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Abstract

1 Abstract

Bedeutung der sauren Sphingomyelinase (ASM) in der Funktion der Makropha-
gen: Rolle der Lipid Rafts

Neuroinflammation ist eines der wesentlichen pathophysiologischen Merkmale des
Morbus Alzheimer und ist wahrscheinlich substanziell an den neurodegenerativen
Auswirkungen dieser chronisch progredienten Erkrankung beteiligt. Bei Betroffenen
sind die Spiegel diverser inflammatorischer Mediatoren teilweise in Blut, Liquor und
Gehirngewebe erhoht. Die fiir diese Krankheit charakteristischen fibrilldiren Amyloid-
Ablagerungen stimulieren sowohl eingewanderte als auch originire Mikroglia und
ebenso die direkt verwandten Makrophagen an CD14, TLR2 und TLR4. Indem sie auf
diese Weise eine entziindliche Reaktion hervorrufen, diirften die Ap-Peptide die
Ausbildung eines chronisch-inflammatorischen Milieus im ZNS anregen.

Die entziindliche zelluldre Reaktion auf das Alzheimer-Amyloid wurde anhand von
Makrophagen als etabliertes Modell fiir humane Mikroglia néher charakterisiert. Als
Ansatz fiir eine mogliche Therapie wurde dabei eine Defizienz der ASM in Betracht
gezogen. Dieses Enzym ist sowohl in der Mediation als auch der Amplifikation der
entziindlichen zelluldren Signalwege involviert, indem es die Komposition der Lipid
Rafts in Richtung ceramidreicher Dominen reorganisiert und so ein Clustering rele-
vanter Rezeptoren ermdglicht.

Mittels ELISA konnte an einer transfizierten monozytiren THP-1-Zelllinie bei Sti-
mulation an den o.g. Rezeptoren mittels Pam3CSK4 und LPS als spezifische Liganden
nach ASM-Knockdown eine signifikant erhéhte Ausschiittung von TNF-a sowie eine
signifikant erniedrigte Sekretion von MCP-1 und IL-6 gezeigt werden. Bone Marrow-
Derived Macrophages aus ASM-Maiusen (C57BL6/J-Hintergrund) wiesen bei Anregung
mit Pam3CSK4, LPS und A4, eine signifikant erhdhte Sekretion von sowohl TNF-a
als auch MCP-1 auf. Zudem stieg die Konzentration der untersuchten Mediatoren als
Reaktion auf Kontakt der mononukledren Phagozyten mit dem AD-typischen AB4, bzw.
mit Pam3CSK4 oder LPS als spezifische Liganden jeweils signifikant an. Unabhéngig
von der Richtung, in die sich die Sekretion bei ASM-Defizienz verdnderte, scheint

dieses Enzym relevant am Mechanismus der Pam3CSK4-, LPS- und Af4;-induzierten
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Ausschiittung der betrachteten inflammatorischen Mediatoren aus mononukledren
Phagozyten beteiligt zu sein.

Um den Einfluss der ASM auf die Komposition der Lipid Rafts zu untersuchen, wurden
diese in Form von Detergent-Resistant Membranes aus THP-1-Zellen und Maus-Grof3-
hirnen verschiedener ASM-Genotypen isoliert. Dabei zeigte sich im Western Blot nach
ASM-Defizienz fiir beide Probenarten ein Shift der Lipid Rafts hin zu einer erniedrigten
physikalischen Dichte. Diese diirfte auf eine geringere Ceramidsynthese infolge der
verminderten ASM-Aktivitét zurlickzufiihren sein.

Sowohl eine Anreicherungen von Ceramid als auch eine erhohte ASM-Aktivitit
konnten in den Gehirnen Betroffener bereits in frithen Stadien der AD nachgewiesen
werden. Daher wire nach Reduktion dieser iiberh6hten Enzymaktivitit als mogliche
therapeutische Intervention von einer Normalisierung des Ceramid-Haushaltes und der
nachfolgenden Effekte auf die zellulire Membranstruktur auszugehen. Dies wiirde
wiederum auch der Mediation und Amplifikation der inflammatorischen zelluldren
Signalwege entgegenwirken. Durch das Design von ASM-Modulatoren konnten daher
zukiinftig neue Moglichkeiten in der Therapie des Morbus Alzheimer und anderer

chronisch-inflammatorischer Erkrankungen erschlossen werden.
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Importance of the acid sphingomyelinase (ASM) in the macrophage’s functioning:

role of the lipid rafts

Neuroinflammation is one of the major pathophysiological hallmarks of Alzheimer’s
disease and is suspected to play a crucial role in the neurodegenerative course of this
chronic-progressive disease. Increased levels of inflammatory mediators can be
demonstrated in blood, CSF and brain tissue. The pathognomonic fibrillary amyloid
deposits stimulate resident and recruited microglia as well as the directly related
macrophages via CD14, TLR2 and TLR4. Triggering an immune response by these
means, AB-peptides are likely to induce the formation of a chronic-inflammatory CNS
environment.

Macrophages have been established as a viable model for microglia in this context and
were, therefore, used to characterize the cellular inflammatory reaction. A deficiency of
the ASM was considered as a feasible approach for possible therapeutic intervention.
Said enzyme plays a vital role in the mediation and amplification of inflammatory
signal transduction pathways by alternating the composition of lipid rafts towards
ceramide-rich domains and consequently enabling a clustering of relevant receptors.

A monocytic THP-1 cell line, transfected with an ASM knockdown vector, was
stimulated on the aforementioned receptors with the specific ligands Pam3CSK4 and
LPS. Consecutively, a significant increase in TNF-a release as well as a marked
decrease in MCP-1 and IL-6 secretion could be recorded by the means of ELISA. Bone
marrow-derived macrophages obtained from ASM mice (C57BL6/J-background)
exhibited a significantly enhanced secretion of TNF-a and MCP-1 after stimulation with
Pam3CSK4, LPS or A4,. Furthermore, after exposure of mononuclear phagocytes to
the AD-specific APs2, Pam3CSK4 or LPS a significant rise of the investigated
mediators in response could be demonstrated. Regardless of the tendency in which
ASM deficiency affects the secretion of inflammatory signal transducers, it is safe to
assume that the enzyme plays a prominent part in the mechanism of Pam3CSK4-, LPS-
and AP4r-induced release of the respective inflammatory mediators from mononuclear
phagocytes.

In order to determine the influence of the ASM on the composition of lipid rafts, they
were isolated in the form of detergent-resistant membranes from THP-1 cells and mouse

cerebral hemispheres of various ASM genotypes. In both sorts of samples western blot
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revealed a shift of the lipid rafts towards a decreased physical density in case of ASM
deficiency. This circumstance might be explained by a decline in ceramide synthesis as
a consequence of reduced ASM activity. An accumulation of ceramide as well as an
enhanced ASM activity in AD-brains have already been experimentally verified even in
early stages of the disease. Hence we can proceed to the assumption that reducing this
increased enzyme activity in terms of a possible therapeutic intervention might entail a
normalization of the ceramide homeostasis and its consecutive effects on the cellular
membrane structure. This in turn would also counteract the mediation and amplification
of the respective inflammatory signal transduction pathways. The designing of ASM
modulators could establish new treatment options in the therapy of Alzheimer’s disease

and other pathologies linked to chronic inflammatory states.
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2 Einleitung

Demenzerkrankungen haben in den letzten Jahren mit prominenten Beispielen, vor
allem aber mit ihrer enormen medizinischen, sozialen und 6konomischen Bedeutung
traurige Berlihmtheit erlangt. Darunter ist die Alzheimer-Krankheit die weitaus

haufigste Form [1].

2.1 Alzheimer-Krankheit

1906 berichtete Alois Alzheimer (1864—1915) {iber einen neuartigen Krankheitsfall, der
sich mit zunehmender Gedéchtnisschwiche, verminderten kognitiven Féhigkeiten und
Halluzinationen présentierte [2]. Diese langsame, aber stetige Entwicklung geistigen
Siechtums bezeichnete Emil Kraepelin 1910 als Alzheimer-Krankheit [3]. Bei jenem
Krankheitsfall handelte es sich um Auguste Deter, die viereinhalb Jahre spiter im Alter
von 55 Jahren an den Folgen dieses Leidens verstarb. Die Sektion zeigte eine aus-
geprigte gleichméBige Atrophie des Gehirns. An silbergefarbten Schnitten (Abb. 1) be-
schrieb Alzheimer neben ausgeprigtem Neuronenverlust auffillige Verdnderungen der
Neurofibrillen, die sich teils zu dichten, stark gefarbten Biindeln zusammenlagerten.
Auch fielen kleine Herde auf, die er der Einlagerung eines plaqueartigen Stoffes in die
Hirnrinde zuschrieb [2] [4].

