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1. Zusammenfassung

Einfluss der sauren Sphingomyelinase auf die Makrophagenaktivierung durch

Alzheimer Amyloid Protein.

Das zentrale histopathologische Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit sind
intrazerebrale Plaques, welche hauptsachlich aus Amyloid-B bestehen. Sie sind in
der Lage im Gehirn ortsstandige Makrophagen zu aktivieren, was eine
Entzindungsreaktion auslost. Diese Neuroinflammation ist Teil der Pathogenese der
Alzheimer-Krankheit. Ein Stellglied dieser Entziindungsreaktion ist wahrscheinlich die
saure Sphingomyelinase (ASM), welche die Membranstruktur verandert und
hierdurch eine Aktivierungskaskade startet. Zusatzlich wurde die Proteinkinase B /
Akt untersucht, welche ebenfalls ein Stellglied der Entzindungskaskade zu sein

scheint.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde in THP-1-Zellen experimentell die Aktivitat der
ASM beziehungsweise Proteinkinase B mittels RNA-Interferenz vermindert, was
mittels Fluoreszenzmikroskopie, Western Blottting und PCR nachgewiesen wurde. Im
zweiten Teil der Arbeit wurden die Zellen mit Amyloid-B stimuliert und als
Entziindungsmarker die Zytokine TNF-a und MCP-1 mittels ELISA bestimmt.

Zwischen den Zellen mit normaler und reduzierter ASM-Aktivitdt konnte unter den
gegebenen Bedingungen kein Unterschied bei der TNF-a-Freisetzung beobachtet
werden. Die MCP-1-Freisetzung dagegen war bei einer Hemmung der sauren

Sphingomyelinase hdochst signifikant reduziert.

Eine reduzierte Aktl-Aktivitat erbrachte signifikant gesteigerte TNF-a-Werte, sogar
wenn die Zellen nicht stimuliert wurden. Die MCP-1-Werte bei Aktl-k.d. waren ohne
Zellstimulation signifikant reduziert, stiegen unter Stimulation aber an. Eine
Reduktion der Aktl-Aktivitat in den Zellen fuhrte auch zu einer Reduktion der ASM-
Aktivitat.
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Somit gibt es Hinweise fur eine den Zytokin-Ausstol3 supprimierende Wirkung sowohl
der sauren Sphingomyelinase als auch der Proteinkinase B / Akt, da deren
Hemmung zu einer gesteigerten Zytokin-Freisetzung fuhrte. Die abweichenden TNF-
a-Werte bei ASM-k.d. kann auf die Dauer der Stimulation und den Messzeitpunkt
zurtckgefuhrt werden. Insgesamt gibt die Arbeit relevante neue Informationen tber
die regulierende Rolle der sauren Sphingomyelinase in der Neuroinflammation durch

Alzheimer Amyloid Protein.

1. Summary

Effect of the acid sphingomyelinase on activation of macrophages by

Alzheimer Amyloid Protein.

The pivotal histopathological hallmark of Alzheimer-disease are intracerebral plaques
which mainly consist of Amyloid-B. These intracerebral plagques are able to activate
brain macrophages and thereby an inflammatory response is induced. This
Neuroinflammation is part of the pathogenesis of Alzheimer-disease. An actuator of
this inflammatory response probably is the acid sphingomyelinase (ASM), which
changes the structure of the cell membrane and thereby causes an activation
cascade. Because it appears to be an actuating factor of inflammatory cascade, too,

furthermore the Proteinkinase B / Akt was examined.

In this study at first the activity of ASM respectively Proteinkinase B experimentally
was reduced in THP-1-cells by using RNAi. This was detected by means of
fluorescence microscopy, Western blotting and PCR. In the subsequent part of the
study, cells were stimulated by Amyloid-3, then the cytokines TNF-a and MCP-1 as

inflammatory markers were measured by ELISA.

There was no difference in TNF-a-release between cells with normal and reduced
ASM-activity found, while at the same time MCP-1 was significantly reduced if the

acid sphingomyelinase was knocked down.
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Reduced Akt-activity effects raised values of TNF-a, even when the cells were not
stimulated. MCP-1 levels in Akt-k.d.-cells were reduced without cell stimulation but
could be raised with stimulation. Decreased Akt-activity in the cells leads to a

reduction of ASM-activity.

Therefore there are indices for a cytokine release suppressing effect both the acid
sphingomyelinase and Proteinkinase B / Akt, because a knock down of these
enzymes leads to raised cytokine values. The differing results of TNF-a at ASM-k.d.
were ascribed as a duration of stimulation and measuring time points.

Overall this work reveals new relevant informations about the modulating character of

the acid sphingomyelinase in neuroinflammation by Alzheimer Amyloid Protein.
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2.1. Alzheimer-Krankheit

Nach Internationaler Klassifikation der Krankheiten handelt es sich bei der Demenz
vom Alzheimer-Typ um eine primar degenerative zerebrale Krankheit mit
unbekannter  Atiologie  und  charakteristischen  neuropathologischen  und
neurochemischen Merkmalen. Sie beginnt meist schleichend und entwickelt sich
langsam, aber stetig Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren (1). Klinische
Symptome sind Gedachtnisstérungen, Verlust des visuell-rAumlichen Denkens,
Sprachdefizite, Apraxie und die reduzierte Fahigkeit, Gegenstande, Bilder oder
Gesichter, wie die der Familienangehdrigen, zu erkennen. Hinzu kommen
psychiatrische Begleitsymptome wie Depressionen, Wahnsymptome, Angst, Unruhe,
Schlafstorungen, Agitiertheit und Apathie. Der Verlauf und das Auftreten der
verschiedenen Krankheitszeichen sind variabel, jedoch ist stets eine Progredienz zu
beobachten (2). Die mediane Uberlebenszeit nach Auftreten einer Demenz betragt

4,6 Jahre fur Frauen und 4,1 Jahre fur Manner (3).

2.1.1. Demenz und das Alter

Weltweit lebten 2001 rund 24 Millionen Menschen tber 60 Jahre mit Demenzen, die
Zahl wird sich ungefahr alle 20 Jahre verdoppeln (4). In Deutschland leiden zurzeit
ca. 1 Millionen Menschen an Demenz, 50 — 70 Prozent davon gehdren zur Demenz
vom Alzheimer Typ (5) (6). Wahrend weniger als 1 Prozent der unter 65-Jahrigen an
Alzheimer-Demenz erkrankt sind, verdoppelt sich die Rate bei Uber 65-Jahrigen
ungeféhr alle 5 Jahre, sodass ca. 10 Prozent der Uber 80-, 20 Prozent der Uber 85-
und 30 — 40 % der Uber 90-Jahrigen betroffen sind (7).

2008 war ein Funftel der Deutschen tber 65 Jahre, 2060 wird es ein Drittel sein, die
Zahl der tUber 80 Jahrigen wird sich mehr als verdoppeln (8). Da Alzheimer vor allem
eine Krankheit des Alters ist, werden sich die Gesundheitsausgaben fur Demenz von
derzeit ca. 8,5 Milliarden Euro pro Jahr stark erhthen und eine Herausforderung fur

das Gesundheitssystem darstellen (9).
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Hinzu kommen noch die im privaten Bereich entstehenden, nicht erfassbaren
Belastungen durch Arbeitszeitausfélle fur die Pflege von Familienangehorigen sowie
die psychische Beanspruchung und nicht zuletzt der Krankheitsverlauf fiar den

Betroffenen selbst.
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2.1.2. Alzheimer-Pathologie

Es gibt zwei wesentliche histopathologische Merkmale der Alzheimer-Krankheit:

e extrazelluldre Amyloid-Plaques und

e intrazellulare Neurofibrillen.
Bei beiden handelt es sich um intrazerebrale Ablagerungen, welche vor allem im
Hippocampus, entorhinalen Cortex und Neocortex beobachtet werden (10). Sie
fuhren auf noch ungeklarte Weise zu Funktionsstérungen und zum Untergang von
Nervenzellen, was die vorne genannten kognitiven Stérungen der Patienten nach
sich zieht. Nervenzellen kommunizieren Uber Synapsen, einer Art Kontaktstelle
zwischen benachbarten Nervenzellen. Beim Verlust standiger Signale aus ihrer
Umgebung bilden sie sich zuriick, was fur den Nervenzellverband einen Verlust von

moglichen Informationstibertragungswegen bedeutet.
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Grund fur den Verlust der Umgebungssignale ist z. B. ein gestorter Stoffwechsel von
Neurotransmittern wie Acetylcholin und defekte prasynaptische Vesikelproteine (11)
(12) (13). Vor allem im Initialstadium der Krankheit scheinen solche Stérungen eine
herausragende Rolle zu spielen. So wird bei Alzheimer-Erkrankten eine verminderte
Zahl an Synapsen beobachtet, was je nach Grad der Verminderung mit der Schwere

der Symptome korreliert (14).

2.1.2.1. Amyloid-Plaques

Amyloid-Plagues werden in BlutgefdBen und im Extrazellularraum des
Hirnparenchyms von Alzheimer-Patienten gefunden. lhren Ursprung haben sie im
membranstandigen Amyloid-Vorlaufer-Protein APP (amyloid-precursor-protein) (15).
Dieses wird von Enzymen prozessiert, wobei zwei Wege eingeschlagen werden
konnen:

¢ Nicht-amyloidogener Weg: APP wird von der a-Sekretase geschnitten, es
entsteht APPa. Nach einem zweiten Schnitt durch die y-Sekretase entsteht
das Protein p3 und AICD (APP intracellular domain).

e Amyloidogener Weg: Die B-Sekretase BACE-1 (beta-site of APP cleaving
enzyme) schneidet APP, es entsteht APPB. Das carboxy-terminale Fragment
wird im Anschluss ebenfalls von der vy-Sekretase geschnitten. Die
Schnittstellen variieren, sodass Amyloid-B-Proteine mit einer unterschiedlichen
Lange von 39 - 42 Aminoséauren (ABss — AB42) und AICD entstehen (16) (17).
Hauptsachlich handelt es sich beim Amyloid-B um AB4 und AB4,. Letzteres
findet sich viel seltener als AB4, aggregiert aber leichter, ist neurotoxischer

und anscheinend der Initiator der Plaquebildung (18) (19).
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APPa , APPB, Amyloid-B etc. kommen natlrlich im Menschen vor, ihnen werden
unter anderem Rollen bei Signalen zum Zellwachstum und -Uberleben, Lernen sowie

Synapsen- und Gedachtnisbildung zugeschrieben (20) (21).

Abgebaut wird das Amyloid-B hauptsachlich durch die Enzyme Neprilysin und
Insulysin (auch IDE fur insulin degrading enzyme) (22) (23).

Ein Ungleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von AB-Peptid kann zur
Anhaufung von AB-Peptid-Monomeren fiihren. Diese kodnnen zu Oligomeren
aggregieren und Uber Protofibrillen und Fibrillen letztlich Plagues bilden. Diese sind

mutmallich fur die Entstehung der Alzheimer-Krankheit verantwortlich (24).

2.1.2.2. Neurofibrillen

Tau ist ein vor allem im Zentralen Nervensystem vorkommendes intrazellulares
Protein, welches Mikrotubuli stabilisiert und an deren Bildung beteiligt ist (25). Ist es
wie im Falle der Alzheimer-Demenz hyperphosphoryliert, die Grinde dafur sind
weitestgehend unbekannt, wird es unléslich und bildet paarweise helikale Filamente.

