bame ¢ al., 1997). Aufgrund der Eigenschaft von A3 zur Selbstaggregation kommt es zu
einer verstarkten Plaquebildung, so dal3 AR mdglicherweise nicht mehr ausreichend frei
zur Verfligung steht.

AuRRerdem wurde eine antioxidative Wirkung des AP beschreiben, die ihre optimale
Wirkung bei einer Konzentration von 0,1-1 nM Ap entfaltet, die der Menge im
physiologischen Normalzustand entspricht (Kontush et al., 2001). Durch Erhéhung der A

Konzentration vermindert sich die antioxidative Wirkung wieder.

Altersabhéngigkeit der neurotoxischen Schaden

In transgenen Mausen, die APP im Hirn Uberexprimieren treten trotz massver AP
Ablagerung nur wenig AD-spezifische neuropathologische Veranderungen wie Gliose,
Lasionen und hyperphosphorylierendes MAP-Tau auf., und vor dlem kein
Neuronenverlust in dem Ausmal3 wie es beim Menschen zu beobachten ist (Holcomb et al.,
1998 Geula d@ a., 1998. Dies kann zum einen daran liegen, dal die kognitiven
Fahigkeiten der Méause schwer zu standartisieren und zu messen sind, zum andere daran,
dai3 das Tiermodell nicht voll stéandig Ubertragbar ist.

Bei Rhesusaffen und Marmorset-Affen ist ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Alter
und Anfélligkeit fur Demenz beschrieben (Geula d al., 1998. Hier wurden verschiedene
Affenarten die Plagueinhalten in das Gehirn injiziert. Dabel wurde gezeigt, da3 die
Mikogliagtivitdt und die Neurotoxizitéat in Marmorset-Affen (8-11 Jahre alt) wesentlich
hoher ist, as in jungen Marmorset-Affen. Bei alten Rhesusaffen (25-28 Jahre alt), die
insgesamt eine hohere Lebenserwartung haben, ist die Mikogliasktivitdt und die
Neurotoxizitét doppelt so hoch. Hierbei kann es sich um speziesgezfische Unterschiede
handeln, die andere Ursachen haben, als das Alter. Dennoch scheinen besonders lche
Tiere empfanglich fir mikrogliabedingte Neuronenschadigungen zu sein, die ein hohes
Alter erreicht haben.

Mit zunehmendem Alter eines Menschen steigt das Risiko an der AD zu erkranken

(Muller-Spahn et al., 1999. Dennoch treten im menschlichen Organismus AD typische
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Plagues zuweilen bereits bei jungen Erwachsenen in postmortem-Gewebe auf, wobei diese
Menschen keine AD-Symptome zigten, und die Neuronen keine Schadigungen aufwiesen
(Brak). Insgesamt ist daher anzunehmen, dal3 A Ablagerungen nicht alleine ursachlich
far die neurotoxische Wirkung sind. Offensichtlich ist das Erreichen eines Alters von

mehreren Jahrzehnten eine wichtige V orausstzung fur neurotoxische Auswirkungen.

Die fibrillarer Strukturen von AR entstehend in vitro sehr rasch, innerhalb von Minuten,
was vermutlich auch in vivo relativ schnell vonstatten geht, wahrend die Bildung der
AGEs in vitro bereits mehrere Wochen bei 50°C dauert. Entsprechend langsamer finden
diese Prozess unter physiologischen Bedingungen statt. Aufgrund der wesentlich kiirzeren
Lebenserwartung der Maus gegeniber der eines Menschen bleibt somit weniger Zeit zur
Entstehung von glykierten Proteinen in grof3em Umfang.

Diese AGE-Bildung ist moglicherweise eine der Hauptursachen fir eine kontinuierliche
Radikalfreisetzung, deren Auswirkung sich erst nach Jahrzehnten bemerkbar macht,
abgesehen von den genetisch bedingte AD-Erkrankungen, die aufgrund der Defekte von
Sekretasen zu extrem hohen AR-Konzentration fuhren, und somit bereits in jungen und

mittleren Jahren zu einer Demenz fuhren kénnen (Selkoe d al., 1997).