Diese pathologischen Verdnderungen sind die Charakteristika der Alzheimer-Krankheit,
welche durch massiven Neuronenuntergang, die Bildung von Neurofibrillenbiindeln und

die Akkumulation von Amyloidplaques gekennzeichnet sind [5] [6].
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Abb. 1: Originalschnitt des ersten von Alzheimer beschriebenen Alzheimer-Falles

Neben Neurodegeneration zeigten sich in den Gehirnschnitten Neurofibrillenbiindel und Amyloid-
Plaques (Bielschowskysche Silberfarbung; aus: Archiv des Zentrums fiir Neuropathologie und Prion-
forschung, LMU Miinchen; [7]).
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2.1.1 Symptomatik

Alzheimer ist eine derzeit unheilbare, progressive, neurodegenerative Erkrankung.
Charakterisiert wird sie durch Gedéchtnisverfall, zunehmende Beeintrichtigung im
Alltag und diverse neuropsychiatrische Symptome und Verhaltensauffalligkeiten [8].
Neurologisch fallen zu Beginn oft eine gestorte Merkféhigkeit und die Schwierigkeit
neue Informationen aufzunehmen auf. Die zeitliche und Ortliche Einordnung der
eigenen Handlungen bereitet zunehmend Probleme. Hinzu tritt eine progressive Sprach-
storung, die sich anfanglich nur als Wortfindungsstorung zeigt und im Verlauf bis zur
Aphasie reicht. Mit nachlassender rdumlicher Vorstellung leiden die Orientierung des
Erkrankten und die Fihigkeit geometrische Beziehungen zu erfassen. Die steigenden
kognitiven Einschrankungen fiihren zu schwindenden Leistungen bei Problemlosungs-,
Rechen- und Abstraktionsaufgaben sowie zu vermindertem Urteilsvermdgen. Dieser
Verlauf ist chronisch progressiv und fithrt zu sozialem Riickzug und starken
Restriktionen im Alltag [9] [10].

Psychiatrische Symptome wie Stimmungsschwankungen, Personlichkeitsdnderungen
und Apathie treten gewohnlich relativ frith auf und iiberdauern den Krankheitsverlauf.
Psychosen und Agitation wurden eher im mittleren und spéteren Stadium beschrieben
[8] [11]. So erleiden die Erkrankten hdufig neben Schlaf- und Angststorungen auch
Depressionen, Wahn oder Halluzinationen [12].

In den fortgeschrittenen Krankheitsstadien verlieren die Patienten zusétzlich elementare
Fahigkeiten des tdglichen Lebens wie eigenstindiges Essen, Erhalt der Hygiene und
Kontinenz [8]. Im Endstadium sind die Betroffenen nicht einmal mehr dazu fahig, sich
mitzuteilen oder ihre Angehdrigen zu erkennen [10]. Hinzutretende Bewegungsunféhig-
keit und Bettldgerigkeit pradestinieren sie fiir Bronchitiden und Pneumonien, an denen

sie hdufig auch versterben — durchschnittlich nur 7-10 Jahre nach Symptombeginn [9].

2.1.2 Epidemiologie

Weltweit waren 2005 ca. 24 Millionen Menschen an Demenz erkrankt [13], allein in
Deutschland sind es heute ca. 1,3 Millionen [14]. Fiir die ndchsten Jahrzehnten geht
man international von einer Verdoppelung etwa alle 20 Jahre aus — auf weltweit 42
Millionen Erkrankte 2020 und auf 81 Millionen Erkrankte 2040 — sofern keine

Anderungen bei den Behandlungsméglichkeiten oder der Mortalitiit eintreten. Allein in
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Westeuropa wiirde demnach der Zuwachs an Demenzerkrankungen von 2001 bis 2040

102% betragen [13].

2.1.2.1 Altern der Gesellschaft

Demenz ist v.a. eine Erkrankung des hoheren Alters [13] [15]. Thre Prévalenz liegt bei
60-64-Jahrigen unter 1%, steigt aber mit dem weiteren Alter fast exponentiell an. So

liegt sie in der westlichen Welt bei {iber 85-Jahrigen zwischen 24% und 33% [13] [16].
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Abb. 2: Inzidenz der Alzheimer-Demenz je Alter

Die Inzidenz der Alzheimer-Demenz (Achse logarithmisch) — hier im Vergleich verschiedener Studien —
zeigt ebenfalls einen fast exponentiellen Anstieg mit dem Alter. Aus [17].

In einer ,,iiberalternden‘ Gesellschaft wie der Deutschen steigt daher die Privalenz der
Demenz und damit die immense Last auf das allgemeine Gesundheitssystem rasch an
[17]. So ist sie Ursache fiir 11% der mit Behinderung gelebten Jahre bei iiber 60-
Jahrigen [18]. Das Fundament fiir die Pflege Demenzkranker bildet oft die eigene
Familie, die dadurch wiederum selbst substantielle psychologische, praktische und
o6konomische Belastungen erfahrt [19].

Die Alzheimer-Krankheit ist die weitaus haufigste Form der Demenz. Sie ist alleine fiir
etwa 50 - 56% der Fille verantwortlich, das Mischbild aus Alzheimer- und vaskuldrer
Demenz fiir weitere 13 - 17% [1]. Als Folge ist die Alzheimer-Disease (AD) zur sechst-
hiufigsten Todesursache in den USA herangewachsen, bei den iiber 65 Jihrigen ist sie
sogar die fiinft-hdufigste. Jedoch gibt es bisher keine effektive Moglichkeit, ihre fatale

Progression aufzuhalten oder sie gar zu heilen [10].
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2.1.2.2 Risikofaktoren

Das Alter ist der wichtigste Risikofaktor fiir das Erkranken an der Alzheimer-Krankheit,
auch wenn diese nicht zum physiologischen Vorgang des Alterns gehort [1] [10].
Daneben ist auch die familidre Vorgeschichte entscheidend. Je mehr Angehdrige ersten
Grades an der AD leiden, desto hoher ist die eigene Chance diese spiter zu entwickeln.
Fiir den Fall des gehduften Auftretens sollte daher die hereditire Form, Umweltfaktoren
oder beides in Betracht gezogen werden [10].

Die seltene familidre Form von Alzheimer ist eine autosomal-dominante Erbkrankheit
mit Beginn meist vor dem 65. Lebensjahr. Fiir eine geringe Zahl dieser Fille ist eine
Mutation auf dem Amyloid Precursor Protein (APP)-Gen verantwortlich, wihrend
Genmutationen von Presenilin-1 und -2 deutlich hédufiger ursichlich sind [16] [20].
Presenilin- oder APP-Mutationen bewirken eine frithere und gesteigerte Produktion von
Amyloid B (Ap), das entscheidend am Pathomechanismus der AD beteiligt ist [20]. Da
das APP-Gen auf Chromosom 21 liegt, gilt Trisomie 21 als wesentlicher Risikofaktor.
Daher entwickeln Menschen mit drei strukturell normalen Genkopien die neuropatho-
logischen Befunde der Alzheimer-Krankheit schon wesentlich zeitiger durch APP-
Uberexpression [8].

Bei der sporadischen Alzheimer-Form ist das Apolipoprotein E (APOE) €4-Gen ein
entscheidender genetischer Faktor. Zumindest die Chance zu erkranken ist damit stark
erhoht, auch wenn alleinig das Vorhandensein eines APOE e4-Allels es nicht garantiert.
Allerdings ist das Manifestationsalter dann pro Allel um durchschnittlich 5 bis 10 Jahre
gesenkt. [16] [20].

Geschitzt 30% der Menschen tiber 85 Jahren leiden an mild cognitive Impairment, einer
Vorstufe zur Demenz ohne Beeintrachtigungen des Alltags. Diese haben ein stark
erhohtes Risiko eine Demenz — v.a. die AD — zu entwickeln [21].

Auch potentiell modifizierbare kardiovaskuldre Risikofaktoren wie Atherosklerose, ho-
he Cholesterinwerte, Diabetes mellitus Typ 2, Bluthochdruck, Bewegungsmangel, Rau-
chen und Adipositas sind mit einem hoheren Risiko fiir die AD verbunden [22] [23].
Viele Studien zeigten eine hohere Privalenz bei Frauen, die vermutlich ihrer hoheren
Lebenserwartung geschuldet ist. Die Inzidenz lag dabei nur im sehr hohen Alter {iber

der der Minner. Uber diesen Sachverhalt wird jedoch noch kontrovers diskutiert [24].
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2.2 Histopathologie und Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit

Die bereits von Alzheimer erkannten histopathologischen Verdnderungen im AD-
Gehirn sind u.a. durch die Akkumulation von Amyloidplaques und die Bildung von
Neurofibrillen (vgl. Abb. 1, S. 5) gekennzeichnet, die zusitzlich von einem Zustand

chronischer Inflammation begleitet werden [5] [6].

2.2.1 Herkunft des Amyloids

AP entsteht aus dem membranstéindigen APP, das sequentiell von verschieden Enzymen
gespalten wird. Dadurch entstehen unterschiedliche Produkte (s. Abb. 3) [1].