Diese sind Hauptbestandteil der Neurofibrillen (26).
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Die Hyperphosphorylierung destabilisiert die Mikrotubuli und der intrazellulare
Transport wird gestort, wodurch die Nervenzellen geschéadigt werden. Neurofibrillen
scheinen bei der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit eine Rolle zu spielen, welche
genau und wie diese mit dem Neuronenuntergang und dem Amyloid-f in
Zusammenhang stehen, ist Gegenstand der aktuellen Forschung (27). Eventuell
stellen sie auch ein krankheitsunspezifisches Phanomen neurodegenerativer
Erkrankungen dar, da sie bei vielen anderen Krankheiten wie dem Morbus Pick, der
amyothrophen Lateralsklerose im Parkinson-Demenz-Komplex, der progressiven
supranukleéren Blickparese etc. vorkommen (28).

2.2. Neuroinflammation

Die Reaktion des Organismus auf verschiedene (schadigende) Reize nennt man
Entztindung / Inflammation (29). In einem solchen Fall ist z. B. das Komplement- und
Fibrinolyse-System aktiviert, Akute-Phase-Proteine werden ausgeschittet und
Zytokine / Chemokine werden verstéarkt von aktivierten Immunzellen abgegeben. Bei
Alzheimer-Patienten kann dies im gesamten Verlauf der Erkrankung beobachtet
werden (30) (31) (32) (33).

Eine in der Krankheitsentstehung wichtige Rolle spielen dabei Makrophagen. Hierbei
handelt es sich um spezielle Immunzellen, welche Stoffe phagozytieren und andere
Immunzellen aktivieren kénnen. Im ZNS konnen dabei zwei Arten von Makrophagen
gefunden werden. Die ortsstandigen Makrophagen, die als Mikroglia bezeichnet
werden, und eine Untergruppe von peripheren Blutmakrophagen. Beide entstammen
vermutlich  urspringlich einer gemeinsamen hamatopoetischen myeloischen
Vorlauferzelle. Wahrend der Embryogenese migrieren dabei die Mikrogliazellen ins
spatere ZNS.

Die peripheren Makrophagen haben die Fahigkeit die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden
zu konnen, und dort, im Vergleich zur Mikroglia, sehr effektiv. Amyloid-B zu
phagozytieren (34) (35). Stimuliert werden sie unter anderem von Zytokinen oder
anderen Peptiden, im Falle der Alzheimer-Demenz vom Amyloid-B-Peptid. Sie
differenzieren sich dann in ihre aktive Form und kénnen ihre noch nicht vollstandig
geklarte Rolle in der Pathogenese der Krankheit wahrnehmen (36). In dieser Arbeit

wurden als Marker der Entziindung die Zytokine MCP-1 und TNF-a untersucht.
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Anzumerken ist, dass die Entztindung in der Summe komplex ist und nicht pauschal
gesagt werden kann, dass sie sich positiv oder negativ auf die Krankheit auswirkt. So
konnten Mediatoren zu Beginn der Krankheit negativ, aber im spateren Verlauf
begunstigend wirken (37). Ungeklart ist auch, ob die Entziindung mit ursachlich und /
oder verstarkend ist, oder die Reaktion auf andere Stimuli darstellt. So fuhren auf der
einen Seite AB-Ablagerungen zur Aktivierung der Mikroglia, auf der anderen Seite
fuhren Entzindungsmediatoren zu einer erhohten Produktion von AR durch
Nervenzellen (38) (39).

2.2.1. MCP-1

Das Monozyten-anlockende Protein 1 (Monocyte chemoattractant Protein-1; MCP-1,
auch CCL2 genannt) ist eines der vier MCP-Chemokine, welche eine Untergruppe
der CC-Chemokine darstellen. Ausgeschittet durch Stimuli wie TNF-a oder
Interleukin-1 bindet es an der Zielzelle an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit
sieben transmembrandren Helices und l6st dann eine intrazellulare Aktivierungs-
Kaskade aus (40) (41). Chemokine haben die Aufgabe, beispielsweise Monozyten,
neutrophile Granulozyten oder Lymphozyten zu bestimmten Orten im Kérper zu
lotsen. Die einwandernden Zellen bewegen sich dabei auf die Orte der hdchsten
Chemokinkonzentration zu. MCP-1 spielt bei verschiedenen Krankheiten wie HIV,
Krebs und kardiovaskularen Erkrankungen eine wichtige Rolle, es wird aber auch bei
Alzheimer-Patienten von aktivierten Mikroglia und Astrozyten im Umfeld der Amyloid-
B-Plaques ausgeschittet. In ihren Gehirnen werden stets erhtéhte MCP-1-
Konzentrationen gemessen, und das in allen Phasen der Krankheit. Es 16st dabei per
se keine entzindliche Veranderung dieser Zellen aus, erhoht aber deren
Empfindlichkeit far proinflammatorische Stimuli (42) (43) (44) (45) (46) (47). MCP-1
ist ein Schlisselzytokin im Rahmen des Entzlindungsprozesses im Zentralen

Nervensystem, es fuhrt unter anderem zu einer Erhéhung von TNF-a (48).

2.2.2. TNF-a

Das Coley-Toxin wurde 1891 von William Coley entdeckt, als er den Uberstand einer
Mixtur aus Streptococcus pyogenes und Serratia marcescens zur Tumorbehandlung
nutzte (49).
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1975 wurde entdeckt, dass Makrophagen nach Stimulation mit Endotoxinen diesen
Faktor ausschitteten, der relativ gezielt Tumorgewebe zerstorte. Er bekam den
Namen Tumornekrosefaktor (50). Heute zahlt TNF-a zu einer Superfamilie mit vielen
Mitgliedern, die sehr komplex interagieren und eine Vielzahl von physiologischen wie

pathophysiologischen Funktionen im Korper wahrnehmen.

Wird der Koérper z. B. mit Bakterien infiziert, so kann TNF-a zum einen Proliferation,
Uberleben und Differenzierung von Immunzellen auf der einen Seite und
Zelluntergang der infizierten Zellen auf der anderen Seite bewirken. Das wirkt sich
positiv auf den Organismus aus. Auf der anderen Seite kann er bei einer Sepsis,
beim Fieber und bei Gewichtsverlust im Rahmen einer Tumorerkrankung schadlich
fur den Menschen sein (51). Bei Alzheimer-Patienten bewirkt die Exposition von AB
erhbhte TNF-a-Werte in Blutplasma, Liquor und Hirnparenchym. Wie bei anderen
ZNS-Erkrankungen, z. B. Parkinson, Multiple Sklerose und bei Schlaganfall, kénnte
dies zu einem Untergang von Nervenzellen fuhren. Andererseits wurde
nachgewiesen, dass TNF-a fur Neuronen des Hippocampus wachstumsférdernd sein
kann, und vor freien Radikalen, Glutamat und der Amyloid-B-Toxizitat schitzt.
AulRerdem ist der Untergang von Nervenzellen grof3er, wenn der TNF-Rezeptor fehlt.
Eine Hauptwirkung von TNF-a ist die Aktivierung des nuklearen Faktors kB (NFkB).
Dieser Transkriptionsfaktor bewirkt die Produktion von proinflammatorischen
Faktoren wie Komplement und Cyclooxygenase (COX), aber auch von
Uberlebensfaktoren wie Calbindin und Bcl-2 (32).

2.3. Membrane rafts

Wie genau die entzlindliche Makrophagenantwort auf zellularer Ebene zustande
kommt, ist nur in Ansatzen verstanden. Seit einigen Jahren gibt es vermehrt
Hinweise darauf, dass die Zellmembran hierbei eine Rolle spielt. 40 Jahre nach
Singers Flussig-Mosaik-Modell der Zellmembran (52) wissen wir heute, dass die
Zellmembran mehr als ein zweidimensional orientiertes Konstrukt einer Phospholipid-
Doppelschicht ist, welche als Lésung fir diverse Membranproteine dient. Entgegen
fruheren Annahmen verandert sich die Komposition an Lipiden, Proteinen und
Kohlenhydraten standig, diffundieren Proteine gezielt lateral durch die Membran oder

wechseln die Lipidschicht.

10
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Bestimmte Membranbereiche kdnnen sich dabei durch ihre Lipidzusammensetzung
von ihrer Umgebung abgrenzen, sie bilden so genannte Mikrodoméanen. Diese auch
als Rafts (deutsch: Flol3e) bezeichneten Bereiche scheinen eine wichtige Rolle bei
einer Vielzahl von sowohl patho- als auch physiologischen Prozessen inne zu haben
(53). Zu nennen waren unter anderem der Einbau von GLUT4 in die
Plasmamembran (54), die Aufnahme von Fettsauren in die Zellen (55), die
Entstehung von Atherosklerose (56), Apoptose und damit Karzinogenese (57) und
HIV-Infektion (58).

Bei den Membrane rafts handelt es sich um kleine (10 — 200 nm), heterogene, hoch
dynamische, cholesterin- und sphingolipidangereicherte Bereiche, welche zellulare
Prozesse auftrennen. Kleine Rafts konnen stabilisiert werden und dann durch
Protein-Protein- oder Protein-Lipidinteraktionen gréR3ere Plattformen bilden (59). Das
Verstandnis, wie Membrane rafts mit Alzheimer-Demenz in Verbindung steht, ist
noch gering, es gibt jedoch Hinweise, dass die Verknupfung der Membrane rafts und
Schlisselproteinen der AB-Entstehung wie APP, y-Sekretase und BACE-1 eine Rolle
spielen (60) (61) (62).

2.3.1. Sphingolipidstoffwechsel

Wird das Glycerin der Phosphoglyceride (Glycerid = Acylglycerin) durch den Alkohol
Sphingosin ersetzt, so entstehen Sphingolipide. Sie sind nicht nur, wie vorher
beschrieben, Bausteine der Zellmembran, sondern an vielen Aktionen der Zellen wie
Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Inflammation beteiligt. Folgende Grafik
zeigt einen Ausschnitt aus dem Sphingolipidstoffwechsel.
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2. Einleitung
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Abbildung 3. Ausschnitt aus dem Sphingolipid-Stoffwechsel. Modifiziert nach Ogretmen und
Hannun (63). Zentraler Spieler ist das Ceramid. Abkirzungen: Ceramidkinase (CK), Ceramid-1-
Phosphat-Phosphatase (C1PP), Sphingomyelin-Synthase (SMS), Sphingomyelinase (SMase),
Ceramidsynthase (CS), Ceramidase (CDase), Sphingosin-1-Phosphat-Phosphatase (S1PP),
Sphingosinkinase (SK).

Die verschiedenen Zwischenstufen des Sphingolipid-Metabolismus sind dabei oft
selbst bioaktiv, was das Verstandnis der Stoffwechselwege erschwert. So kann z. B.
Sphingosin-1-Phosphat Proliferation, Angiogenese und einen Schutz vor Apoptose
darstellen, der Vorlaufer Ceramid aber Zellzyklusarrest und Apoptose bewirken (63).
Diese zwei gegenlaufigen Mechanismen zeigen, wie genau diese Prozesse reguliert

sein mussen.
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2. Einleitung

2.3.1.1. Saure Sphingomyelinase (ASM)

Die saure Sphingomyelinase ist ein Enzym, welches Sphingomyelin, ein Hauptlipid

der Zellmembran, zu Ceramid und Phosphorylcholin hydrolysiert.