Durch eine Radikalfreisetzung kann die durchschnittliche HA-MolekllgroRe eventuell
Uber Jahre hinweg vermindert werden. Von der HA-GrolRe ist bekannt, dal3 sie Uber
Jahrzehnte hin in der extrazelluldren Matrix abnimmt (Holmes et al., 1988. Durch das
Vorhandensein von hochmolekularer HA ist eine dronische Mikrogliagtivierung nicht
sehr wahrscheinlich, wie hier in Zellkultur gezeigt wurde, so dal3 es in der Folge nicht zu
mikrogliavermittelten Neuronenschaden kommt. Allerdings gibt es noch keinerlei
verlalRliche Aussagen Uber die Verdnderungen der HA-gréfe in Méausen entsprechend
deren Alter, oder Vergleiche aum Menschen beziglich der nativen HA-Grol3e oder von
antioxidativen Schutzmechanismen. Bisher ist unbekannt, ob die HA-GroRe im Gehirn in
vivo tatsadhlich abnimmt, besonders da der HA-Metabolismus in Gehirn noch ungeklart
ist.
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1V.2.Signaltransduktion in aktivierten Mikrogliazellen

Merkmale der Mikrogliaaktivierung

Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurde aunéchst ein Indikator gesucht, der die
Mikrogliasktivierung aufzeigt, und in engem Zusammenhang zu der Signalkaskade steht,

die letztendlich zu der neurotoxischen Wirkung fuhrt.

Beteili gte Rezeotoren

Die Aktivierung der Mikroglia an sich ist eine sehr unspezifische Reaktion, die nicht nur
durch AGE oder AP ausgeltst werden kann, sondern von vielen weiteren Faktoren, wie
beispielsweise LPS Virenstrukturen, usw., was im Hinblick darauf versténdlich ist, dal3 die
Mikroglia Substanzen aufnehmen, beziehungsweise abbauen kénnen miissen, die ihnen
"fremd" sind. Dabei ist noch offen, ob es sich bei dieser Form der Aktivierung um dieselbe
Form handelt, die durch die Plagues der AD ausgelost wird. Rezeptoren wie RAGE
reggieren gleichermal3en auf AGEs und A3 (Bierhaus et al., 1997, Li et al., 1997, Du Yan
et a., 1997 Honda ¢ al., 1998.

Aber auch der MSR an sich kann sehr unterschiedliche Substanzen binden, darunter auch
AGE oder AB. Mikroglia internalisieren fibrilléres AR durch den "Maaophage Scavenger
Recetor” (MSR) (1998 Paresce ¢ a., 1996 El Khoury et al., 1996 u 1998. Wenn der
MSR deéktiviert wird so sinkt die Aktivierbarkeit der Mikroglia deutlich (Suzuki et al.,
1997.

Besonders fir AGE liegt eine hohe Redundanz der Rezeptoren vor, auRer RAGE und MSR
bindet AGE auch an galedin-3 und ost-48 (Thornaley et al., 1998. Das Fehlen eines
einzelnen Rezetors hat daher keine schwerwiegenden Folgen fur  die
Mikrogliasktivierbarkeit. Daher bot es sich an einen Merkmal zu suchen, das die
Mikrogliaktivierung fur einen moglichst friihen Zeitpunkt reprasentiert. Aufgrund der
sehr breitgefacherten Anzahl der Rezetoren fur die Mikrogliagtivierung ist eine
Verfolgung des Signalweges vom Rezeptor zu méglichen Eff ektoren wenig ausschtsreich.
Daher wurde ein Merkmal gesucht, das die Mikrogliagtivierung belegt und mit der

Neurotoxizitét korreliert.
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Hier stellte sich NF-kB als besonders geeignet heraus, das aufgrund der AGE oder AP
Behandlung in den Mikrogliazellen aktiviert wird. Als Transkriptionsfaktor aktiviert NF-
KB die Genexpression von Zytokinen und anderen potentiell neurotoxischen Substanzen.
Hier wurden zunéachst einmal die Signalkaskade untersucht, die a1 NF-kB Aktivierung in
den Mikrogliazllen fuhren. Dazu wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt, die ein
moglichst breites Spektrum der potentiell beteiligten Signalkaskaden abdedken sollten.
Durch eine Eingrenzung mit zunehmend spezifischeren Inhibitoren sollte sich ein einzelner
Signalweg herauskristallisieren, von dem ausgehend Rickschluf? auf die Beteili gung eines
bestimmten Rezeptors moglich ist.