Im nicht-amyloidogenen Weg wird das APP durch eine Protease mit a-Sekretase-
Aktivitdt innerhalb der AB-Region geschnitten, so dass das 16sliche (s=soluble) sAPPa
entsteht. Dieses wird wiederum durch die y-Sekretase prozessiert, woraus extrazelluldr
das Protein p3 und intrazelluldr die APP intracellular Domain (AICD) hervorgehen [1].
Die y-Sekretase besteht aus mehreren Teilen: Presenilin-1 oder -2, Nicastrin, PEN-2 und
APH-1, wobei Presenilin wahrscheinlich das aktive Zentrum beheimatet [25].

Im amyloidogenen Weg fiihrt die Spaltung des APP durch die B-Sekretase BACEI zu
sAPPB und C99. Die Schnittstelle der y-Sekretase an C99 ist variabel, so dass einzelne
AB-Peptide mit einer Lange zwischen 36 und 43 Aminoséuren und ebenfalls die AICD
entstehen. Erst die Lipid Rafts stellen dabei die notwendige Plattform fiir den Aufbau

und das Zusammenwirken der - und y-Sekretasen mit dem APP dar [1].
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Abb. 3: Sequentielle Prozessierung des APP

Im nicht-amyloidogenen Weg entstehen Metabolite, die keine Plaque-Bildung zur Folge haben, im amy-
loidogenen Weg entstehen AB-Peptide unterschiedlicher Lange mit Fahigkeit zur Akkumulation. Aus [1].
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2.2.2 Amyloid B

Unter den AB-Peptiden stellen diejenigen mit 40 und 42 Aminosiuren die wichtigsten
Vertreter dar [5]. Das AP ist 40 Aminosduren lang, allgemein haufiger und vornehm-
lich in zerebralen GefaBBen vorhanden [1]. In den amyloiden Plaques findet sich dagegen
eher das AP4,, das aufgrund zweier zusétzlicher hydrophober Aminosduren eine wesent-
lich hohere Aggregationsneigung besitzt [25]. Generell begiinstigt eine Konformations-
dnderung von AP in das namengebende B-Faltblatt dessen spontane Selbstaggregation
[16]. Dabei kann es zu 16slichen Oligomeren sowie zu unldslichen Fibrillen heran-
wachsen (vgl. Abb. 4, S. 11). Eine umschriebene Akkumulation von Fibrillen im
Interzellularraum formiert die senilen, neuritischen Plaques [1]. Diese sind von dystroph
verdnderten Nervenzellfortsitzen umgeben und rufen eine Immunantwort hervor, so
dass sich aktivierte Mikroglia und reaktive Astrozyten in der Umgebung finden.
Dagegen weisen die eher benignen, diffusen Plaques ohne Fibrillen diese neuritischen
und glialen Zytopathologien nicht oder nur wenig auf [26] [27] [28]. Insgesamt
scheinen jedoch die loslichen Oligomere die Form des AP zu sein, die den stirksten
neurotoxischen Effekt aufweist. Neben ihrem l6slichen Vorkommen konnen sie sich
dynamisch an Fibrillen anheften oder aus diesen wieder herauslosen. Auf diese Weise
dienen neuritische Plaques als Reservoir fiir die toxischen Oligomere [29] [30].

Die Amyloid-Peptide konnen intrazelluldr in Kompartimenten entstehen oder mit Hilfe
des low-density-lipoprotein-receptor-related-Proteins in diverse Zelltypen gelangen.
Dort kénnen sie u.a. wichtige Enzyme der Mitochondrien hemmen, wodurch diese
funktionell beeintrachtigt werden. Oxidativer Stress, Freiwerden von Cytochrom ¢ und
Apoptose sind mogliche Folgen [1].

Indem die Oligomere die LTP inhibieren und die LTD fordern sowie die Anzahl an
dendritischen Dornen reduzieren, vermindern sie die hippocampale synaptische
Plastizitdt und damit die Féhigkeit zu lernen. In hohen Konzentrationen kdnnen sie auch
die basale synaptische Ubertragung unterdriicken, da zahlreiche Rezeptoren und die
Ausschiittung von Neurotransmittern gestort werden [1] [30] [31].

AB-Peptide treten aber auch natiirlicherweise auf. Ein physiologisches Niveau an
synaptischem AP dimpft die exzitatorische Uberleitung und verhindert somit neuronale
Hyperaktivitit. Normalerweise wird AP von den Proteasen Insulin-degrading-Enzyme

und Neprilysin abgebaut, so dass ein Steady State entsteht. Ein Ungleichgewicht
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zwischen Produktion und Clearance von AP mit nachfolgender Aggregation konnte ein
Ausloser fiir die AD sein. Diese ,,Amyloid-Hypothese* entwickelte sich auf Grundlage
von Studien iiber die genetisch bedingten Varianten der AD, bei denen durch Mutation
der APP- oder Presenilin-Gene die AB4,-Produktion erhoht ist [1]. Bedenklich ist daran
allerdings, dass auch viele gesunde éltere Menschen eine beachtliche Menge Amyloid
in ihren limbischen und Assoziations-Kortices aufweisen. Dabei handelt es sich jedoch

iiberwiegend um die Plaques des diffusen Typs [30].
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Abb. 4: Verschiedene Formen des Amyloid p

Nach seiner Bildung kann sich das AP in verschiedene Formen zusammenlagern, von denen die 16slichen
Oligomere die am stérksten toxische Form darstellen. Aus [32].

2.2.3 Neurofibrillen

Das Mikrotubuli assoziierte Protein Tau unterstiitzt im physiologischen Zustand die
Bildung und Stabilisation von Mikrotubuli und den Vesikeltransport. Aus unklarer
Ursache ist Tau bei der AD jedoch hyperphosphoryliert [1] [S]. Dies bewirkt eine
Verringerung der Tau-Mikrotubuli-Wechselwirkung und damit eine Destabilisierung
der Mikrotubuli als Teil des Zytoskeletts. Als Folge konnen sich Storungen des
intrazelluldren, v.a. des axonalen Transportes ergeben, wodurch die Nervenzell- und die
synaptischen Funktionen beeintrichtigt werden und das Neuron degeneriert [33].

In seinem hyperphosphorylierten Zustand bildet Tau paarweise helikale Filamente
(PHF) aus, die den Hauptbestandteil der Neurofibrillen darstellen [5]. Diese intrazel-
luldren Aggregate werden auch neurofibrillary Tangles (NFT) genannt und treten bei
der AD hauptsichlich in den Neuronen auf [34]. Thren Anfang nimmt die Tau-
Pathologie meist in den Neuronen der Transentorhinalregion und breitet sich dann iiber

Hippocampus und Amygdala auf das neokortikale Assoziationsareal aus [35].
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Die genaue Relevanz der Tau-Dysfunktion fiir die Atiologie und Pathogenese der AD
bleibt bisher noch unklar [5], da noch nicht abschlieBend gezeigt ist, ob die Tangle-
Bildung Ursache oder Folge der Alzheimer-Erkrankung ist [16]. Es bestehen jedoch
experimentelle Hinweise, dass die AB-Akkumulation der Tau-Aggregation vorangeht
und diese anstoBt [36] [37] [38]. Ferner ist fiir die AB-induzierte Degeneration von
kultivierten Neuronen und fiir den kognitiven Abbau von Mausen mit AD-&hnlicher
Krankheit die Anwesenheit von endogenem Tau nétig [39] [40]. Weil zudem die
Verteilung und Menge der Tau-Pathologie mit der Nervenzelldegeneration und der
klinischen Symptomatik korreliert, besteht in jedem Fall der begriindete Verdacht, dass

diese Tau-Fehlfunktion relevanten Einfluss auf die Entwicklung der Demenz hat [34].

2.3 Neuroinflammation

Neben den neurotoxischen AB-Peptiden und den NFTs ist eine Entziindungsreaktion
eine weitere wichtige Komponente, die aktiv zu Krankheitsgeschehen und Chronifizie-
rung der AD beitragt [41].