Phosphorylcholine

HasC / HzC O
.
H3C—NI \/ y Hac—L\lJ— {6 o !
H:aC o HO:>_ |>=o HsC N>=O
4 / 2
ASM
Sphingomyelin Cel‘amideé

Abbildung 4. Sphingomyelinspaltung durch die saure Sphingomyelinase ASM. Die
Phosphodiesterase hydrolysiert Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin. Aus: Smith, EL et
al. The unexpected role of acid sphingomyelinase in cell death and the pathophysiology of common
diseases. FASEB J. 2008, Bd. 22, 10:3419 - 31.

Sie gehdrt zu einer Gruppe von Sphingomyelin-spaltenden Enzymen, die nach ihren
pH-Optima in neutrale, alkalische und saure Sphingomyelinasen eingeteilt werden.
Weiter ist eine Unterteilung nach ihren Lokalisationen (Lysosomen oder
Zellmembran) oder ihrer Abhangigkeiten von Mg*-lonen moglich. Die saure
Sphingomyelinase ist in Endosomen und Lysosomen lokalisiert und wird auf noch
nicht gesicherte Weise durch diverse Stimuli in das &ufere Blatt der
Plasmamembran transloziert (64) (65) (66) (67).

Das dort produzierte Ceramid interagiert mit sich selbst und den Phospholipiden,
verdrangt dabei andere Lipide und verandert so die Lipidzusammensetzung der
Membrane rafts (68). Die Rafts haben das Bestreben, gréRere Plattformen zu bilden.
Wenn sich die Rafts dabei aufeinander zubewegen, kdnnen sie Membranproteine
,mitreilen* und so zu einer Zusammenfihrung von bestimmten Proteinen, z. B.

Rezeptoren, an einem Ort der Membran fuhren.
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2. Einleitung

Ebenso kdnnen Membranproteine schon Bestandteil der Membrane rafts sein, und

so kommt es ebenfalls zur 6rtlichen Anhaufung von Proteinen.

Die Konzentration bestimmter Moleklle, auch Clustering (deutsch: Anhdufen)
genannt, kann dann einen bestimmten Schwellenwert Uberschreiten und so eine
Signalkaskade auslosen. Dieser Ablauf wurde bei der Aktivierung des
Todesrezeptors Fas (=CD95; Apo-1), CD40, der Abwehr gegen Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, der UV- oder y-Bestrahlung und vielen anderen
Prozessen beschrieben (69) (70) (71) (72) (73) (74) (75).

Proteine, z. B. Rezeptoren GroRere Plattform

Membrane raft

/

DOV

Ceramid

© Boch 2011

Abbildung 5. Ausldsen einer Signalkaskade durch Veranderung der Zellmembran. Die saure
Sphingomyelinase (ASM) wird in die Zellmembran transloziert und spaltet dort Sphingomyelin. Ein
Produkt, das Ceramid, bewirkt eine Interaktion der Membrane rafts, die daraufhin das Bestreben
haben, sich zu gro3eren FlI6Ren zusammenzulagern. Dadurch werden Proteine, wie z. B. Rezeptoren,

an bestimmten Orten konzentriert. Erreichen sie eine Schwelle, wird eine Signalkaskade ausgelost.
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2. Einleitung

2.3.1.2. Proteinkinase B / Akt

Akt / PKB ist eine 57 kDa grof3e Serin-Threonin-Kinase, ihrer Familie gehoren die
Mitglieder Akt-1, Akt-2 und Akt-3 an (auch PKBa, B und y). Die drei Haupteffekte der
PKB / Akt sind Zelliberleben, -proliferation und —wachstum (76).

Da Untergang und Uberleben von Neuronen auch Teil der Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen ist, liegt es nahe, das Enzym PKB / Akt auch aus

dem Blickwinkel der Alzheimer-Krankheit zu untersuchen.

Die Proteinkinase B (PKB) / Akt st zentraler Spieler eines der wichtigsten
Signalwege des Zelliberlebens, dem Phosphatidylinositol-3-Kinase-Weg (PI3K).
Dabei wird die PI3K Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder lber Rezeptor-
Tyosinkinasen aktiviert und in die Zellmembran transloziert. Dort phosphoryliert sie
PIP, zu PIP;. Dieses verankert die PKB / Akt in der Zellmembran, wo sie aktiviert
wird. Sie wirkt dann vielfaltig, z. B. Uber die Forderung des G1-S-Ubergangs im
Zellzyklus, Hemmung von Caspase 9 und BAD, und Transkriptionsregulation von z.
B. NFkB, p53 und Bax in Nervenzellen, usw. (77) (78) (79). Die Proteinkinase B / Akt

begiinstigt also ein Uberleben von Neuronen.

Auf der anderen Seite ist die saure Sphingomyelinase und ihr Produkt Ceramid zu
betrachten, das vor allem mit einem Niedergang von Neuronen in Verbindung
gebracht wird. Ceramid hat die Fahigkeit direkt und indirekt die PKB / Akt zu hemmen
(80) (81).

2.4. Toll-like-Rezeptor-Ligand Pam3CSK4

Als Kontroll-Stimulanz wurde der synthetische TLR-1/2-Ligand Pam3CSK4 gewabhilt.
Bei TLR handelt es sich um so genannte Toll-like-Rezeptoren. Sie sind Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems, welche schadliche Antigene, so genannte
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP), erkennen, binden und dann eine
Immunantwort auslésen. Fur den Toll-like-Rezeptor 2 wurde aufgezeigt, dass er bei
AB-Exposition in Immunzellen eine entzindliche Antwort auslost (82) (83)
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2. Einleitung

2.5. Fragestellung

1. Gelingt es experimentell in der humanen Monozytenzelline THP-1 die Aktivitat der
sauren Sphingomyelinase beziehungsweise der Akt / PKB zu reduzieren, um damit
den Einfluss dieser Enzyme auf eine spatere Stimulation dieser Zellen mit Alzheimer

Amyloid Protein zu studieren?

2. Kann durch Verminderung der Aktivitat der sauren Sphingomyelinase eine
Veranderung in der Ausschittung der Zytokine TNF-a und MCP-1 gemessen
werden, nachdem die Zellen mit Amyloid-B-Peptid oder dem TLR-Liganden

Pam3CSK4 stimuliert wurden?
3. Kann durch Verminderung der Aktivitdt der Akt / Proteinkinase B eine Veranderung

in der Ausschittung der Zytokine TNF-a und MCP-1 gemessen werden, nachdem die
Zellen mit Amyloid-B-Peptid oder dem TLR-Liganden Pam3CSK4 stimuliert wurden?
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3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate

4K15 Tischkiuhlzentrifuge Sigma
Accujet Brand
Axiovert 40 Carl Zeiss
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Eclipse TE2000-U Nikon

HERAfreeze -86C Top Super Insulation
Freezers

Thermo Scientific

inoLab WTW

KERN ABS 120-4 Kern

KERN EW Kern

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer | Bio-Rad

Cell

Mini-Protean 3 Cell Bio-Rad
Monotherm Variomag
Nanodrop 2000 Thermo Scientific
NU-2700 CO, Incubator NuAire
PowerPac 200 Bio-Rad
PTC200 Thermo Cycler MJ Research
Purelab Ultra Elga

Rocky 3D

Frobel Labor Technik

Rotator Drive STR4

Stuart Scientific

Sunrise microplate reader for ELISA
assays

Tecan

Tecan Safire Multi-mode Fluorescence,
FI, TRF, FRET and Absorbance

MTX Lab Systems

Thermo Block TDB 120

Biosan

3.1.2. Chemikalien, Enzyme, Kits

100 bp DNA Ladder

New England Biolabs

AK goat anti rabbit HRP

Promega

AK rabbit anti AKT1

Cell signaling
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3. Material und Methoden

Akt Antibody #9272

Cell signaling

Albumin from bovine serum (BSA)

Sigma-Aldrich

Ampicillin Natriumsalz

MP Biomedicals

Amplex® Red Sphingomyelinase Assay

Kit Invitrogen
Anti-actin, clone C4 Millipore
Antibiotic-Antimycotic (liquid) Invitrogen

ASM Antibody #3687

Cell signaling

Ap42 Genichio (Hongkong)
BamHI Fermentas
Balll Fermentas
Block-iT Pol Il miR RNAI Expression ,
Invitrogen

Vector Kit

BSA (100x)

New England Biolabs

Chloroform (reinst)

Apotheke des Universitatsklinikum des
Saarlandes

ColorPlus Prestained Protein Marker,
Broad Range

New England Biolabs

Complete protein inhibitor cocktalil Roche
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich
EDTA Serva
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen

FCS Pan Biotech
Glycin Sigma-Aldrich
Hepes Sigma

Human MCP-1 ELISA Set

BD Biosciences

Human TNF ELISA Set

BD Biosciences

Hygromycin B Pan Biotech

Lipofectamine 2000 Invitrogen

MqgCl Fluka

Milchpulver Roth

NasVO, Sigma

NaCl Apotheke des Universitatsklinikums
Homburg

NaF Merck
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3. Material und Methoden

NEBuffer 3 New England Biolabs
OptiMEM | Reduced Serum Medium Fisher
Pam3CSK4 Invivogen
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich
QIAprep Spin Miniprep Kit Quiagen
Rotiphoresegel 30 Roth

RPMI 1640 Medium (1X), liquid Invitrogen
RQ1 DNAse Buffer 10 x Promega
RQ1 RNase-Free DNase Promega
RQ1 Stop-Ldsung Promega
SDS-Puffer Sigma-Aldrich
Tris-Puffer Sigma-Aldrich
Trizol Reagent Invitrogen
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich
3.1.3. Gebrauchsmaterialien

48-well Multiwell Plate BD Falcon
Cryo 1°C Freezing Container Nalgene

Cryo Pure Sarstedt
Elisa plate 96 well flat-bottom, Microtest, BD Falcon

clear

Hyperfilm ECI

GE Healthcare

Hyperfiim ECL

GE Healthcare Life Sciences

Neubauer-Zahlkammer Brand
Parafilm “M” Pechiney
THP-1 Zellen DSMZ

Whatman® Tranfermembran; Protran BA
83

Hartenstein

Zellkultur-Schalen 100 x 20 mm Sarstedt
Zentrifugenrohre 15 ml Sarstedt
Zentrifugenrohre 50 ml Sarstedt
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3. Material und Methoden

3.2. Methoden

3.2.1. RNA-Interferenz (RNAI)

Mit der Methode der RNA-Interferenz (RNAi) wurde auf posttranskriptioneller Ebene
die Produktion der sauren Sphingomyelinase vermindert. Dazu wurde in die Zielzelle
ein Plasmid transfiziert, welches unter anderem ein ca. 68 Basenpaare langes
Oligonukleotid enthielt, was neben einer Haarnadelstruktur-Sequenz sowohl die
Sequenz der sauren Sphingomyelinase / Aktl als auch die dazu komplementare
Basenreihenfolge enthadlt. Wurde es in der Zelle transkribiert, lagerten sich die
komplementaren Basenpaare aneinander und bildeten so eine Doppelstrang-RNA
mit Haarnadelstruktur aus. Dieses als pre-miRNA bezeichnete Produkt wurde von
Ribonukleinasen in ca. 22 Basenpaare lange Einzelstrang-miRNAs geschnitten und
im RIS-Komplex (RISC — RNA inducing silencing complex) aufgenommen. Dieser
RISC band die Saure-Sphingomelinase-mRNA / Akt-mRNA und degenerierte sie. Die