AuBer der HMW-HA waren diverse weitere Inhibitoren erfolgreich darin die NF-kB
Aktivierung zu unterbinden. Die Inhibition der MAP-Kinase p38 von ERK1 und ERK2
und der MAP-Kinase-Kinase (=MEK1) durch die Inhibitoren SB20358Q PD98059 und
GF109203X reduzieren die NF-kB Aktivierung um 70 ks 90 %. Eine allgemeine
Inhibierung der Tyrosin-Kinasen durch den Inhibitor Genistein zeigte edenfalls eine
Reduktion der NF-kB Aktivierung um 70%. Dadurch dal3 de eingesetzten Inhibitoren trotz
der unterschiedlichen Ansatzpunkte alle eine relativ deutliche Reduktion der NF-kB
Aktivierung zeigten, war es nicht mdglich eine bestimmte Signalkaskade herauszustellen,
die a1 der mikrogliabedingten Neurotoxizitdt fuhrt. Aufgrund der Vielzahl von
Signalwegen, war anzunehmen, dal3 nicht alle unmittelbar an der mikrogliabedingten
Neurotoxizitét beteiligt sind. Aus diesem Grunde wurde e notwendig, einen
Zusammenhang zwischen der  mikrogliabedingten  Neurotoxizitdt und  der

Signaltransduktion in den Mikroglia herzustellen.

Daher wurde ein "in vitro Modell" entwickelt, um die Inhibierung der Signalkaskaden mit
der daraus resultierenden Neurotoxizitét zu verbinden. Aufgrund der Tatsadche, dald es
keine humane Mikrogliazellinie gibt, wurde mit murinen Zellen experimentiert. Diese
zeigen Unterschiede a1 humanen Zellen, beispielsweise besitzen murine Mikroglia eine
indwzierbare Stickstoffmonoxidsyntase (iNOS) wahrend die Stickstoff monoxidsyntase der
humanen Mikroglia nicht veranderlich ist (Akama € al., 1998. Aul3erdem ist zu beaditen,
daid durch die Verwendung des "in vitro Modells' méglicherweise Eff ekte nicht beobachtet
werden, die eine direkten Kontakt zwischen den Mikrogliazellen und den neuronalen
Zellen bendtigen. Hierbei kann es sich sowohl um neuroprotektive als auch um

neurodegenerative Effekte handeln. Gerade die Zytokinexpression zeigt ein ambivalentes

89



Verhalten, das von Konzentrationen und Kombinationen der ausgeschitteten Zytokinen
abhangig ist (Mattson et a., 1997).

In dem vorliegenden Modell wurden Mikroglia mit verschiedenen Inhibitoren
vorbehandelt, durch AGE oder AB-Aggregate &tiviert. Naddem die Mikroglia
gewaschen wurden wurde frisches Medium zugegeben. Das Medium und die darin
sezenierten Substanzen ohne die Mikrogliazellen wurde als "konditioniertes Medium"
weiterverwendet, um nurine Neuronen darin zu kutivieren. Der Einflul des
konditionierten Mediums auf die Uberlebensrate der Neuronen wurde mit
Zelluntersuchungen bestimmt (MTT und LDH). Die &tivierten Mikrogliazellen wurden
parallel dazu beziglich der intrazlluldren Signalweiterleitung untersucht. Durch den
Vergleich der Neurotoxizitét mit der Verdnderung einzener Signalwege konnte eine
Aussage Uber deren Relevanz fur die Uberlebensrate der Neuronen gemacht werden.
Grundsétzlich ist ein solches Modell nur bedingt auf die Vorgange "in vivo" Ubertragbar.
Der direkte Kontakt zwischen den Mikroglia und den Neuronen wird hier nicht
berticksichtigt, ebenso ist die Auswirkung sehr kurzlebiger Substanzen in diesem Modell
nicht enthalten, da der Transfer des konditionierten Mediums auf die Neuronen wesentlich
langsamer erfolgt, as die Diffusionsprozesse Uber interzellulére Distanzen benachbarter
Zellen. Dennoch zeigte sich hier eine Situation, in der eine eindeutige Abhéangigkeit der
Neuronentberlebensrate von der Mikrogliagktivierung zu beobachten war.