Eine Entziindung tritt im Zuge der Immunantwort des Organismus auf ein potentiell
schiadigendes Agens auf. Die chronifizierende Entziindungsreaktion, die mit neuro-
degenerativen Erkrankungen wie der AD einhergeht, wird Neuroinflammation genannt
[42]. Wihrend auch im physiologisch alternden Gehirn geringe Zeichen von Neuro-
inflammation nachgewiesen werden konnen, erfahrt das Alzheimer-Gehirn eine viel
starkere entzilindliche Reaktion, die auf einer erhhten Anzahl oder qualitativ anders-
artigen Immunstimulanzien basieren diirfte [41]. So konnte in post mortem Studien in
den betroffenen Regionen das Bild einer chronischen Entziindung gezeigt werden, das
mit der Pathogenese der AD in direkten Zusammenhang gebracht wird [42].
Insbesondere durch die neurotoxischen, neuritischen Amyloid-Ablagerungen werden
Mikrogliazellen aktiviert, die das AP phagozytieren und abbauen [1]. Durch chronische
Aktivierung schiitten sie jedoch eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren aus. Zu
diesen gehoren unter anderem Chemokine, eine Kaskade schéidigender Zytokine,
Komplementfaktoren, Akute-Phase-Reaktanten, freie Radikale und Stickoxide, welche
einzeln oder im Zusammenspiel zur neuronalen Degeneration beitragen konnen [1] [43].
Der durch die proinflammatorischen Mediatoren entstehende Schaden kann wiederum

weitere Mikroglia aktivieren [43]. Experimentell wurde gezeigt, dass die Chemokine
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iiberdies die Migration von Monozyten aus dem peripheren Blut in das Alzheimer-
Gehirn fordern; diese konnen durch Phagozytose jedoch auch an der Clearance der
Plaques teilnehmen und so die Plaque-Last vermindern [44]. Zusétzlich rekrutieren die
Mikrogliazellen Astrozyten, die die Entziindungsreaktion gegen die extrazelluldren Af-
Ablagerungen weiter verstirken und den entstehenden inflammatorischen Teufelskreis
auf diese Weise untermauern [27]. Dartiber hinaus wird die BAPP-Prozessierung durch
die entziindlichen Mediatoren beeinflusst und teils sogar gesteigert, so dass eine ver-
mehrte AB-Bildung eine weitere Abwirtsspirale in Gang setzen konnte [41] [45]. Das
bestidndige inflammatorische Milieu kann neuritische Schidigungen hervorbringen und

teilweise den Zusammenbruch der vaskuldren Blut-Hirn-Schranke herbeifiihren [1].

2.3.1 Immunstimulation durch AB

Fibrilldres AP und extrazelluldire NFTs agieren als Stimulanzien der Immunantwort.
Indem sie den Komplementfaktor Clq binden, konnen sie den klassischen Kom-
plementweg auslosen. Dieser kann die Bildung des Membrane-Attack-Complex (MAC)
herbeifiihren und somit direkt Neuronenuntergang zur Folge haben [41] [46]. Weiterhin
erfolgt durch die Komplementaktivierung auch die lokale Rekrutierung von
Mikrogliazellen und Astrozyten. Da ein gewisses Maf} an Fibrillisierung des AP fiir die
Aktivierung des Komplements und somit der Mikroglia notwendig ist, zeigen sich die
chronisch-entziindlichen Reaktionen mafBgeblich in der Ndhe der neuritischen Plaques
(vgl. 2.2.2), jedoch nicht in der Umgebung der diffusen Plaques. Bisher ist allerdings
noch nicht abschlieBend geklért, ob das Amyloid in Form von Plaques vorliegen muss
oder ob die Mikrogliazellen nicht auch durch die geldsten, toxischen Oligomere
aktiviert werden konnen [41].

Eine direkte Aktivierung der Mikroglia kann durch das Binden von AP an Rezeptoren
fiir ,,Advanced Glycation Endproducts“ (RAGE) und Scavenger-Rezeptoren sowie
durch Heterodimerisierung der Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 erfolgen [41]. So
zeigte sich in immunfluoreszenzgefirbten Gewebeschnitten von AD-Gehirnen eine aus-
geprigte TLR4-Expression in der Umgebung der senilen Plaques [47]. Fibrilldres AP,
stimuliert Mikroglia und deren direkte Verwandte, die Monozyten, auch iiber Cluster of
Differentiation (CD) 14, einen Rezeptor fiir Lipopolysaccharid (LPS). Damit gehen eine
erhohte Ausschiittung an Tumornekrosefaktor (TNF)-o, Monocyte Chemoattractant
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Protein (MCP)-1, Interleukin (IL)-6 und Stickoxiden sowie Neurotoxizitit einher [41]
[48] [49]. Da CD14 eine direkte intrazelluldre Signalkaskade fehlt, geht man davon aus,
dass die AP4r-Effekte an CD14 im Zusammenspiel mit TLR2 oder TLR4 {ibertragen
werden [48] [50]. Abhingig von TLR2 [51] [52], TLR4 [47] [48] [53] und CD14 [49]
erhoht fibrillires AP4; somit die Produktion von Zytokin- und Stickstoffspezies in
Mikroglia und Monozyten. Dies steigert in gewissen Krankheitsstadien zwar deren pha-
gozytotische Plaque-Clearance, wirkt bei dauerhaft hohen Zytokinmengen jedoch auch
neurotoxisch: bei niedrigen Ap-Konzentrationen scheint CD14 nur die Phagozytose an-
zuregen, wogegen es bei hoheren Amyloidkonzentrationen wahrscheinlich auch die zel-
luldare Aktivierung mit nachfolgender Neurotoxizitit vermittelt [41] [49]. Somit ist die
Phagozytose von AP durch Mikroglia und Monozyten abhéngig von inflammatorischen
Signalwegen [41]. Infolgedessen konnte das langjéhrige Vorhandensein von Af-

Fibrillen iiber die 0.g. Rezeptoren eine chronische Neuroinflammation unterhalten [48].
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Abb. 5: Ap-induzierte Aktivierung von Mikroglia und Monozyten

Mikroglia und Monozyten konnen iiber diverse Rezeptoren (links) AP binden, was zur Ausschiittung von
verschiedenen Mediatoren (rechts) der Entziindungsreaktion fiihrt. Aus [41].

2.3.2 Zellulare Antwort

Die Neuroinflammation stiitzt sich hauptsdchlich auf Elemente der angeborenen
Immunantwort [42]. Dies deutet auch die Beteiligung von CD14, TLR2 und TLR4 an
[48]. Auf zelluldrer Ebene stellen Mikroglia, bei denen es sich um direkte Verwandte

der Monozyten handelt, die Hauptvertreter dieser Entziindungsreaktion dar [42].
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2.3.2.1 Rolle der Mikroglia

Wihrend der Embryogenese wandern hdmatopoetische myeloide Zellen aus den neu
entstehenden BlutgefdBen in das sich entwickelnde Gehirn ein. Dort differenzieren sie
sich zu Mikroglia, den ortsansdssigen Makrophagen des ZNS [54]. Somit stellen sie
einen wichtigen Vertreter des angeborenen Immunsystems in Gehirn und Riickenmark
dar [41].

Mikroglia dienen der Aufrechterhaltung der Homdostase des Gehirns und der neuro-
nalen und synaptischen Funktionen. Bei pathologischen Verdnderungen werden sie
aktiviert und wandern in die Umgebung des geschiddigten Gewebes ein — dhnlich wie
Monozyten bzw. Makrophagen des peripheren Immunsystems. AnschlieBend tragen sie
dazu bei, abgestorbene Neuronen und Zelliiberreste zu entfernen [41] [55]. Als zentrale
Immuneffektorzellen des ZNS verfiigen sie iiber diverse Pattern-Recognition-
Rezeptoren, zu denen auch die o.g. Scavenger- und Toll-like Rezeptoren sowie CD14
gehoren. Diese sind fiir Mikroglia ein essentielles Werkzeug fiir das Auffinden und die
schnelle Elimination von eindringenden Mikroorganismen und Fremdantigenen [56].
Als Reaktion auf AP-Ablagerungen werden Mikroglia aktiviert, proliferieren und
migrieren anschlieBend zu den Plaques [44]. CD14, TLR2 und TLR4 auf Mikroglia
interagieren mit aggregiertem AP, was eine inflammatorische Reaktion ausldst und die
Clearance von AP durch Mikroglia stimuliert. [56]. Die Féahigkeit von Mikroglia zur
Phagozytose des Amyloids ist jedoch begrenzt, gleichzeitig sind sie aber Ausloser eines
hohen Mafles an neurotoxischer Inflammation. Daher wird ihnen teilweise auch eine
krankheitsférdernde Rolle in der Pathogenese der AD zugeschrieben. Dennoch kdnnen
sie durch das Ausschiitten von neurotrophen Molekiilen auch positiv auf den
Krankheitsverlauf einwirken [44].

Diese gegensitzlichen Funktionen der Mikroglia, die einerseits die Ap-Ablagerungen
beseitigen sollen, andererseits aber teils neurotoxische, proinflammatorische Produkte

ausschiitten, komplizieren mogliche Therapiestrategien [1].