Proteinexpression war somit vermindert.
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3. Material und Methoden

/ Enthélt ASM- und komplementare Sequenz
@

Wird in Zelle transkribiert

y
pre-miRNA

bildet Haarnadelstruktur aus

Verschiedene Nukleasen spalten

| miRNA I

Aufnahme in RIS-Komplex

% covecrs mRMNA der ASM

S

RISC spaltet mRNA l
cooets — Abbau der mRNA-Fragmente
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Abbildung 6. RNA-
Interferenz. Die auf dem
Plasmid codierte ASM- / Aktl-
, als auch komplementéare
Sequenz wird intrazellular
transkribiert und bildet eine
Haarnadelstruktur aus.
Verschiedene Nukleasen
schneiden die pre-miRNA in
miRNA. Die zur Sequenz der
ASM / Aktl komplementére
miRNA wird von RIS-Komplex
aufgenommen und  bindet
ASM-Messenger-RNA,  bzw.
Aktl-mRNA, welche sich auf
dem Weg zu den Ribosomen
befindet. Im RISC enthaltene
Nukleasen schneiden die
mRNA in  Sticke, die
daraufhin  von der Zelle
abgebaut werden. Das Aktl- /
ASM-Gen wird so funktionell

ruhiggestellt (Gene-silencing).
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3. Material und Methoden

3.2.2. Plasmidvektor

Dr. Wenlin Hao stellte Vektoren (pcDNA™6.2-GW/EmGFP/miR Validated miRNA
Vector) zur Verfugung, in die Doppelstrangoligomere kloniert waren, welche die
Basensequenzen der pre-miRNA der Akt / Proteinkinase B und der sauren
Sphingomyelinase enthielten. Ein dritter Vektor enthielt eine Basensequenz, die

weder ASM noch Aktl supprimierte, er diente als Kontroll-Vektor.

5" miR flanki re-miR | 3' miR flanki
e region < ol;m region =

pcDNA™6.2-GW/ pcDNA™6.2-GW/
EmGFP-miR EmGFP-miR-neg

Validated Vector control plasmid

5699 bp 5759 bp

Abbildung 7: Invitrogen, BLOCK-iT™ Pol Il miR Validated miRNA Vector DuoPaks, 2005

3.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Mit Agarosegelen konnen Nukleinsduren entsprechend ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Je grolBer das Molekulargewicht der Nukleinsduren ist, desto
langsamer konnen sie entlang eines an das Agarosegel angelegten elektrischen
Feldes wandern. Zur Herstellung wurden 500 mg Agarosepulver mit 25 ml TBE und
25 ml dH,O 3 Minuten bei 400 Watt erhitzt und mit 50 pl Ethidiumbromid (500
ug / ml) vermischt. Die Mischung wurde in eine Gelkammer gegossen, nach 20

Minuten war das Gel erhartet und konnte genutzt werden.
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3. Material und Methoden

3.2.4. Insertionskontrolle der Plasmidvektoren per Elektrophorese

Master-Mix: 1 pl NEB-Buffer 3 + 1 pl BSA (100x) + 1 yl BamHI (10 U/ pl) + 1 pl Bglll (10 U/ ) + x
Plasmid + y ul ddH,O

Zur Kontrolle, ob die pre-miRNA erfolgreich in die Vektoren kloniert wurde, wurden
jeweils 6 pl Plasmid (Kontroll-Plasmid: 947 pg / ml, ASM-Plasmid: 660 pg / ml und
Aktl-Plasmid: 1586 pg / ml) mit 4 pl Master-Mix vermischt und diese bei 37 °C fiur 2
Stunden  inkubiert. Bei BamHI und Bglll handelte es sich um
Restriktionsendonukleasen, welche die Oligonukleotide aus dem Vektor
herausschnitten. Im Anschluss wurde die Probe mit 2 pl Loading Dye vermischt und
10 pl der Mischung in eine Tasche eines 1%igen Agarose-Gels pipettiert.

Das Gel wurde in eine mit Puffer geflllte Elektrophoresekammer gelegt und fur 30
Minuten eine Spannung von 120 Volt angelegt. Mit UV-Licht angeregt wurden die

Banden sichtbar.

3.2.5. Transfektion in THP-1-Zellen

In eine 24-well-Mikrotiterplatte wurden pro Loch 500.000 THP-1-Wildtyp-Zellen in
500 pl sterilem OptiMEM + 10 % FCS gegeben. Im Anschluss wurden jeweils 1 ug
Plasmid-DNA (ASM-k. d., Aktl-k. d. und Kontroll-k. d. [k. d. = knock down]) in 50 pl
OptiMEM vermischt. 170 pl OptiMEM wurde mit 10 pl Lipofectamine 2000 fur 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann mit der gelsten Plasmid-DNA auf
ein Zielvolumen von 100 pl vermischt. Nach 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden
die Komplexe zu den THP-1-Wildtyp-Zellen gegeben und fir 24 Stunden bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen in frischem RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Anti-
Anti fur 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Zur Etablierung einer stabilen Zellline wurde das
Zellmedium far 4 Wochen alle 3 Tage gewechselt und jeweils 500 pg / ml

Hygromycin B zur Selektion supplementiert.
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3. Material und Methoden

3.2.6. Zellkulturarbeit

Zellkulturmedium: RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % Antibiotic-Antimycotic
Gefriermedium: RPMI 1640 + 10 % FCS + 10 % DMSO

Die THP-1-Zellen wurden in Zellkulturmedium + 250 pg / ml Hygromycin B bei 37°C
und 5 % CO, in 75 cm?-Zellkulturflaschen kultiviert. Alle 2 — 3 Tage wurde der
Flascheninhalt in Zentrifugenrohren abzentrifugiert, das alte Medium abgesaugt und
dann die Zellen mit frischem Medium resuspendiert. Je nach Bedarf wurden die
Zellen gesplittet und weiterkultiviert.

Falls erforderlich, wurde ein Teil der Zellen nach dem Abzentrifugieren in
Gefriermedium resuspendiert, in 2-ml-CryoPure-Gefal3en langsam auf -80 °C

abgekuhlt und dann in flissigem Stickstoff bei -196 °C kryokonserviert.

3.2.7. Fluoreszenzmikroskopie

Mit einem Fluoreszenzmikroskop (Eclipse TE2000-U von Nikon) wurden Wildtype-
und die transfizierten THP-1-Zellen in Zellkulturschalen unter normalem Licht
abfotografiert. Im Anschluss wurde ein Blaufilter verwendet, so dass nur Licht von
509 nm Wellenlange detektiert werden konnte, welches vom Emerald Green

Fluorescent Protein emittiert wurde. Transfizierte Zellen erschienen grinfarben.

3.2.8. Zelllysate

Lysepuffer: 20 mM Hepes (pH 7,4) + 150 mM NaCl + 1,5 mM MgCl, + 2 mM EDTA+ 2 mM DTT + 1 %
Triton X-100 + 1 mM PMSF + 1 mM NaF + 1 mM NasVO, + Complete protein inhibitor cocktail (Roche)
PBS: 1,37 M NaCl + 27 mM KCI + 0,1 M Na,HPO, + 0,12 M NaH,PO,+ dH,O

5 Millionen Zellen wurden fir 5 Minuten mit 500 g zentrifugiert, der Uberstand
verworfen. Nach Resuspension mit 1 ml kaltem PBS wurde erneut 5 Minuten mit
500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch 100 pl Lysepuffer (pH 7,4) ersetzt
und 10 Minuten in Eis gelegt. Im Anschluss wurde 10 Minuten mit 16.100 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -20 °C eingefroren oder direkt fiir Versuche

genutzt.
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3.2.9. Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR)

Die quantitative RT-PCR (RT = real-time; deutsch: Echtzeit-PCR) dient der
Erzeugung fluoreszierender PCR-Produkte, welche gemessen werden kénnen. Eine
steigende Produktmenge bedeutet steigende Fluoreszenz und umgekehrt. Somit

kann direkt auf die vorherrschende Menge RNA riickgeschlossen werden.

Zur RNA-Isolation wurden 5 Millionen Zellen fir 3 Minuten bei 500 g zentrifugiert, der
Uberstand durch 1 ml Trizol ersetzt und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten gewartet.
Dann wurde bei 12.000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorf-Gefald tberfihrt. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde das Gefaf}
15 Sekunden per Hand geschittelt, 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
15 Minuten bei 12.000 g zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues Gefald
pipettiert. Die RNA wurde unter Zugabe 500 pl Isopropanol 10 Minuten bei
Raumtemperatur gefallt und 15 Minuten bei 12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde durch 75-prozentiges Ethanol ersetzt und gerittelt. AnschlieBend wurde das
Pellet bei 7.500 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Ethanol wurde bestméglich entfernt
und das offene Gefald fir 5 Minuten Iluftgetrocknet. Das RNA-Pellet wurde
anschlieend in RNAse-freiem Wasser geldst und die RNA-Menge bestimmt.

Im Anschluss wurden mogliche Uberreste von DNA entfernt. Dazu wurden 3 pg der
isolierten RNA mit RNAse-freiem Wasser auf 8 pl Gesamtvolumen in ein PCR-Gefal
gegeben. Jeweils 1 ul DNAse (1 U/ pl) und DNAse-Puffer wurden hinzugegeben und
die Losung fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde 1 pl
Stop-LOsung hinzugegeben und die Probe fir 10 Minuten bei 70 °C erhitzt. Im

Anschluss wurde kurz abzentrifugiert und die Probe auf Eis gestellt.

Zum Erstellen von cDNA wurde den Proben 1 pl Random Primer (250 ng / pl) und 1
pl dNTP-Mix (10 nM) hinzugegeben und nach 5 Minuten bei 65 °C fur 2 Minuten auf
Eis gestellt. Dann wurden 2 pl DTT (0,1 M), 4 pl First strand buffer (5 x) und 1 pl
Superscript Il Reverse Transcriptase hinzugefiigt. Nach 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurde fir 1 Stunde bei 50 °C inkubiert. Die Transkriptase wurde bei
70 °C fir 15 Minuten inaktiviert.
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Die Echtzeit-PCR wurde mit folgendem Mastermix-Ansatz durchgefihrt:

- 0,5 pl Primer forward (10 pM / pl)
- 0,5 pl Primer reverse (10 pM/ pl)
- 8 pl RNAse-freies Wasser

- 10 yl Kapa Sybr Fast Mastermix (Kapa Biosystems)

18,5 pl der Mastermixes wurden mit 1 pl cDNA in einer 96-well-Platte gemischt und
dann nach einer 10-Minttigen 95°C-Phase fur 40 Zyklen jeweils 15 Sekunden 95°C
- 60 Sekunden 60°C - langsames Erhitzen auf 95°C usw. erhitzt.