Ein ganz wesentlicher Vorteil des verwendeten "in vitro Modells" ist die Tatsadhe, dal? hier
die Signalkaskaden in Zusammenhang zu der neurotoxischen Auswirkung der
Mikogliazellen untersucht werden kann. Aufgrund der Vielzahl der beteiligten
Signalkaskaden und deren Genprodukten konnte aagenommen werden, dal3 nicht ale au
einer neurotoxischen Wirkung beitragen wirden.

Eine Auswirkung der Inhibitoren auf die Neuronen ist nicht anzunehmen, da das Medium
nach der Inkubation gewechselt wird, und die Mikrogliazellen mehrfach in Puffer
gewaschen werden, um darauf in frischem Medium fir weitere 12 Stunden inkubiert zu
werden. Erst nachdem die Mikroglia entfernt wurden wird dieses Medium fir eine

nachfolgende Inkubation mit den Neuronen eingesetzt.

Nad erfolgter AGE Stimulation der Mikrogliazellen schadigte das mikrogliakonditionierte
Medium 79% der Neuronen. Die Inhibitoren der Xanthinoxidase, der Lipoxygenase und

der Cyclooxygenase hatten keinen auffélligen protektiven EinfluR. N®-methyl-L-arginin
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inhibiert die NO-Produktion und zeigte ene Reduktion der Toxizitét auf 60 %, so dal ein
geringer Einflul? der NO Radikale auf die mikrogliabedingte Neurotoxizitét zu bestehen
scheint. Die Hemmung der NADPH Oxidase mit DPI zeigte die beste Wirkung und
reduzierte diese Zahl der geschadigten Neuronen auf 27%.

Die Vermittlung der Neurotoxizitdt benttigt keine Transkription oder Translation, da die
Neurotoxizitét auch dann auftrat, wenn entweder die Transkription oder die Translation
gehemmt war. Die NADPH Oxidase ist im Ruhezastand in Einzelkomponenten im
Zytoplasma und an der Zellmembran aufgeteilt, die nur noch aggregieren missen, um
einen funktionsfahigen Enzymkomplex zu hilden. Hierzu wird weder die Transkription

noch die Translation bendtigt, was die Rolle der NADPH Oxidase untermauert.

Mitochondriale Funktionen sind als Ursache der Toxizitét unwahrscheinlich, da weder die
Entkopplung der Atmungskette noch die voll standige Blockade derselben eine signifikante
Veranderung der Neurotoxizitét nach sich zogen.

Um die Signalkaskaden zu moglichst frihen Zeitpunkten zu untersuchen, wurden
verschiedene Kinase-Inhibitoren eingesetzt. Die Inhibitoren Genistein und PDTC zeigten
eine deutliche Reduktion der Toxizitét auf knapp 40%, GF109203 war noch eff ektiver
mit einer Resttoxizitdt von etwa 30%. Da die NADPH Oxidase Superoxidanionen
aus<hittet, die wiederum zu ROS umgewandelt werden konnen, welches NF-kB aktiviert
(Vogt e a., 1998, besteht eine enge Verbindung zwischen der Aktivierung der NADPH
Oxidase und der von NF-KkB.

Den drei Inhibitoren ist gemeinsam, dal3 sie indirekt auf die NADPH Oxidase einwirken.
GF109203X hemmt die PKC, wodurch die Phosphorylierung der NADPH Oxidase
Untereinheit p47°" verhindert wird (Ishibashi et a., 1999. PDTC hemmt die NADPH
Oxidase (Bhunia & al., 1997 und Genistein wirkt durch die Hemmung der Tyrosin-
kinasen Uber Lyn und Syk auf die PKC, die wiederum auf die NADPH Oxidase wirkt
(Combset a., 1999. Die Aktivierung der NADPH Oxidase findet demnach vor der NF-kB
Aktivierung statt.