2.3.2.2 Rolle peripherer Makrophagen im ZNS

Klassischerweise gilt das ZNS als immunprivilegiert. In letzter Zeit zeigte sich aber,
dass eine geringe Zahl an peripheren Leukozyten sowohl physiologischerweise als auch

im Verlauf von Krankheiten Teile des Parenchyms tiberwachen [54].
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Zirkulierende mononukledre Phagozyten sind dazu fahig, die Blut-Hirn-Schranke zu
iiberwinden und in das ZNS einzuwandern. Auch hier scheinen Chemokine eine
wichtige Rolle zu spielen, indem sie die Migration dieser Monozyten aus dem Blut in
das amyloidreiche Gehirn fordern. Dort kdnnen sie sich zu Mikroglia differenzieren, die
zu geschddigten Gebieten wandern und AB-Plaques eingrenzen [44] [54] [56]. Somit
verhalten sich diese neu rekrutierten Zellen in der Immunfunktion genauso wie die
origindren Mikroglia [56]. Experimentell wurde gezeigt, dass ein groBer Teil der Plaque
assoziierten Mikroglia ehemals aus dem Blut stammt. Diese Zellen werden ins-
besondere von den toxischen Formen A4 und AP4, angezogen und aktiviert. Im Zuge
der Immunantwort konnen sie die Amyloidablagerungen phagozytieren. Auf diese
Weise wirken sie relevant dabei mit, die Progression der AD hinauszuzdgern [44].
Bisher wird noch kontrovers dariiber diskutiert, welche der beiden Arten der Mikroglia
den groferen Anteil an der Beseitigung des AP hat. Wahrscheinlich haben die
origindren Mikroglia eine geringere Kapazitdt hinsichtlich der Clearance der Ap-
Ablagerungen als die rekrutierten Zellen [44] [56]. Denn obwohl angestammte
Mikroglia und periphere Makrophagen den gleichen zelluldren Ursprung haben, sind
ihre Eigenschaften stark von der Umwelt, in der sie normalerweise leben, gepragt.
Dabei verfiigen die peripheren Makrophagen iiber ein grofleres phagozytires Potential
als ihre ZNS-stindigen, eng regulierten Verwandten. Diese sorgen némlich
physiologischerweise fiir eine prizise Immunantwort, die an die fragilen Verhéltnisse
des ZNS angepasst sein muss [54]. Mit diesen Erkenntnissen wurde deutlich, dass
rekrutierte Makrophagen eine relevante Rolle in der Mediation der Neuroinflammation
spielen konnen. Daher liegt es nahe, ihre Funktion in den pathophysiologischen
Vorgéngen der AD zu beleuchten.

Wihrend die origindren Mikroglia eine verlidngerte Lebensdauer bei nur begrenzter
Teilungskapazitit aufweisen, haben die monozytiren Vorlaufer, die sich zu Makropha-
gen differenzieren, einen dynamischeren Lebenszyklus. Daher und durch ihr physiolo-
gisches Vorkommen im Blut wiren sie fiir experimentelle Zwecke und therapeutische
Ansitze leicht und in groBer Zahl zu erreichen [54].

Insofern wéren periphere Monozyten nicht nur gut geeignet fiir ein in vitro Modell zur
Erforschung der inflammatorischen Prozesse, die der AD zugrunde liegen. Dieses
Wissen konnte auch dazu beitragen, therapeutische Strategien zu entwickeln, die jene

spezifische Subpopulation aktivierter Makrophagen und ihre Funktionen modulieren.
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2.3.3 Inflammatorische Mediatoren

Zytokine sind Signalpeptide in der Kommunikation der Zellen, die deren zentrale
Funktionen regulieren. Dazu zihlen Uberleben, Proliferation, Differenzierung und
Vermittlung der Immunantwort. Im Rahmen von Krankheiten, Gewebsschdadigungen
oder Infektionen steigt ihre Konzentration daher akut an [57]. Thre chronische
Produktion im ZNS fiihrt jedoch zum pathologischen Bild der Neuroinflammation.
Diese basiert u.a. auf einer Vielzahl inflammatorischer Mediatoren, die neuro-
degenerative und -protektive Effekte hervorrufen konnen. Ferner ist bei AD-Erkrankten
die Konzentration von einigen Zytokinen wie TNF-a und IL-6 im Blut und von
Chemokinen wie MCP-1 in Gehirn und Liquor erhoht. Die definitive Wirkung der
beteiligten Mediatoren ergibt sich wahrscheinlich aber aus deren Zusammenspiel im

lokalen, entziindlichen Milieu [58] [59] [60].

2.3.3.1 Rolle von TNF-a in der Neuroinflammation

Im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen gelten Mikroglia im ZNS als Haupt-
quelle von TNF-a, dessen Konzentration bei der AD in Serum, Liquor, Cortex und
Gliazellen erhoht ist [57] [58] [59]. Die beschriebenen Effekte von TNF-a sind teils
stark gegensétzlich. Einerseits agiert es wie in der Peripherie auch als préziser
Koordinator der inflammatorischen Antwort. Dariiber hinaus reguliert es einige
wichtige physiologische Prozesse wie neuronale Entwicklung, Zelliiberleben,
synaptische Plastizitidt sowie Ionenhomoostase. Dementsprechend verhielt sich TNF-a
im Tierversuch trophisch flir hippocampale Neuronen und schiitzte kultivierte, primére
Neuronen vor den Auswirkungen von Glutamat, freien Radikalen und Amyloid 3. Somit
wirkt TNF-a in vivo und vitro auch neuroprotektiv. Andererseits konnen im Rahmen der
neuroinflammatorischen Dysregulation hohe Konzentrationen von TNF-a toxisch auf
kortikale Neuronen wirken, die Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke erhéhen und die
Rekrutierung von Leukozyten ins Gewebe verstirken. Konsequenterweise zeigen
transgene Maéuse, die TNF-o {iberexprimieren, schwere Formen von Neuro-
inflammation, Neurodegeneration und Enzephalopathie. Ziele der mit TNF-a
assoziierten Signalkaskade sind etwa der nukledre Transkriptionsfaktor NF-xB, der die
Expression proinflammatorischer Elemente wie Komplement und Cyclooxygenase, aber

auch gewisser Uberlebensfaktoren reguliert. Auch iiber Aktivierung des JNK-Wegs
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kann TNF-a auf Zelliiberleben und Zelltod Einfluss nehmen. Der Gesamteffekt von
TNF-a hiangt wahrscheinlich von zahlreichen Faktoren ab wie spezifische

Zellexpression, Timing, Ligandenkonzentration und Crosstalk verschiedener

Signalwege [57] [58] [61].

2.3.3.2 Rolle von MCP-1 in der Neuroinflammation

Chemokine sind zytokindhnlich wirkende Botenstoffe, die im Rahmen von Entziin-
dungen Chemotaxis, Extravasation und funktionale Modulation diverser Leukozyten-
arten induzieren. Sie vermitteln ihre biologische Aktivitét iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren mit sieben transmembrandren Helices. Das Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (MCP-1 oder CCL2) ist eines der wichtigsten Chemokine fiir die Migration
von Monozyten bzw. Makrophagen, die wiederum auch dessen Hauptquelle sind. So
spielt es eine grofe Rolle in der physiologischen Immuniiberwachung und -antwort.
Chemokine samt Rezeptoren werden im Gesunden minimal exprimiert und erst als
Antwort auf proinflammatorische Signale wie z.B. TNF-a oder IL-6 ausgeschiittet. Im
AD-Gehirn sind die Chemokine und ihre Rezeptoren jedoch hochreguliert und tragen
wahrscheinlich zur Plaque assoziierten Inflammation und Neurodegeneration bei. So
wurde MCP-1 in reifen, senilen Plaques und in reaktiven Mikroglia lokalisiert.
AulBlerdem wurde gezeigt, dass AP die Sekretion von MCP-1 aus humanen Monozyten
und Mikroglia stimuliert. Als Folge konnen eine groBe Menge Mikroglia innerhalb des
Gehirns und Monozyten aus dem Blut zum entziindlichen Focus rekrutiert werden, die
so zur Neuroinflammation wesentlich beitragen konnen. MCP-1 und sein Rezeptor
gelten bereits als moglicher Interventionspunkt zur Therapie verschiedener Krankheiten
wie Multiple Sklerose, Rheumatoide Arthritis, Atherosklerose und Insulin resistenter
Diabetes. So konnte es auch fiir die AD-Therapie einen -erfolgversprechenden

Ansatzpunkt darstellen [58] [62].

2.3.3.3 Rolle von IL-6 in der Neuroinflammation

IL-6 kann im ZNS neben Mikroglia auch von Astrozyten, Neuronen und Endothelien
synthetisiert werden. Im erwachsenen ZNS weist es physiologisch eine sehr niedrige
Konzentration auf. Diese steigt unter pathologischen Bedingungen stark an und ist in

Cortex und Blut von AD-Patienten erhoht. Auch IL-6 werden im ZNS neben seiner
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proinflammatorischen Rolle gegensitzliche trophische, neuroprotektive und
antiapoptotische Wirkungen zugeschrieben. So wurde in Gegenwart von IL-6 eine
Verbesserung des neuronalen Uberlebens bei Hirnschiden und eine Reduktion von
NMDA-vermittelter Toxizitit beobachtet. Eine experimentell induzierte Uberexpression
von IL-6 erwies sich jedoch als schidlich und verschirfte die Neuroinflammation und
thre degenerativen Folgen [58] [59] [61]. Ziel der von IL-6 angeregten Signalkaskade
ist unter anderem die Aktivierung von Janus-Kinasen. Diese stoflen verschiedene
Transkriptionsfaktoren an, die u.a. die Proliferation und Hemmung der Apoptose iiber
die Expression der dafiir notwendigen Gene regulieren. Des Weiteren vermittelt IL-6
seine Effekte iiber MAP-Kinasen und den Ras/Raf-Signalweg, der beim Zelliiberleben,
aber auch bei Stressreaktionen der Zelle involviert ist. Ferner fordert IL-6 den PI3K/Akt
Signalweg, wobei Akt das Zelliiberleben iiber zellulire Substrate, Transkriptions-
faktoren, Zellzyklusregulatoren und proapoptotische sowie antiapoptotische Proteine

reguliert [57] [61].