Primersequenzen (alle 5° 2 39

ASM Primer forward

ASM Primer reverse

GTCTCCGCCTCATCTCTCTC

GCACTTTGTCTCCTCGATCC

Aktl Primer forward

Aktl Primer reverse

CATCCTGGTCCTGTCTTCCT

CTCTCCCTGTCCATGGTGTT

GAPDH Primer forward

GAPDH Primer reverse

GAAGGACTCATGACCACAGT

GTCATCATATTTGGCAGGTT

B-Actin Primer forward

B-Actin Primer reverse

CACTCTTCCAGCCTTCCTTC

TGATCTCCTTCTGCATCCTG
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3.2.10. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgel: bidestH,O + 5 % 30-%-Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlésung + 1,5 M Tris (pH 6,8) + 10
% SDS + 10 % APS + TEMED

Laufgel: bidestH,O + 10 % 30-%-Acrylamid-Bisacrylamid-Stammiésung + 1,5 M Tris (pH 8,8) + 10 %
SDS + 10 % APS + TEMED

Elektrophoresepuffer: dH,O + 0,25 M Tris + 1,92 M Glycin + 0,1 % SDS

Zusammensetzung der Gel-Losung fur 1 Minigel (Gesamtvolumen etwa 9 ml):

Sammelgel (5 %) Laufgel (10 %)
Bisacrylamid 420 pl 2,15 mi
Tris-HCI 940 pl (pH 6,8) 2,5 ml (pH 8,8)
bidestH,O 1,1 ml 1,65 mi
10 % SDS 25 pl 65 p
TEMED 3l 8 pl
10 x APS 25 pl 65 p

Mit der SDS-PAGE kdnnen Proteingemische aufgetrennt und mit Hilfe von Protein-
Leitern die Molekilmassen abgeschatzt werden. Die unterschiedliche Ladungsdichte
der Proteine wird dabei durch das stark negativ geladene Detergenz Natrium-
Dodecylsulfat (SDS) angeglichen. Im Anschluss werden die Proteine mittels eines
elektrischen Feldes durch ein Polyacrylamid-Gel zur Anode hin bewegt. Kleine
Proteine gelangen schneller durch die Poren des Gels und so werden sie ihrer

Masse nach aufgetrennt.

Die SDS-PAGE wurde mit dem ,Mini-PROTEAN 3 Cell®* durchgefuhrt. Die
Glasplatten wurden mit Wasser und 70%igen Ethanol von vorherigen
Elektrophoreseuberresten gesaubert und das System nach Herstellerangaben
zusammengebaut. Nach Einfullen des frisch angesetzten Trenngels wurde
Isopropanol nachgefillt um eine gerade Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel
zu erzeugen. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt

und durch Sammelgel ersetzt.
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3. Material und Methoden

Im Anschluss an dessen Polymerisation wurde die Gelkassette in die Trennkammer
eingebaut, diese mit Elektrophoresepuffer gefullt und dann der beim
Sammelgelgiel3en eingesetzte Kamm fir die Probentaschen entfernt. Die Taschen

wurden mit Elektrophoresepuffer gespiilt.

Zelllysate wurden mit Proteinprobenpuffer gemischt und 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert. DNA-Leiter und die Probengemische wurden in die Probentaschen
gefullt, und bei 50 V das Erreichen des Trenngels abgewartet.

Dann wurde die Spannung auf 100 V erhoht und gewartet, bis die Lauffront das Ende

der Gelkassette erreicht hatte.

3.2.11. Western Blot

TBS: 0,5M Tris + 0,9 % NaCl + dH,0 (auf ~ pH 7.4 titriert )
Blockier-Puffer: TBS + 0,1 % Tween-20 + 10 % w/v Milchpulver
Erstantikérper: TBS + 0,01 % Tween + 5 % BSA; 1:1000 Antikdrper

Zweitantikérper: TBS + 0,01 % Tween + 5 % w/ v Milch; 1:2000 Antikorper
Transferpuffer: SDS-Laufpuffer (dH,O + 0,25 M Tris + 1,92 M Glycin + 0,1 % SDS) + 20 % Methanol
Waschpuffer: TBS + 0.1% Tween-20

Nach einer Gelelektrophorese besteht die Mdoglichkeit, die aufgetrennten
Proteingemische auf eine Membran zu Uubertragen (blotting) und diese mit
spezifischen Antikdrpern zu behandeln. Die zu den Antikdrpern passenden Proteine
konnen so sichtbar gemacht werden und mit Hilfe des Protein-Leiters kann ihre
Molekulmasse abgeschatzt werden. Bei bekannter Masse des Proteins kann so

gezielt nach einzelnen Proteinen in einer Probe gesucht werden.

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel der Kassette entnommen und mit einer
Nitrocellulose-Transfermembran (Porengréf3e 0,2 pum) nach Herstellerangaben in das
»Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell®“-System eingebaut. Nach Einflllen

von Transferpuffer wurde fur eine Stunde bei 250 mA Ubertragen.
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3. Material und Methoden

Im Anschluss wurden unspezifische Proteinbindungsstellen bei Raumtemperatur far
eine Stunde blockiert, mit Waschpuffer drei mal 10 Minuten gewaschen und im
Anschluss die Membran bei 4 °C Uber Nacht mit Erstantikorper (Akt- und ASM-
Antikorper, Cell signaling) behandelt. Am Folgetag wurde wieder drei mal 10 Minuten
gewaschen und bei Raumtemperatur fur eine Stunde in Meerrettichperoxidase-
markiertem Zweitantikorper inkubiert. Nach erneutem 3 x 10-minitigem Waschschritt
wurde ,Western lightning —ECL®"“ auf die Membran gegeben. In der Dunkelkammer

wurde auf die Membran eine Filmfolie gelegt und diese im Anschluss entwickelt.

Als Kontrollprotein (Housekeeping-Gene) diente Actin. Hierfir wurde die Membran
nach der Filmauflage fir 15 Minuten in PBS gewaschen. Danach wurde das Protokoll

ab dem Erstantikorper (diesmal Antikdrper gegen Actin) erneut durchgefuhrt.

Um etwaige Unterschiede der Banden zu quantifizieren wurden mit dem
Computerprogramm ImageJ® die Grauwerte der zuvor eingescannten Filmefolien
ermittelt.

Da sowohl beim ASM- als auch beim Akt-Antikdrper zwei Banden sichtbar wurden,
wurden die Akt- / ASM-Farbwerte einer Spur (Lane) addiert und in Relation zur Actin-
Bande der gleichen Spur gesetzt. Auf die Kontroll-k.d.-Farbwerte normiert war so ein
eine ungefdhre Aussage Uber die Farbreduktion moglich. Es wurde davon
ausgegangen, dass die prozentuale Farbreduktion ungeféahr der prozentual

verminderten Proteinexpression entspricht.

3.2.12. Sphingomyelinase-Aktivitatstest

Mit dem Amplex® Red Sphingomyelinase Assay Kit von Invitrogen besteht die
Maoglichkeit die Aktivitat der ASM zu messen. Entsprechend der Aktivitat der ASM
wird  Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholine abgebaut. Wird
Phosphorylcholine hydrolysiert und von der Cholinoxidase verarbeitet entsteht unter
anderem H,O,. Das Amplex Red Reagent (10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin)
reagiert mit dem H,O, in einer 1:1-Stochiometrie und es entsteht Resorufin, welches
stark fluoresziert. So kann man indirekt auf die Aktivitat der sauren

Sphingomyelinase rickschlieZen.
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3. Material und Methoden

Der Versuch wurde jeweils mit dem Zelllysat von 5 Millionen THP-1-Zellen (ASM-k.d.,
Aktl-k.d. und Kontroll-k.d.) gemaf Herstellerangaben durchgefuhrt. Mit dem Tecan
Safire (® MTX Lab Systems) wurde mit einer Wellenlange von 540 nm gemessen.

3.2.13. ELISA

Coating buffer: 0,1 M Natriumkarbonat (pH 9,5)

Assay-Dilutend: PBS + 10 % FCS

Waschpuffer: PBS + 0,05 % Tween-20

Arbeits-Detektor: PBS + Detektions-Antikorper + Sav-Meerrettichperoxidase (1 : 250)
Substrat-Losung: Tetramethylbenzidine (TMB) + Hydrogen Peroxide

Stop Lésung: 1 M H,SO,

Mit dem enzymgekoppelten Immunabsorptionstest (ELISA, Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) besteht die Mdglichkeit, durch eine Farbreaktion Antigene, in diesem
Fall die Zytokine TNF-a und MCP-1, nachzuweisen. Dazu werden antigenspezifische
Antikdrper auf ein Tragermaterial gebracht, das Antigen bindet. Im Anschluss werden
erneut spezifische Antikorper hinzugegeben, an welche ein Enzym gekoppelt ist.
Nach Oxidation des Substrates verandert sich die Farbe der Losung. Das kann man
mit einem Absorptionslesegerat messen. Uber Standardreihen mit bekannten

Antigenkonzentrationen kann die Konzentration errechnet werden.

Zu Beginn wurden in sterile 48-well-Mikrotiterplatten 200.000 THP-1-Zellen mit
500 pl Zellkulturmedium und 10 uM PMA  (Phorbol-12-myristat-13-acetat) pro
Vertiefung pipettiert. Die Platten wurden fur 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert. Dann wurde das alte Medium gegen PMA-freies, frisches Zellmedium
ausgetauscht und bei gleichen Bedingungen weitere 24 Stunden gewartet. Im
Anschluss wurden pro Vertiefung 150 ul Zellkulturmedium pur mit 5 uM AB4, 10 uM
AB4> und 1pg / ml Pam3CSK4, einem TLR-2-Ligand, gegeben und 24 Stunden bei 37
°C und 5 % CO, gewartet. Zudem wurden in 96-well-Mikrotiterplatten 100 ul Coating
buffer mit TNF- und MCP-1-Fanger-AntikOrper pipettiert, versiegelt und ebenfalls fur
24 Stunden bei 4 °C gelagert.
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3. Material und Methoden

Die 96-well-Mikrotiterplatten wurden 5 mal mit Waschpuffer gewaschen, 200 pl
Assay dilutend pro Loch eingefillt und versiegelt fir 1 Stunde gewartet. Die Platten
wurden erneut 5 mal mit Waschpuffer gewaschen und je 50 pl Uberstand von den
48-well-Mikrotiterplatten auf die 96-well-Platten pipettiert. In die Lécher wurde 50 pl
Assay dilutend nachgefillt. Eine Standardreihe von 0 bis 500 pg / ml TNF-a bzw.
MCP-1 wurde ebenfalls auf die Platte pipettiert. Dann wurde versiegelt und beim
MCP-1-Versuch fur 2 Stunden gewartet. Fir TNF-a betrug die Inkubationszeit 24

Stunden.

Nach 7-maligem Waschen mit Waschpuffer wurde in jedes Loch 100 ul
Arbeitsdetektor gefullt und versiegelt erneut fir 1 Stunde gewartet. Im Anschluss
wurde 10 mal gewaschen, 100 pl Substratlosung pro Loch pipettiert und 30 Minuten
im Dunkeln gelagert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 50 pl Stop-LOésung gegeben
und dann innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm und einer WellenlAngenkorrektur von
570 nm mit dem ELISA-Reader gemessen.