Der Inhibitor PD980® hemmt zwar die ERK1 und reduziert die NF-kB Aktivierung um
75% (Abb.14), die Neurotoxizitdt aber nur um wenige Prozent (Abb. 18). Dies wirde
bedeuten, dal3 NF-kB nicht zwingend an der mikrogliavermittelten Neurotoxizitét beteiligt
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ist. Aus diesem Grunde wurde der Schwerpunkt der Untersuchungen von dem Indikator
NF-kB zu dem Indikator NADPH Oxidase verlagert.

|VV.3.Die Bedeutung der NADPH Oxidase fiir die mikrodlia-

vermittelte Neur otoxizitat

Die NADPH Okxidase ist ein membranassozii erten Enzymkomplex, der mal3geblich fir den
"oxidativen burst” ist, und der grof3e Mengen Superoxid produziert, indem er den Transfer
von Elektronen von NADPH zu Sauerstoff katalysiert (Bianca ¢ al., 1999. Diese Prozess
ist ein wesentlicher Verteidigungsmechanismus gegen Mikroorganismen. Der "oxidative
burst" erfolgt innerhalb eines kurzen Zeitraums von etwa 20 min (Lavigne € al., 200J). In
den hier gewonnenen Daten zeigte sich, dal3 das gesuchte neurotoxische Agens bereits
innerhalb der ersten 30 min nach dem Kontakt mit AGE von den Mikroglia sezeniert
wurde, was shr gut mit der Hypothese Ubereinstimmt, dal3 diese neurotoxische
Komponente von der  NADPH Oxidase im Rahmen des "oxidativen bursts' abgegeben
wird.

Das von den aktivierten Mikroglia freigesetzte Superoxid kann zu redktiven
Sauerstoff spezies (ROS) weiterreagieren (Geiszt et a., 2000. Aufgrund der geringen
Halbwertszeiten dieser Radikale, die Uberwiegend im Bereich von wenigen Sekunden
liegen, sind nur geringe Reichweiten innerhalb eines Gewebes zu erwarten. Daher wére au
erwarten, dal3 sich die Schaden rur auf die ndhere Umgebung von Plagues begrenzen.
Waserstoff peroxid, das ebenfalls gebildet wird, wére in der Lage groRere Distanzen zu
Uberwinden, da es langlebiger ist.

Widersprichlich dazu erscheinen hingengen die Messungen zu der Grof3e des toxischen
Agens zu sein. In den durchgefiihrten Filtrationsexperimenten wurde festgestellt, dal3 das
neurotoxische Agens grof3er als 50 kDa ist, und die gesamte Toxizitdt des konditionierten
Mediums ausmacht, wahrend im Durchfluf des Filtrats keine toxischen Stoffe vorkamen.
Kleine Molekile und freie Radikale scheinen daher als Ursache der Neuronenschadigung

auszuscheiden.

Denkbar wére aer, dal? die freien Radikale Proteine oder Lipide oxidieren, die somit eine

neurotoxische Wirkung auch Uber gréf3ere interzellulére Distanzen transportieren konren.
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Bemerkenswerterweise sind Mikroglia und Makrophagen in der Lage LDL (low density
lipoprotein) zu oxidieren (Rosenblat et al., 1999 Aviram et al., 1998. Fir diese
makrophagen/mikroglia-vermittelte Oxidation von LDL ist die Aktivierung der NADPH
Oxidase awingend notwendig (Aviram et al., 1996. LDL ist kugelférmig, mit einem
Durchmesser von 22 rm, einer Mas von 3x10° Dalton und enthalt einen Kern von etwa
1500 Cholesterinmolekiilen, die au langkettigen Fettsduren verestert sind. Es wird von
einem Lipidmonolayer umgeben, der etwa 800 Phospholipide und 500 nchtveresterten
Cholesterinmolekile enthalt. Die LDL-Partikel werden von den Neuronen je nach Bedarf
aufgenommen. Erg in der oxidierten Form (ox-Idl) sind diese toxisch fur die Neuronen
(Keller et a., 1999 Keller et a., 1999.

Ubergangsmetalle sind eine wesentliche Vorausstzung fir eine ox-ldl vermittelte
Toxizitét gegen Endothelzellen (Kuzuy et al., 1997). Mit Hilfe einer Dialyse gegen EDTA
in einer Salzlosung konnen diese Ubergangsmetalle komplexiert werden, und mit
anschlief3ender Dialyse gegen die Salzlésung ausgeschlossen werden.

Diese Vorgehensweise wurde mit dem konditionierten Medium von AGE prainkubierten
Mikrogliazllen durchgefiihrt. Wie sich zeigte war daraufhin keine Toxizité in dem
konditionierten Medium feststellbar, wadhrend nach eine Dialyse des konditionierten
Mediums gegen die Salzlésung weiterhin eine toxische Wirkung vorhanden war. Diese
entsprach derjenigen eines nicht dialysierten konditionierte Medium aus AGE inkubierten
Mikrogliazellen.