2.4 Lipid Rafts

Lipid Rafts sind etwa 10-200 nm kleine, heterogene Mikrodominen innerhalb der
Plasmamembran, die reich an Sphingolipiden bzw. Gangliosiden und Cholesterin sind.
Sie beheimaten und konzentrieren eine Vielzahl von Signal- und Transportproteinen.
Somit stellen sie in der Membran funktionelle Kompartimente fiir lokal begrenzte
Prozesse zur Verfiigung und bieten eine Plattform fiir zellulire Signalwege, die
beispielsweise auch grundlegend fiir neuronale Funktionen sind. Aufgrund ihrer dyna-
mischen Struktur ist ihre Protein- und Lipidkomposition stets variabel, so dass sich auch
ihr Aufgabenbereich und die Art der libertragenen Signale dndern kann [32] [63].

Die Sphingolipide der Rafts interagieren iiber hydrophile Wechselwirkungen ihrer
Kopfgruppen miteinander. Diese werden vom Cholesterin stabilisiert, das zusdtzlich die
Liicken zwischen den sperrigen Sphingolipiden fiillt. Die straffe Interaktion zwischen
Sphingolipiden und Cholesterin fiihrt zur Separation von anderen Phospholipiden und
zur lateralen Organisation dieser Mikrodoménen auf der Zellmembran [64] [65].

Wahrscheinlich sind es die enge Anordnung der Lipide und die entstehende Phasentren-
nung, die eine Unloslichkeit der Lipid Rafts in nichtionischen Detergenzien wie Triton

X-100 erzeugen. Durch diese Eigenschaft konnen Raft-Membrananteile aus Zellhomo-
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genaten isoliert und aufgrund ihrer geringen Dichte von den restlichen Membran-
bestandteilen getrennt werden. Diese cholesterinreichen Produkte werden als Detergent-
Resistant Membranes (DRM) bezeichnet und weisen typische Raft-Marker wie Flotillin
und Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine auf [63] [66] [67]. Zu letz-
teren gehort auch der LPS-Rezeptor CD14, dem eine konstitutive Prasenz in Lipid Rafts
nachgewiesen wurde [68]. Dagegen gilt das non-Raft-Protein Calnexin bei der DRM-
Isolierung als Marker fiir die in Detergens 16slichen Membranbestandteile [69] [70].

In der Pathogenese der AD wirken Lipid Rafts auf mehrere Arten mit. Sie begiinstigen
die Produktion von AP durch das Zusammenfithren von APP mit BACEl und
v-Sekretase-Komplex. Thre beiden Komponenten Cholesterin und N-Acetylneuramin-
sdure enthaltende Ganglioside erleichtern zudem die Aggregation des AP, das in Folge
an den Zellmembranen der Neuronen zu toxischen Oligomeren heranwichst. Aullerdem
beheimaten Lipid Rafts spezifische neuronale Rezeptoren wie PrP®-, NMDA- und
mGluR5-Rezeptoren. Uber diese kénnen die Oligomere neuronale Funktionsstérungen
und Neurotoxizitit vermitteln, die zur Abnahme der Gedichtnisleistungen und der
kognitiven Fahigkeiten fithren [32] [71].

Zur Signaliibertragung greift das angeborene Immunsystem auch auf diese funktionellen
Kompartimente zuriick. So wurde gezeigt, dass die normalerweise nicht in Lipid Raft
ansidssigen Rezeptoren TLR2 und TLR4 nach Ligandenbindung durch laterale Diffusion
in die Mikrodoménen rekrutiert und dort gehalten werden [68] [72] [73]. Vermutlich
enthilt die Zellmembran konstitutiv viele ,kleine‘ Rafts, die nach Stimulation miteinan-
der verschmelzen und somit groBere Dominen formen konnen. Diese Makrodoménen
stellen dann eine wichtige Plattform fiir Signalwege dar, da sie {iber eine hohe lokale
Konzentrierung dieser eben rekrutierten Rezeptoren — iiber ein sog. Clustering — verfii-

gen, das die Signaltransduktion wesentlich erleichtern kann [66] [73] [74].

2.5 Saure Sphingomyelinase, Ceramid und Lipid Rafts

Die saure Sphingomyelinase (ASM) gehort zu einer Familie von Enzymen, die
Sphingomyelin, das hdufigste zelluldre Sphingolipid, unter Abspaltung von Phosphoryl-
cholin zu Ceramid, einem weiteren Sphingolipid, hydrolysieren. Neben der ASM exis-
tieren mindestens drei weitere Sphingomyelinasen, die sich in pH-Optimum, der Vertei-

lung in der Zelle oder der Abhingigkeit von einem Cofaktor unterscheiden [65] [75].
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Abb. 6: Ceramidgeneration durch die saure Sphingomyelinase

Die ASM hydrolysiert Sphingomyelin zu Phosphorylcholin und dem bioaktiven Ceramid. Aus [75].

Von der ASM selbst existieren zwei Formen. Die sekretorische Variante s-ASM ist
Zink abhidngig und wahrscheinlich mit der Genese kardiovaskuldrer Erkrankungen
verbunden. Die fiir diese Arbeit relevante, intrazellulire Form der ASM arbeitet
hingegen Zink-unabhdngig und befindet sich hauptséchlich in den sauren Lysosomen.
Durch Zellstress oder Rezeptoraktivierung ausgeldst kann sich ihre Lokalisation jedoch
zur Zelloberflache hin verschieben. In der duBeren Schicht der Plasmamembran ist sie
dann verantwortlich fiir die Initiierung verschiedener zelluldrer Signalwege und kann so
die Pathogenese diverser Krankheiten beeinflussen. Diese Funktion innerhalb der
Signalwege kann sie v.a. durch ihre Fahigkeit ausiiben, die Zellmembran neu zu
organisieren [74] [75].

Dabei dndern die durch die ASM-Aktivitét entstehenden Ceramidmolekiile die biophy-
sikalischen Eigenschaften der Membran, indem sie sich spontan eng aneinanderlagern.
Dieser Prozess findet hochstwahrscheinlich zu einem groflen Teil in den bereits beste-
henden Lipid Rafts statt, die reich an Cholesterin und an Sphingomyelin — dem Substrat
der ASM — sind. Vermutlich verdrangen die weniger sperrigen und sehr dicht stehenden
Ceramidmolekiile das Cholesterin von den Rafts. Diese werden so in ihrer Komposition
erheblich verdndert und entwickeln sich zu ceramidreichen Mikrodomanen [64] [65].
Innerhalb dieser Mikrodoménen wird durch die lokal verdanderten biophysikalischen
Eigenschaften der Membran oder auch durch direkte Interaktion zwischen Ceramid und
Proteinen die Dichte der Proteine stark erhoht und auf diese Weise ein Clustering
wichtiger Rezeptoren hervorgerufen [74] [75]. Zur Akkumulation der Rezeptoren tragt
auch die Tendenz der ceramidreichen Mikrodoménen bei, spontan zu fusionieren und

ceramidreiche Makrodoménen zu bilden [64] [65].
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Ceramid, das u.a. durch die ASM produziert wurde, kann demzufolge zur Ausbildung,
Stabilisation und Fusion von ceramidreichen Mikrodoménen beitragen, wodurch deren
einzelne Pools an inaktiven mono- oder dimeren Signalproteinen zusammengefiihrt
werden und aktive Oligomere entstehen [65] [75]. Zu diesen Signalproteinen gehoren
auch TLRs wie TLR2 und TLR4. Diese werden als Reaktion auf die Bindung eines
Liganden durch Raft stindige Molekiile wie CD14 in die Rafts rekrutiert, wo sie gro-
Bere Oligomere bzw. Cluster bilden. Dabei konnen sie wiederum auch heterotypisch mit
CD14 assoziieren [72] [73]. Bei diesen Rezeptoren handelt es sich aber zugleich auch
um diejenigen, die fiir die Transduktion der AB-Toxizitét mitverantwortlich sind [41].
Zusammenfassend besteht eine wesentliche, pathophysiologische Aufgabe der ASM auf
der Zellmembran also darin, das Aufeinandertreffen von wichtigen Signalmolekiilen
innerhalb der Lipid Rafts zu organisieren, so dass die Schwelle fiir die Aktivierung
diverser Signalwege — einschlieBlich der durch AP induzierten Effekte — herabgesetzt
und die primdren Signale amplifiziert werden [72] [74] [75].