3.2.14. Statistik

Die Zahl der Sphingomyelinase-Aktivitatstest belief sich auf sechs. Es wurden neun
RTgPCR-Tests zur Bestimmung der RNA-Menge durchgefihrt. Die Zahl der ELISA-
Versuche belief sich auf zwdlf Proben fur die Messung der TNF-a-Konzentrationen
und 15 Proben fur die Ermittlung der MCP-1-Werte. In den Grafiken
beziehungsweise Texten sind, wenn nicht anders beschrieben, der Mittelwert und die
Standardfehler angegeben. Die Signifikanz wurde jeweils mit dem zweiseitigen
Student-t-Test berechnet. P-Werte Kkleiner finf Prozent wurden als statistisch

signifikant erachtet.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Insertionskontrolle der Plasmidvektoren

Die mit Restriktionsendonukleasen geschnittenen Plasmidvektoren wurden durch ein
2%-Agarosegel laufen gelassen. Das Ergebnis zeigt Abbildung 8. Auf Hohe der 100
— 200 Basenpaare-Bande waren bei allen drei k.d.-Zellen Banden erkennbar. Diese

weisen auf das herausgetrennte Oligopeptid hin.

200 bp Insert

-

s
E—
—
]

100 p Kontroll-kd.  ASM-k.d.  Akt1-k.d.

Abbildung 8. Insertionskontrolle Plasmidvektoren. Agarosegel, linke Bande Quickload® 100 bp
DNA Ladder, daneben Kontroll-k.d., ASM-k.d. und Aktl-k.d. Im Bereich zwischen 200 und 100 bp sind
sowohl bei ASM-, Aktl- als auch Kontroll-k.d. Banden zu sehen. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um das durch die Restriktionsendonukleasen BamHI und BGIIl herausgeschnittene
Oligonukleotid (in Grafik als Insert bezeichnet) mit der enthaltenen miRNA, welches Aufgrund der

GrélRe schneller durch das Gel wanderte als der mehr Basenpaare enthaltende Rest des Plasmids.
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4. Ergebnisse

4.2. Fluoreszenzmikroskopie

Die Plasmidvektoren enthielten die DNA-Sequenz des Emerald Green Fluorescent

Protein (EmGFP). Im Fluoreszenzmikroskop mit Licht einer Wellenlange von 478 nm
angeregt, emittiert dieses GFP grinfarbenes Licht.

Abbildung 9. Fluoreszenzmikroskopie Wildtype-Zellen. Fotos einer THP-1-Zellkultur ohne

Anregung mit einem speziellen Filter (linkes Bild) und bei Anregung mit Licht einer Wellenlénge von
478 nm (rechtes Bild).

Abbildung 10. Fluoreszenzmikroskopie Kontroll-k.d. Fotos einer THP-1-Zellkultur ohne Anregung

mit einem speziellen Filter (linkes Bild) und bei Anregung mit Licht einer Wellenlange von 478 nm
(rechtes Bild).
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4. Ergebnisse
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Abbildung 11. Fluoreszenzmikroskopie ASM-k.d. Fotos einer THP-1-Zellkultur ohne Anregung mit
einem speziellen Filter (linkes Bild) und bei Anregung mit Licht einer Wellenlange von 478 nm
(rechtes Bild).

Abbildung 12. Fluoreszenzmikroskopie Aktl-k.d. Fotos einer THP-1-Zellkultur ohne Anregung mit
einem speziellen Filter (linkes Bild) und bei Anregung mit Licht einer Wellenlange von 478 nm
(rechtes Bild).

Im Gegensatz zu den THP-1-Wildtype-Zellen waren bei Kontroll-k.d., ASM-k.d. und
Aktl-k.d.-Kulturen Zellen sichtbar, welche unter Anregung grunfarbenes Licht
emittierten. Da nur Zellen das EmGFP produzierten, welche die dazugehdrige DNA-
Sequenz mit dem Plasmidvektor aufgenommen hatten, konnte man davon
ausgehen, dass die Zellen erfolgreich transfiziert wurden. Die unterschiedliche
Sichtbarkeit und Anzahl von leuchtenden Zellen auf den Fotos war neben einer
unterschiedlichen Zellzahl auch auf verschiedene Kontraste und Helligkeiten

zuriickzufihren.
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4. Ergebnisse

4.3. RT-qPCR

Die quantitative Echtzeit-PCR zeigte eine durchschnittiche mRNA-Menge der sauren
Sphingomyelinase bei den ASM-k.d.-Zellen von 31 % + 3, was einer
hochsignifikanten Reduktion der ASM-mRNA im Vergleich zu den Kontroll-k.d.-Zellen
entsprach (p < 0,01). Bemerkenswert war auch die signifikante Reduktion der ASM-
MRNA bei den Aktl-k.d.-Zellen auf 43,0 % + 9 (p < 0,05).

1,6 -
m ASM-Expression
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 A

0,6 -

**

Relative Expression

0,4 -

0,2 -

0 -
Kontroll-k.d. ASM-k.d. Aktl-k.d.

Abbildung 13. RT-gPCR-Ergebnis ASM-Expression. Die auf die Kontroll-k.d.-Zellen normierte
Expression der ASM bei den ASM-k.d.-Zellen war auf 31 % reduziert (+ 3; p <0,001), die der Aktl-
k.d.-Zellen auf 43 % (+ 9; p <0,05).

Das RT-gPCR-Ergebnis bei der mRNA der Proteinkinase B / Akt zeigte ebenfalls
eine signifikante Reduktion bei den Aktl-k.d.-Zellen. Die Expression war auf 50 % +
14 (p < 0,05) im Vergleich zur Kontroll-k.d.-Gruppe reduziert. Die Aktl-Expression
der ASM-k.d.-Zellen war dagegen um ca. 18 % + 13 uUber der Expression der

Kontroll-k.d.-Zellen. Dieses Ergebnis war nicht signifikant.
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Abbildung 14. RT-gPCR-Ergebnis Aktl-Expression. Die Expression der Proteinkinase B / Akt bei
den ASM-k.d.-Zellen war auf 118 % erhoht (= 13, n. s.), die der Aktl-k.d.-Zellen auf 50 % reduziert (+
14; p < 0,05).
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4. Ergebnisse

4.4. Western Blot

Der Western Blot mit AntikGrpern gegen die saure Sphingomyelinase zeigte Banden
zirka auf Hohe der 70 kDa und knapp unterhalb von 60 kDa. Dies stimmte ungefahr
mit den Herstellerangaben des Antikorpers Uberein, welche die ASM mit 70 und 57

kDa angaben.

ASM —

ASM
Kontroll- ASM- Akt1-
k.d. k.d. k.d.

Abbildung 15. Western Blot mit ASM-Antikérper. Exemplarische Darstellung eines Western-Blot-
Ergebnisses mit Antikdrpern gegen die saure Sphingomyelinase bei n = 3 unabhéngig von einander

durchgefiihrten Tests.

Die Farbsattigung reduzierte sich im Vergleich zu den Kontroll-k.d.-Zellen bei den
ASM k.d. Zellen auf 41 % + 4 (p < 0,01) und bei den Aktl-k.d.-Zellen auf 15 % + 1 (p
< 0,001).
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Abbildung 16. Quantifizierung der ASM-Western Blot Farbwerte. Die ASM-Expression war bei den
ASM-k.d.-Zellen auf 41 % £ 4 (p < 0,01) und bei den Aktl-k.d.-Zellen auf 15 % + 1 (p < 0,001) im
Vergleich zu den Kontroll-k.d.-Zellen reduziert. Signifikante Reduktion im Vergleich zur Kontroll-k.d.-
Gruppe mit * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001.

Bei der Proteinkinase B/ Akt waren auf den Filmen jeweils zwei Banden ungefahr auf
Hohe der 60 kDa-Linie zu erkennen. Hierbei handelte es sich vermutlich um die Akt-

1, 2 und 3. Auch dies stimmte mit den Herstellerangaben von 60 kDa lberein.

Akt SR m—
Kontroll- ASM- Akt1-
k.d. k.d. k.d.

Abbildung 17. Western Blot mit Akt-Antikérper. Exemplarische Darstellung eines Western-Blot-
Ergebnisses mit Antikbrpern gegen die Proteinkinase B / Akt bei n = 3 unabhéngig von einander

durchgefiihrten Tests.

Die Farbsattigung reduzierte sich im Vergleich zu den Kontroll-k.d.-Zellen bei den
Aktl- k.d. Zellen auf 54 % * 2 (p < 0,001) und bei den ASM-k.d.-Zellen auf 60 % + 3

(p <0,01).
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4. Ergebnisse

1.2 Akt-1-Antikdrper

k)%

Akt-1 / Actin

Kontroll-k.d. Aktl-k.d. ASM-k.d.
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Abbildung 18. Quantifizierung der Akt-1-Western Blot Farbwerte. Die Akt-1-Expression war bei
den Akt-1-k.d.-Zellen auf 54 % + 2 (p < 0,001) und bei den ASM-k.d.-Zellen auf 60 % + 3 (p < 0,01) im
Vergleich zu den Kontroll-k.d.-Zellen reduziert. Signifikante Reduktion im Vergleich zur Kontroll-k.d.-

Gruppe mit * = p< 0,05, *=p < 0,01, ***=p < 0,001.

39



4. Ergebnisse

4.5. Sphingomeylinase-Aktivitatstest

Der Assay mit dem Amplex Red Sphingomyelinase Kit zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen k.d.-Zellen auf. Zumindest bei den ASM-
k.d.-Zellen wurde eine Verringerung der ASM-Aktivitat vermutet. Diese konnte mit

diesem Verfahren jedoch nicht bestatigt werden.

800 -

- 700 -

5 600 -

N 500 -

o 400 -

N

2 300 -

5 200 -

>

T 100 -
O .

Q QO Q QO QO <
% 0% % 0% o L% Lo L% L% L of LY O
NN AN N AN NN AN N N N RN
S L L L & & L O ¥
S T T T T T &S & & & & .
S N N v s N N Vs N N Vv
N O SR < SN > e O IS S
SR\ I O IS AN
P EE YT FEFEFE PO LR

Abbildung 19. Aktivitat der Sphingomyelinase nach Zelllysatbehandlung mit dem Amplex Red
Sphingomyelinase Kit. Zu sehen ist die Sphingomyelinase-Aktivitat im Zelllysat der verschiedenen
k.d.-Zellen. Zwischen den Zellen sind bei gleichen Zellzahlen keine signifikanten Abweichungen zu

erkennen.

4.6. ELISA

Sowohl beim TNF-a-, als auch beim MCP-1-ELISA wurden die Zellen im Vorfeld mit
5 uM oder 10puM A4, stimuliert. Pam3CSK4 diente als Positivkontrolle, Zellmedium
ohne Zusatz als Negativkontrolle. Als Bezugspunkt wurden jeweils die Kontroll-k.d.-
Zellen gewahlt, die nur mit Zellmedium behandelt wurden. Da die Stimulation mit
Pam3CSK4 zu sehr hohen Zytokin-Freisetzungen fuhrte, wurden sie in den Grafiken
separat dargestellt. Es reichen also geringere Mengen Pam3CSK4 aus, um eine

merkbare Zytokinausschittung zu erreichen.
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4. Ergebnisse

4.6.1. TNF-a

Die TNF-a-Messungen ergaben bei AB-Stimulation absolute Mittelwerte im niedrigen
zweistelligen Pikogramm-Bereich. Eine Stimulation mit AR zeigte bei den ASM-k.d.-
Zellen keine signifikanten Veradnderungen, wenn auch ein Trend in Richtung
verstarkter TNF-Freisetzung zu erkennen war. Ein gegensatzlicher Trend in Richtung
verminderter TNF-Ausstol3 war zudem bei den Kontroll-k.d.-Zellen mit steigender AB-

Konzentration zu messen, welcher im Bereich von 10 uM AB hoch signifikant war.