Dies deutet darauf hin, dal3 die Oxidation von LDL einer der Reektionswege ist, der zu der
mikrogliabedingten Neurotoxizitét fuhrt. Diese Hypothese wird duch den Einflul3 des
Apolipoprotein E (ApoE) auf die AD gestiitzt. Dieses hat in seinen vier verschiedenen
Varianten unterschiedlich starke anttioxidative Auswirkung auf LDL. Mdoglicherweise
begriindet dies die deutliche Korrelation der antioxidativ schwachsten Variante ApoE4 mit
einer erhdhten Wahrscheinlichkeit an der AD zu erkranken (Myers, 2000.

Durch die Verwendung von pharmakologischen Inhibitoren kann ein Einwirken auf andere
Signalkaskaden nie ganz ausgeschlossen werden, so dal3 weiterhin Zweifel an dem direkten
kausalen Zusammenhang zwischen der aktivieten NADPH Oxidase und der
mikrogliabedingten Neurotoxizitét bestehen. Aus diesem Grund sollte die NADPH

Oxidase genetisch inaktiviert werden, um eine eindeutige Aussage machen zu konren.

93



Dadurch, daf3 die Zellinie N11 nur ein x-Chromosom aufweist, mufdte nur ein Gen auf
einem Chromosom in einer homologen Rekombination ersetzt werden. Nacd erfolgter
Selektion und Uberpriifung der Integration in das Genom reagiert die Subzellinie N11/6
auf die AGE oder AB-Stimulation nicht mehr mit einem "oxidativen hburst". Das
konditionierte Medium dieser Subzellinie zeigt zudem naheau keine Neurotoxiziét.
Weiterhin ungekléart bleibt, ob das ausgeschittete Superoxid oder andere Effekte der

aktivierten NADPH Oxidase fur die neurotoxische Wirkung verantwortlich sind.

exogenes H-0,

22)hox gpgfhox

A p
/ \ Plasmamembran
ROS «—
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Abb. 36) Aktivierte NADPH Oxidase und NF-kB Signaltransduktion in aktivierten Mikroglia.

Die aktivierte NADPH Oxidase der Mikrogliazellen an der Zelmembran oder in zeluléren
Vesikelmembranen setzt Superoxidanionen frei, die zu ROS ungewandelt werden konnen. Diese
aktivieren NF-kB durch die 1-kB Kinase (IKK), die den 1-kB Abbau veranlaf3t. Dies erklart die
Korr elation der aktiven NADPH Oxidase mit der NF-kB Aktivierung. NF-kB kann aber auch durch
exogenes H,0, tber weitgehend unbekannte Signalwege aktiviert werden kann.
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Aufgrund der Signalwirkung von Superoxid, H,O, oder reaktiven Sauerstoff spezies kann
NF-kB aktiviert werden (Derevianko et al., 1998, Schredk et al., 1991, Vogt & al.,1998.
Diese Aktivierung wird zum Teil durch die I-kB Kinase (IKK) bewirkt (Deng et a., 2001).
Als Folge daraus bewirkt das aktivierte NF-kB die Genexpresson von Zytokinen, aber
auch von anderen potentiell neurotoxischer Produkten wie beispielsweise NO (Bianca ¢
al., 1999.

Durch die exogene Zugabe von H,O, wird NF-kB in den NADPH Oxidase defizienten
Zellen aktiviert, wobei die Signaltransduktionswege unbekannt sind. Trotz der NF-kB
Aktivierung ist keine neurotoxischen Wirkung des von diesen Zellen konditionierten
Mediums feststellbar. Die Neurotoxizitét ist unabhangig von der NF-kB Aktivierung und
vermutlich ebenso von den durch NF-kB aktivierten Genprodukten, wie beispielsweise
Zytokinen (Abb. 36). Im Gegensatz dazu besteht eine direkte Korrelation zwischen der
NADPH Oxidase Aktivitdt und der neurotoxischen Wirkung des konditionierten Mediums.