Receptor cluster

Ceramide

Fusion of rafts

| [
A/
@ Lysosom

Signal transduction

Abb. 7: Méglicher Mechanismus der Transduktion der AB-Toxizitit durch die ASM

Als Reaktion auf Zellstress oder bestimmte Rezeptorsignale ist die ASM wahrscheinlich an der Ap-
induzierten Zytotoxizitdt beteiligt. Sie wird nach erfolgtem Stimulus (a) aus den Lysosomen auf die
duBere Schicht der Zellmembran, insbesondere in die Lipid Rafts, verlagert (b). Dort produziert sie
Ceramid, wodurch ceramidreiche Mikrodoménen entstehen und zu Makrodoménen verschmelzen (c). Auf
diese Weise entstehen innerhalb dieser ceramidreichen Lipid Rafts Rezeptorcluster und inaktive
monomere Signalproteine werden zu aktiven Oligomeren zusammengefiihrt. Als Folge kommt es zur
Amplifikation des Primérsignals und teils toxischen Signalkaskaden (d). Modifiziert nach [74].

Fiir eine physiologische ZNS-Funktion scheint eine basale Aktivitit der ASM jedoch
essentiell zu sein. Die neuronale Bedeutung dieses Enzyms zeigt sich auch daran, dass

seine Aktivitit in den Gehirnen von Méusen hoher ist als in den anderen Organen.
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Allerdings wurde in den Gehirnen von AD-Erkrankten im Vergleich mit denen alters-
gleicher Gesunder eine gesteigerte Aktivitit der ASM und erhohte Ceramidspiegel
gefunden. Zusitzlich wurde in Versuchen an Ratten durch die Anwesenheit von A eine
stairkere Expression der ASM induziert. Daher gilt sie als mogliche Ursache fiir die
erhohten Ceramidspiegel und deren Folgen im ZNS von AD-Kranken [75] [76].

2.6 Fragestellung

Ein wesentliches Merkmal der AD ist die chronische Neuroinflammation, die zum
Untergang von Nervenzellen fiihrt. Ein besseres Verstindnis der entziindlichen
Reaktionen konnte Ansatzpunkte dazu liefern, wie ihre schiddliche Wirkung auf die
Neuronen reduziert und der Krankheitsverlauf gemildert werden kann.

Dafiir soll anhand von Makrophagen, die Stimulation iber TLR2/TLR1 und iiber TLR4
mit CD14 durch Pam3CSK4, LPS und humanes A4, erfahren, erforscht werden, inwie-
weit eine Modulation der zelluliren ASM-Aktivitit eine Anderung der freigesetzten
inflammatorischen Mediatoren und somit ihrer entziindlichen Reaktion hervorrutft.
Aufgrund der reduzierten ASM-Aktivitit sollte die Ceramidsynthese betroffen sein, was
wiederum die Bildung der Lipid Rafts beeinflussen wiirde. Somit ist zu erwarten, dass

sich auch die Eigenschaften der Lipid Rafts dndern.

e Wie wirkt sich also die Defizienz der sauren Sphingomyelinase in humanen THP-1-
Makrophagen auf deren Produktion der inflammatorischer Mediatoren TNF-a,
MCP-1 und IL-6 und somit das inflammatorische Milieu aus, wenn sie an den fiir
die AD relevanten Rezeptoren TLR4 mit CD14 sowie TLR2 mit TLR1 stimuliert

werden?

e Wie wirkt sich dazu die Defizienz der sauren Sphingomyelinase als Vergleich in
murinen Bone Marrow-Derived Macrophages auf deren Produktion der inflamma-
torischer Mediatoren TNF-a und MCP-1 und somit das inflammatorische Milieu
aus, wenn sie an den fiir die AD relevanten Rezeptoren TLR4 mit CD14 sowie

TLR2 mit TLR1 stimuliert werden?

e Wie wirkt sich die Defizienz der sauren Sphingomyelinase auf die Dichte der Lipid

Rafts als Anhaltspunkt fiir ihre Komposition aus?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerédte und Instrumente

Tab. 1: Verwendete Geriite und Instrumente

Bezeichnung

Firma

4K 15 Tischkiihlzentrifuge

Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz,
Deutschland

Accu-Jet Pipette Controller

BrandTech Scientific, Essex, USA

Axiovert 25 inverses Mikroskop

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Eclipse E600 Microscope

Nikon, Alzenau, Deutschland

Eismaschine

Eurfrigor Ice Makers Srl, Lainate, Italien

General Rotator, STR4

Stuart Scientific, Staffordshire, UK

HERACcell 1501 CO2 Incubator

Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland

HERAsafe HS 12, mikrobiologische
Sicherheitswerkbank Klasse 11

Heraeus, Hanau, Deutschland

Kojair KR-200 mikrobiologische
Sicherheitswerkbank Klasse II

Kojair Tech Oy, Vilppula, Finnland

Midi agarose chamber, horizontal for gel size 12 x
14 cm

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Mini Trans-Blot cell

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-PROTEAN 3 Cell electrophoresis system

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Multiband UV-Fluorescent Table

Peqlab, Karlsruhe, Deutschland

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Optima LE-80K Ultracentrifuge

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Pipetten Research
(0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PowerPac 200 power supply for electrophoresis
system

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Rocky 3D

Labortechnik Frobel, Lindau, Deutschland

Rotor SW 41 Ti, Swinging-Bucket, Titanium Head
and Buckets, 6 x 13.2 ml

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Sunrise microplate reader for ELISA assays

TECAN, Mannedorf, Schweiz

Thermoblock TDB-120

BioSan, Riga, Lettland

Wasserbad

Koéttermann, Hénigsen, Deutschland

Savant DNA 110 SpeedVac System for vacuum
centrifuge

Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland
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3.1.2 Gebrauchsmaterialien

Tab. 2: Verwendete Gebrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma

Amersham Hyperfilm ECL chemiluminescence
film

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Blaubrand-Zahlkammer (Neubauer)

Brand, Wertheim, Deutschland

Blotting Paper Grade GB003

Whatman, Dassel, Deutschland

Deckglaschen 10 x10 mm

Paul Marienfeld, Lauda-Ko6nigshofen, Deutschland

Einmalkaniile Sterican (24G, 27G)

B. Braun Melsungen, Tuttlingen, Deutschland

Gewebekulturschalen 100 x 20 mm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mikrotestplatte aus PS mit 96 flachen
Vertiefungen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Mini-PROTEAN 3 Short Plates

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-PROTEAN 3 Spacer Plates with 1,5 mm
spacers

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-PROTEAN Comb (15-well; 1,5 mm Kamm)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Multiwell cell culture plate (24 well, 48 well)

BD Falcon, Franklin Lakes, USA

Parafilm M all-purpose laboratory film

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA

Pipettenspitzen (10 pul, 200 pl, 1000 pl)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Protran Nitrocellulose transfer membrane
(Protran BAS83, 0.2 pm)

Whatman, Dassel, Deutschland

Reagenz- und Zentrifugenréhren mit konischem
Boden, Schraubverschluss aus HD-PE
(15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Safe-Lock Gefédlie (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Spritzen Injekt Solo (5 ml, 20 ml)

B. Braun Melsungen, Tuttlingen, Deutschland

Spritzenfilter 0,22 um Rotilabo

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ultra-Clear Tubes 344059; 13,2 ml; 14 x 89 mm

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Zellkulturflaschen mit roter PE-Beliiftungskappe
(75 cm?, 175 cm?)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

3.1.3 Antikorper, Sets und Enzyme

Tab. 3: Verwendete Antikérper, Sets und Enzyme

Bezeichnung Firma

Antikorper 553738 . .