Eine Supprimierung von Aktl erhdhte, mit einer Ausnahme, den TNF-a-Ausstof3
signifikant, bemerkenswerter Weise auch in der mit AB-freiem Medium behandelten

Kontrollgruppe.

Wurden die Zellen mit Pam3CSK4 behandelt, so erhdhten alle transfizierten Zellen
ihren TNF-a-Ausstol3 hochst signifikant.
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Abbildung 20. Absolute TNF-a-Ausschittung. Links unter Behandlung ohne AB.,, daneben mit
5 uM und 10 pM AB,,. Rechts aus Ubersichtsgriinden die Behandlung mit dem Kontroll-Stimulanz
Pam3CSK4. Signifikante Veranderung im Vergleich zur Medium-behandelten Kontrollgruppe

mit * = p < 0,05, ** =p < 0,01, ***=p< 0,001
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4.6.2. MCP-1

Die Suppression der sauren Sphingomyelinase hatte eine hdchst signifikante
Reduktion der MCP-1-Freisetzung zur Folge. Dies war auch bei der Behandlung mit
Pam3CSK4 so, welches bei den anderen Versuchen zu einer sehr hohen

Zytokinfreisetzungen flhrte.

Die Aktl-k.d.-Zellen zeigten unter Medium und 5 puM AB-L6sung hoch signifikant
reduzierte Werte, welche unter Pam3CSK4 jedoch gegensatzlich hdchst signifikant

erhoht waren.

Die Kontroll-k.d.-Zellen zeigten mit einer Ausnahme unter AB als auch Pam3CSK4
hoch bis hdchst signifikante Erhéhungen ihres MCP-Ausstol3es.

70 1 mKontroll-k.d. 2500 4 "Honvolicd
2250 | WASM-kd. ¥
60 | @ASM-k.d. 2000 | @Akt1-k.d.
=5 | 4 Aktl-k.d. Z 1750 -
o & 1500 -
< 40 = 1250
;’ ; 750
2 20 & 5004
250 A ok
10 o mm
0 . 1 pg/ mi
Medium 5 uM AB42 10 uM Ap42 Pam3CSK4

Abbildung 21. Absolute MCP-1-Ausschuittung. Links unter Behandlung ohne AR,,, daneben mit 5
UM und 10 uM AB.,. Rechts aus Ubersichtsgriinden die Behandlung mit dem Kontroll-Stimulanz
Pam3CSK4. Signifikante Reduktion im Vergleich zur Medium-behandelten Kontrollgruppe mit* = p <
0,05, **=p < 0,01, **=p < 0,001
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5. Diskussion

5.1. Fragestellung Nr. 1

Gelingt es experimentell in der humanen Monozytenzellline THP-1 die Aktivitat der
sauren Sphingomyelinase beziehungsweise der Akt / PKB zu reduzieren, um damit
den Einfluss dieser Enzyme auf eine spatere Stimulation dieser Zellen mit Alzheimer
Amyloid Protein zu studieren?

Zellen und Kontrollstimulanz

Der erste Teil der Arbeit beschéaftigte sich mit der Aktivitats-Supprimierung der
sauren Sphingomyelinase in der humanen Monozyten-Zelline THP-1. Parallel liefen
die Versuche mit Zellen reduzierter Aktl-Aktivitdt, da deren Signalwege sich
beeinflussen und Uber die Aktl im Bezug auf die Alzheimer-Krankheit wenig bekannt
ist. THP-1-Zellen dienten in dieser Arbeit als bewahrtes Modell menschlicher
priméarer Mikroglia und ihrer AB-induzierten entzindlichen Antwort (84) (85) (86) (82)
(87).

Als Kontroll-Stimulanz wurde der TLR-1/2-Ligand Pam3CSK4 gewahlt. Wenn sowohl
Amyloid-B-Protein als auch Pam3CSK4 an Toll-like-Rezeptor 2 binden, so hatte man
bei den Ergebnissen der ELISA-Tests ahnliche Tendenzen sehen muissen. Dass

dem so war, sah man in der Freisetzung sowohl von TNF-a als auch von MCP-1.

So zeigten bei TNF-a die Kontroll-k.d.-Zellen im Vergleich zur Medium-behandelten
Kontrollgruppe eine Reduktion des Proteinausstof3es, bei ASM-k.d. und Aktl-k.d.
eine Erhdhung. Dieses Ergebnis ergab sich sowohl bei der Behandlung mit AB, als

auch mit Pam3CSK4. Die MCP-1-Ergebnisse waren entsprechend.

Das bedeutet, dass eine Stimulation mit Pam3CSK4 zu einer gleichgerichteten
Zytokinausschuttung fuhrt, wie eine Stimulation mit Alzheimer Amyloid Protein. Die in
die gleiche Richtung weisenden Ergebnisse der Stimulation mit Pam3CSK4 und die
in 2.4. ztierte Literaturen lieBen also darauf schlieRen, dass Pam3CSK4 eine

geeignete Kontrollsubstanz war.
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Reduktion der ASM- bzw. Akt1-Expression

Um die Expression der sauren Sphingomyelinase und des Aktl-Proteins zu
supprimieren wurde in THP-1-Wildtyp-Zellen die in der Einleitung beschriebenen
Plasmidvektoren eingebracht und eine stabile Zelllinie etabliert. Um eine erfolgreiche
Transfektion zu Uberprifen wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
begutachtet. Die Plasmidvektoren enthielten die DNA des EmGFP (Emerald Green
Fluorescent Protein). Wenn man die Zellen mit Licht einer Wellenlange von 478 nm
anregte, so leuchteten nur grinfarbene Zellen auf, welche das Plasmid in sich
aufgenommen haben. Da sowohl bei den Kontroll-k.d.-, Aktl-k.d. als auch bei den
ASM-k.d.-Zellen unter Anregung einige Zellen grinfarben aufleuchteten, konnte man
davon ausgehen, dass diese die Plasmidvektoren aufgenommen hatten. Das diente
lediglich der groben Orientierung, ob tUberhaupt Plasmide aufgenommen wurden. Es
mussten auch noch quantitative Aussagen getroffen werden, wie stark die saure
Sphingomyelinase bzw. Aktl / PKB supprimiert wurden.

Semiquantitativ geschah dies mit Hilfe des Western Blots. Dieser zeigte sowohl unter
Aufsicht mit bloBem Auge als auch unter Zuhilfenahme eines Computerprogramms
zum Ermitteln der Sattigungswerte eine Reduktion der vermeintlichen Akt- bzw.
ASM-Farbbanden der entwickelten Blot-Ergebnisse. Vermeintlich, da der genutzte
Akt-Antikbrper gegen Akt 1 — 3 gerichtet war. Welche der gezeigten Banden letztlich
die Aktl darstellt ist unklar, sicher konnte man nur sagen, dass auf der Hohe von ca.
60 kDa zwei Banden sichtbar waren. Da der Antikorper relativ spezifisch ist und die
Masse der Akt in diesen Bereich fallt, konnte man annehmen, dass es sich bei den
gezeigten Banden um die Akt handelt. Die Reduktion der Sattigungswerte um ca. 40
— 50 % lie3 auf eine Reduktion der Akt-Menge schlieRen, was einer Reduktion der

Akt-Expression gleichzusetzen ist.

Mit Hilfe der RT-gPCR zeigte sich eine Aktl-Expression der Aktl-k.d.-Zellen von
50 %. Die sowohl optisch sichtbare Reduktion im Western Blot in Kombination mit
dem RT-gPCR-Ergebnis sicherten die Vermutungen aufgrund der
Fluoreszenzmikroskopie und zeigten eine erfolgreiche Suppression der Aktl-Aktivitat

auf.
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Die RT-gPCR fur die ASM-Aktivitdt erbrachte bei den ASM-k.d.-Zellen eine
Restaktivitdt von ca. 31 %. Neben der Reduktion der Farbsattigung beim Western
Blot auf ca. 41 % stand mit dem Amplex® Red Sphingomyelinase-Assay eine andere
Methode der Aktivitdtstiberprifung zur Verfigung. Dieser konnte jedoch keine
Unterschiede zwischen den k.d.-Zellen aufzeigen. Die Ursache hierfir war unklar.
Angenommen werden konnte ja eine ASM-Suppression bei den ASM-k.d.-Zellen.

Der Test wurde streng nach Herstellerangaben und mehrfach durchgefiihrt, das
Ergebnis war stets gleich. Bei allen Zellen wurde ein Signal gemessen, welches sich
mit steigender Zellzahl erhthte. Der Test mal3 also eine ASM-Aktivitat. Eine
Veranderung beim Sphingomyelinase-Test wéare wunschenswert gewesen, die
Kombination aus Fluoreszenzmikroskopie, Western Blot- und RT-qPCR-Ergebnissen
lieBen dennoch relativ sicher eine erfolgreiche Transfektion und Suppression der
ASM-k.d.-Zellen vermuten.

Im ersten Ziel der Arbeit konnte eine erfolgreiche Transfektion der THP-1-Zellen
nachgewiesen werden, die gewischte Suppression konnte bestatigt werden. Es ist
demnach mdglich, in diesen Zellen die Aktivitat der Enzyme saure Sphingomyelinase

und Proteinkinase B / Akt experimentell mittels RNAI zu vermindern.

5.2. Fragestellung Nr. 2

Kann durch Verminderung der Aktivitit der sauren Sphingomyelinase eine
Veranderung in der Ausschittung der Zytokine TNF-a und MCP-1 gemessen
werden, nachdem die Zellen mit Amyloid-B-Peptid oder dem TLR-Liganden

Pam3CSK4 stimuliert wurden?

Das zweite Ziel der Arbeit war herauszufinden, wie sich die Zytokinausschittung in
den transfizierten THP-1-Zellen verhalt, wenn diese mit Amyloid-pf bzw. Pam3CSK4

in Kontakt kamen.
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TNF-a

In diversen Studien wurden in Blutserum, Liquor oder Primérzellen von Alzheimer-
Patienten erhdhte TNF-a-Werte gemessen (32) (88). So wurde fur diese Arbeit
erwartet, dass nach Stimulation mit Amyloid-B oder Pam3CSK4 erhthte TNF-a-
Konzentrationen gemessen werden, und eine Suppression der sauren
Sphingomyelinase oder Aktl eventuell eine Veranderung der Ausschittung
aufzeigen. Mittels ELISA konnten keine signifikanten Unterschiede in der TNF-a-
Freisetzung gemessen werden, die Werte bewegten sich im niedrigen zweistelligen

Pikogramm-Bereich.

Die unter AB-Stimulation niedrigen TNF-a-Werte lassen sich mit den Ergebnissen
anderer Studien vereinbaren, welche ebenfalls mit THP-1-Zellen arbeiteten. Zwar
wichen deren Amyloid-B-Konzentrationen von denen dieser Arbeit ab, und einmal
wurden andere Amyloid-B-Formen  genutzt; bei gleicher Expositionsdauer (24
Stunden) und ohne Kostimulation mit anderen Substanzen wurden trotzdem &hnlich
niedrige Werte gemessen (84) (89). Das Ergebnis dieser Studien ist vermutlich auf
die hier genutzten AB-Arten und Konzentrationen zu tbertragen.