Der Zusammenhang zwischen Mikrogliagktivierung und AGE oder A ist nicht nur in der
Zellkultur und im Tiermodell gegeben, auch fir AD Patienten wurde gezeigt, dal3 AGEs
und aktivierte Mikroglia in AD Gehirnen kolokalisiert sind (Takeda et al., 1998. Diese
raumliche Nahe wurde eenso fir AP belegt (Paris et a., 1999. Aktuelle
Forschungsergebnisse im Rahmen einer Studie zigen, da? de NADPH Oxidase aich in
Mikrogliazllen im Gehirn von Alzheimer-Patienten aktiviert wird (Shimohama € al.,
2000.

Wie sich gezigt hat, sind gealterte AGEs und fibrillares AR gleichermal3en in der Lage
Mikroglia au aktivieren, wenn das extrazllulére Umfeld geeignet ist. Daher ist es
vermutlich nicht ausreichend, ausschlie3dlich die AB-Produktion zu unterbinden, wie dies
momentan mit Hilfe der Sekretasehemmung oder der Entwicklung von Impfstoffen gegen
AR versucht wird. Durch glykierte Proteine, ohne Beteiligung der AP Fibrillen, wéare ene

Mikroglia&ktivierung weiterhin wahrscheinlich.

Die agrundeliegenden Erkenntnis, dal3 die NADPH Oxidase mal3geblich an der
mikrogliavermittelte Neurotoxizitét beteiligt ist, gestattet die Entwicklung neuer Ansitze
far mogliche Therapieformen. Die Mikrogliasktivierung konnte durch die Blockierung
eines Rezeptors verhindert werden, die Aktivierung der NADPH Oxidase gehemmt, oder

geeignete Antioxidantien eingesetzt werden, um die Auswirkungen eines "oxidativen
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bursts' zu mildern.

Durch eine Blockade bestimmter Rezeptoren wére eine Aktivierung der NADPH Oxidase
eventuell vermeidbar. Galedin-3 ist ein ein solcher Rezeptor, der durch AGE aktiviert
wird, und urmittelbar zu einer Aktivierung der NADPH Oxidase fuhrt (Karlsson et al.,
1998. Auch hier gilt, dal3 AR Fibrillen trotz dieser Rezeptorblockade weiterhin die
NADPH Oxidase &tivieren kénnten. Da auch unspezifische Rezeptoren wie der MSR-A
die AGEs und fibrilléres AR binden, sowie die NADPH Oxidase &tivieren konnen, fahrt
eine  Rezeptorblockade moglicherweise nur zu einer  Abschwacung  der

mikrogli abedingten Neurotoxizitéat.

Effektvoller wére eventuell die Hemmung der NADPH Oxidase. Dabel ist zu beachten,
da’ die NADPH Okxidase eine wichtige Funktion in der Abwehr gegen Mikroorganismen
innehat, so dald ihe Funktionsunfahigkeit schwerwiegende Folgen haben kann. Patienten
mit der Erbkrankheit "Chronische Granulomattse Erkrankung" (CGD) haben eine
vollsténdig defekte NADPH Oxidase, mit der Folge, dal3 scheinbar harmlose Infektionen
lebensbedrohlich werden konnen. Daher wére hier ein sehr dosiertes Eingreifen notwendig,
das evenuell nur befristete Zeitphasen umfalét. Dennoch kénnte eine solche Hemmung der
NADPH Oxidase das Voranschreiten der Neuronenschadigungen schnell und effektiv

reduzieren, wenn nicht gar stoppen.

Dal’ Radikalschaden zu dem Verlauf der AD beitragen wurde bisher schon mehrfach
beschrieben, so dald eine Therapieform gegen diese reaktiven Radikale naheliegend ist.
Entsprechend wurden Antioxidantien bereits eingesetzt (Linert e al., 1999. Der
tatschliche Nutzen verschiedener Antioxidantien wie beispielsweise von "nonsteroidal
anti-inflammatory drugs', (NSAIDs) ist noch umgtritten (Sramek et a., 1999. Indem
Naheres Uber den Entstehungsort und die hauptsaclich auftretenden Typen der Radikale
bekannt wird, kann hier gezielter eingegriffen werden. Durch das Wissen, da3 der
"oxidative burst" die Hauptquelle der Radikalproduktion ist, kénnen Antioxidantien
eingesetzt werden, die besonders geeignet sind eine Schutzwirkung gegen Superoxid und

daraus resultierende ROS im extazelluléren Bereich zu erzielen.
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