Die Stimulation mit Pam3CSK4 dagegen erbrachte hochst signifikante
Verdnderungen im  Sinne  einer  gesteigerten = TNF-a-Freisetzung. Ein
Erklarungsansatz hierfur ist, dass AB4 unter anderem Uber Toll-like-Rezeptoren

(TLR) eine Zytokinausschittung induziert.

Udan zeigte passend hierzu in einer Studie auf, dass AR, sowohl tber TLR-2 als
auch TLR-4 wirkt. In ihr diente Pam3CSK als alleiniger TLR-2-Ligand, und
Lipopolysaccharid als alleiniger TLR-4-Ligand (82).

In einer weiteren Studie wurde eine erhthte TNF-a-Ausschittung festgestellt, wenn
in ASM-defizienten Primarzellen / in vivo Lipopolysaccharid, also der TLR-4-Ligand,

genutzt wurde (90).

In dieser Arbeit wurde ebenfalls die ASM-Aktivitdt eingeschrankt und diesmal mit
Pam3CSK4 stimuliert, das heil3t Uber TLR-2 stimuliert. Dass sich die TNF-a-Werte

ebenfalls erhohten ist im Hinblick auf Udans Studie schlissig.
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Warum sich allerdings keine Veranderung der TNF-Ausschittung unter Amyloid-B-

Stimulation, sprich einer Stimulation von TLR-2 und TLR-4, ergab, ist unklar.

Ein Grund konnte die Zeit sein (24 Stunden), welche die Zellen dem Amyloid-
ausgesetzt waren. So war in anderen Studien unter &hnlichen Bedingungen die TNF-
Freisetzung im Zeitverlauf unterschiedlich (89) (91). Es kdnnte sich also nur um eine
Momentaufnahme handeln und zu friheren / spateren Zeitpunkten eine erhdhte

TNF-Abgabe messbar sein.

Man kann also sagen, dass THP-1-Zellen nach 24-stindiger AB4»-Stimulation keine
Veranderung lhrer TNF-a-Ausschuttung aufweisen. Unter Bericksichtigung der
genannten Studien und den eigenen Pam3CSK4-Ergebnissen kann man aber
Rozenovas Uberlegungen teilen, dass die saure Sphingomyelinase bzw. Ceramid die
TNF-Produktion herunterreguliert. Wird sie dagegen gehemmt, kommt es zu einer
gesteigerten TNF-a-Freisetzung.

MCP-1

Die Auswirkungen auf die AB-induzierte MCP-1-Ausschittung waren im Gegensatz
zu den TNF-a-Werten deutlich. Die Suppression der sauren Sphingomyelinase fihrte
zu einer hochsignifikanten Reduktion der MCP-1-Ausschittung, unabhangig davon,
ob mit Amyloid-B stimuliert wurde oder nicht. Selbst die Exposition der
Kontrollstimulanz Pam3CSK4 erbrachte nur Werte im niedrigen Pikogrammbereich,
obwohl Pam3CSK4 in den anderen Versuchen zu sehr hohen Messergebnissen
fuhrte. Bei AB- oder Pam3CSK4-Stimulation der Zellen mit normaler ASM-Aktivitat
waren dagegen erhohte MCP-1-Werte messbar. Es kann also gesagt werden, dass
ohne die saure Sphingomyelinase keine nennenswerte MCP-1-Ausschittung durch

THP-1-Zellen gegeben ist.
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5.3. Fragestellung Nr. 3

Kann durch Verminderung der Aktivitat der Akt / Proteinkinase B eine Veranderung in
der Ausschittung der Zytokine TNF-a und MCP-1 gemessen werden, nachdem die
Zellen mit Amyloid-gB-Peptid oder dem TLR-Liganden Pam3CSK4 stimuliert wurden?

TNF-a

Bei Hemmung der Aktl ist erkennbar, dass die TNF-a-Abgabe stets hoher ist als die
der Kontroll-k.d.-Zellen. Dies gilt auch fur die nur mit Medium behandelten Aktl-k.d.-
Zellen. Eine Hemmung von Aktl fuhrt also zu einer verstarkten TNF-a-Freisetzung.
Eine normal funktionierende Aktl wirde also, wie die saure Sphingomyelinase auch,
herunterregulierend auf die TNF-Produktion wirken. Bedenkt man, dass die saure
Sphingomyelinase eher fir den Zelluntergang und Aktl eher fur Zelliberleben- und
proliferation steht, ist dieses Ergebnis Uberraschend. Man hatte zumindest in

verschiedene Richtungen weisende Ergebnisse erwarten kénnen.

In wie weit es eine Rolle spielte, dass die ASM-Aktivitat der Aktl-k.d.-Zellen ebenfalls
signifikant reduziert war (siehe Abbildung 13), bleibt unklar. Metaboliten des
Ceramidstoffwechsels kénnen die Proteinkinase B / Akt aktivieren. Eventuell ist so im
Umkehrschluss die Reduktion zu erklaren (92) (93). Letztlich ist die Interaktion der
Signalwegmetaboliten aber sehr komplex und muss in anderen Arbeiten noch naher

charakterisiert werden.

MCP-1

Bei Hemmung der Aktl war die MCP-1-Ausschuttung bei den Medium-behandelten
Zellen ebenfalls signifikant reduziert. Unter Stimulation mit ABs, erhdhten sich die
absoluten MCP-1-Werte von diesem Niveau ausgehend. Eine steigende Freisetzung
unter Stimulation konnte auch fur die Kontroll-Zellen beobachtet werden. Sowohl
ohne als auch mit Hemmung der Aktl kommt es also unter Stimulation zu steigenden
MCP-1-Werten. Bei der Kontrollstimulation mit Pam3CSK4 war sogar eine fast 43-

fach gesteigerte MCP-1-Menge bei den Aktl-k.d.-Zellen messbar.
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Ist die Ausschittung im Vergleich zu den Kontrollzellen unter AR-Stimulation
niedriger als bei den Kontrollzellen, ist sie bei der Stimulation mit Pam3CSK4 um ein
Vielfaches hoher. Die Interpretation dieses Ergebnisses ist schwer, da
Vergleichssituationen aus anderen Studien fehlen. Klar ist, dass bei Aktl-k.d.-Zellen
die MCP-1-Abgabe verandert ist. Warum sie einmal niedriger als die Kontrollgruppe
ist und einmal héher, ist unklar. Womdglich wird bei der Stimulation mit Pam3CSK4
ein anderer oder zusatzlicher Signalweg eingeschlagen, womdglich erbrachten
hohere AB-Konzentrationen ab einem gewissen Zeitpunkt auch htéhere MCP-1-Werte
als die Kontrollgruppe. Hinzu kommt, wie bei den TNF-a-Werten, die Zeitkomponente
und die Tatsache, dass bei den Ergebnissen der RT-gPCR die Aktivitdt der sauren
Sphingomyelinase in den Aktl-k.d.-Zellen auf 43 % Restaktivitat reduziert war (siehe
Abbildung 13). In wie weit also die Ver&dnderungen durch eine veranderte ASM-

Aktivitdt zustande kamen, ist unklar.

Schon zur Frage, in wie weit Amyloid-B Uberhaupt die Aktl stimuliert (94) oder
supprimiert (95), herrscht in verschiedenen Studien Uneinigkeit. Auch wenn die
Proteinkinase B / Akt einen wichtigen Stellenwert in verschiedenen Signalwegen zu

haben scheint, steht die Forschung auf diesem Gebiet noch am Anfang.

Methodenkritik: Als Stimulationszeitraum wurde eine Zeit von 24 Stunden gewahlt. In
dieser Phase waren die Zellen ABs, oder Pam3CSK4 ausgesetzt. Im Nachhinein
ware eine Zeitreihe winschenswert gewesen, da man nicht weil3, wie sich die
Ausschittung kurz nach Stimulation und nach mehreren Tagen verhalt. Da es sich
bei Alzheimer um eine chronische Erkrankung handelt, ware eine Inkubation tber
einen langeren Zeitraum, zumindest Uber mehrere Tage, interessant gewesen.
Weiter wurden als Entzindungsmarker TNF-a und MCP-1 gewahlt. Im Nachhinein
ware ein breiteres Spektrum an Markern wie z. B. IL-1, IL-6, IFN-y etc.
winschenswert gewesen, um eine bessere Aussage bezuglich etwaiger

Veranderungen bei ASM- oder Aktl-Suppression treffen zu kénnen.
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5.4. Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnen folgende wichtige Erkenntnisse beziglich der
Zytokinausschittung durch ASM und Akt-1 festgehalten werden:

1. Sowohl die saure Sphingomyelinase als auch Akt / PKB scheinen die TNF-a-
Produktion zu reduzieren.

2. Fur die Freisetzung von MCP-1 wird die saure Sphingomyelinase benétigt.

3. Eine Reduktion der Aktl-Aktivitat fihrt in der gleichen Zelle zu einer
signifikanten Reduktion der ASM-Aktivitat. Die Ursache ist unbekannt, eine
Interpretation der Aktl-Werte wird dadurch erschwert.

4. Pam3CSK4 fihrt in Aktl-k.d.-Zellen zu erheblich erhbhten MCP-1-Werten. Bei
Stimulation mit AR finden sich keine Unterschiede. Pam3CSK4 hat also
entweder andere Signalwege, oder aber das Ergebnis ist auf eine zu geringe

AB-Menge zuriickzufthren.

Veranderungen in der Zytokinausschittung in Bezug auf die Alzheimer-Krankheit
sind schwer zu interpretieren, zumal noch nicht einmal die genaue Rolle von
Amyloid-B in der Pathogenese verstanden ist. Ob die gefunden Zeichen der
Neuroinflammation giinstig oder schlecht fir die Progression der Alzheimer Krankheit
sind, ist ebenfalls offen. Eine Deutung verédnderter TNF-a- oder MCP-1-Werte nach
AB-Stimulation ist also unter diesen Gesichtspunkten gegenwartig noch Spekulation.
Als Beispiel kann TNF-a genommen werden, das zwar in Alzheimerpatienten eine
entzindliche Veranderung bewirkt bzw. Hinweis fir diese ist, TNF-a aber je nach
Studie zum Zellsterben fuhrt, die Kommunikation zwischen Nervenzellen regelt, oder
aber sogar Nervenzellen vor dem Untergang schitzt (96). Dass die gleichen
Molekile sowohl Zellprotektion als auch Destruktion bewirken, zeigt, dass die

Regulierung sehr komplex ist und Werte im Kontext gesehen werden mussen.

Um die Rolle von TNF-a und MCP-1 weiter zu charakterisieren sollten die in dieser
Arbeit gewonnen Erkenntnisse noch in Versuchen mit Primarzellen und in vivo
uberprift werden. Im Hinblick auf die sich ver&ndernde Bevolkerungsstruktur und
damit steigende Alzheimer-Fallzahlen ist es wichtig, weiter intensiv an diesem Thema
zu forschen. So koénnen dann irgendwann die genauen Pathomechanismen

verstanden, und wirksam gegen die Alzheimer-Krankheit vorgegangen werden.
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