Rat polyclonal IgG anti Mouse CD14 BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA
Antikdrper ab22595

Rabbit polyclonal IgG anti Calnexin

Abcam, Cambridge, UK
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Bezeichnung Firma

?:tt)ibki?rﬁ:lryill)jnlzizl?gG anti Flotillin 1 Abcam, Cambridge, UK
ﬁ:l;i‘bki?r[ﬁflryillj:;i“l(;G anti Mouse TLR2 Abcam, Cambridge, UK
éggfﬁglf;iﬁiﬁ?g % anti Human TLR2 R&D systems, Minneapolis, USA
?:tt)ibki?rﬁ:lryi?olni(l) anti Goat IgG, HRP-conjugated Dako, Hamburg, Deutschland
ﬁ:l?bki?rlf:lrylc) {)O‘i? anti Rat 1gG, HRP-conjugated Dako, Hamburg, Deutschland
Antikdrper W4011

Goat polyclonal anti Rabbit IgG, HRP-conjugated

Promega, Madison, USA

BamHI Restriktionsendunuklease
supplied with NEBuffer 3 (10X), BSA (100X)

New England Biolabs, Ipswich, USA

Bglll Restriktionsendunuklease
supplied with NEBuffer 3 (10X)

New England Biolabs, Ipswich, USA

Human IL-6 DuoSet ELISA Kit

R&D Systems, Minneapolis, USA

Mouse CCL2 (MCP-1) ELISA Ready-SET-Go!

eBioscience, San Diego, USA

Mouse TNF alpha ELISA Ready-SET-Go!

eBioscience, San Diego, USA

OptEIA Human MCP-1 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

OptEIA Human TNF ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Protein Assay

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

3.1.4 Substanzen und Chemikalien

Tab. 4: Verwendete Substanzen und Chemikalien

Bezeichnung

Firma

100 bp DNA Ladder

New England Biolabs, Ipswich, USA

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese Losung 30%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Amyloid Bs,

B. Penke, Universitit Szeged, Ungarn

Antibiotic-Antimycotic (100X) liquid

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

APS (Ammoniumpersulfat)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biozym LE Agarose

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Blasticidin S hydrochloride (>98.0 %)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Bromophenol Blau

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

BSA (Bovine Serum Albumin)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

CHAPSO
(3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-
hydroxy-1-propanesulfonate)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
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Bezeichnung

Firma

ColorPlus Prestained Protein Marker,
Broad Range (7-175 kDa) #P7709S

New England Biolabs, Ipswich, USA

Complete protease inhibitor cocktail tablets

Roche, Mannheim, Deutschland

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
High Glucose, L-Glutamine, Phenol Red, Liquid

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid Lésung 1% (10 mg/ml)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FCS (Fetal calf serum)

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

GBX Developer and Replenisher

Kodak, Rochester, USA

GBX Fixer and Replenisher

Kodak, Rochester, USA

Gel Loading Dye, Blue (6X)

New England Biolabs, Ipswich, USA

Gibco RPMI 1640 Medium, L-Glutamine, Phenol
Red, Liquid

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin 2.0 (10 mM Glycine-HCI, pH2.0) GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
H,SO, (Schwefelsdure) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ham’s F12 Medium, L-Glutamine, 25 mM Hepes,
1,176 g/l NaHCO;, without Phenol Red

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

HCI (Salzsdure)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

HFIP (1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol,
>99,8%)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Isofluran

Baxter, Unterschlei3heim, Deutschland

Isopropanol

Hedinger, Stuttgart, Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

KCl (Kaliumchlorid, CELLPURE"™)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat, >99 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

LPS von E. Coli (Serotype O111:B4)

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland

MES (2-[N-Morpholino]-ethansulfonséure)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Na,HPO, * 2H,0 (di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, >99,5 %)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Na3;VO, (Sodium orthovanadate)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

NaCl (Kochsalz; CELLPURE®)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaF (Natriumfluorid)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaHCO; (Natriumbicarbonat)

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Bezeichnung Firma

OptEIA TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences, San Diego, USA

Opti-MEM I Reduced Serum Medium, Liquid Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Pam3CSK4 InvivoGen, San Diego, USA

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
PMSF (Phenylmethanesulfonylfluoride) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Rotiphorese 10x TBE-Puffer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Saccharose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TEMED (N,N,N’ N’-Tetramethylethylenediamine) | Serva Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Trypanblau-Losung 0,4%, fliissig, steril-gefiltert Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
Trypsin-EDTA 0,05% Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

TWEEN 20 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Western lightning plus-ECL Enhanced
Chemiluminescence Substrate: Oxidizing reagent | Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland
plus and Enhanced luminol reagent plus

B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, Deutschland

3.1.5 Salzlésungen

Tab. 5: Salzlosungen bzw. -puffer

PBS (in dH,0) TBS (in dH20)
NaCl 137 mM 150 mM
KCl 2,7 mM -
Na,HPO, * 2H,0 10 mM -
KH2PO4 2,0 mM -
Tris-Base - 50 mM

MBS (in dH,0)

NaCl 150 mM
MES 25 mM

3.1.6 Stimulantien

Neben humanem Amyloid B4, wurden Pam3CSK4 und LPS als Stimulantien eingesetzt.
Nach Herstellerangabe handelt es sich bei Pam3CSK4 um ein synthetisches tripal-
mitoyliertes Lipopeptid, das den acylierten Amino-Terminus von bakteriellen
Lipoproteinen nachbildet. Die Erkennung von Pam3CSK4 wird iiber TLR2 vermittelt,

welches die Signale zusammen mit TLR1 transduziert.
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LPS ist eine Hauptkomponente der dufleren Zellwand von Gram(-)-Bakterien und ein
starker Aktivator des Immunsystems. Die Erkennung von LPS wird mit Hilfe von CD14
v.a. Uber TLR4 vermittelt [50]. Nach Herstellerangabe wirkt das verwendete LPS als ein
spezifischer Aktivator von TLR4 ohne Auswirkung auf TLR2.

3.1.7 Zelltypen und Organismen

3.1.7.1 THP-1-Zellen

Bei den THP-1-Zellen handelt es sich um Suspensionszellen einer Zelllinie, die von
einer humanen Monozytenleukédmie abstammen und ihre monozytiren Eigenschaften
beibehalten haben [77]. Sie wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) bezogen.

3.1.7.2 ASM-Mduse

Zur Verfiigung standen Méuse mit verschiedenen Genexpressionen der ASM: Wild-
Type (wt), (+/-) und (—/-). Die Méuse stammen aus Labor eigener Zucht mit C57BL6/J-

Hintergrund.

3.1.8 Plasmidvektoren

Freundlicherweise wurden die zwei erforderlichen Plasmide (basierend auf
pcDNA™6 2-GW/EmGFP/miR  Validated miRNA Vector; Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland) mit Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen BamHI und BglII zur
Verfligung gestellt. Beide Plasmidvektoren verfligten iliber einen Cytomegalievirus-
Promoter (Pcmy). Durch die starke Affinitdt der RNA-Polymerase II zu diesem
Promotor wird in den meisten Sdugetierzellen eine hohe konstitutive Expression der
gewlinschten Gene erreicht. Zusétzlich befanden sich auf beiden Plasmiden eine
Blasticidin-Resistenz zur Selektion der Zellen sowie das Emerald Green Fluorescent
Protein (EmGFP) fiir den optischen Nachweis der Transfektion.

In das ASM-Knock-Down (KD)-Plasmid war ein sog. Insert kloniert, das die
Basensequenz der pre-miRNA fiir den KD der ASM enthielt. Das Kontroll-KD-Plasmid

enthielt eine pre-miRNA, die kein bekanntes Gen als Zielstruktur aufweist, und diente
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dazu, die Bedingungen wihrend der Experimente mit den zwei verschiedenen Zell-

Typen anzugleichen.

BamH 1

5 35 3 3 ik =i
8 53 &% S 838 &2
| A/ \ [ \l/ \/
EmGEP 5" miR flanking CAGG  3'miR flanking | 5’ miR flanking | 'miR-neg 3’ miR flanking

region ACGA. region region control  region

pcDNA™6.2-GW/ PeDNA"6.2-Gw/

EmGFP-miR-neg
control plasmid

5759 bp

EmGFP-miR
5699 bp

Abb. 8: Struktur der Plasmidvektoren

Gezeigt sind die Grundstrukturen der erworbenen Plasmide von Invitrogen (Darmstadt, Deutschland).
Map and Features des pcDNA™6.2-GW/ EmGFP-miR (linke Seite).
Map and Features des pcDNA™6.2-GW/ EmGFP-miR-neg control plasmid (rechte Seite).

Tab. 6: Verwendete Restriktionsendonukleasen

BamHI Bglll
Schnittstelle 5...GGATCC...¥ 5. AGATCT...3
3...CCTAGG...5 3. .TCTAGA...5

3.2 Methoden

3.2.1 Entwickeln von THP-1-Knockdown-Zellen

Die RNA-Interferenz (RNAi1) ermoglicht es, die Expression von Genen zu vermindern
und als Folge die Funktion von Proteinen in Zellen zu erforschen.

Auf posttranskriptioneller Ebene wurde die Produktion der sauren Sphingomyelinase
verringert, indem ein Plasmid in die Zellen eingebracht wurde. Das ASM-Plasmid
enthielt u.a. auch ein etwa 68 Basenpaare langes Insert, das neben einer sog.
Haarnadelstruktur-Sequenz auch die Sequenz der ASM und deren komplementére
Basenreihenfolge beinhaltete. Nach der Transkription dieser Nukleotidsequenz bildete
sich eine doppelstringige RNA mit Haarnadelstruktur (shRNA). Diese pre-miRNA
genannte Struktur wurde durch Ribonukleinasen zu kleinen einzelstrangigen miRNAs

prozessiert, die in das RNA-induced silencing complex (RISC) aufgenommen wurden.
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Das RISC wiederum sorgte nach Bindung der ASM-mRNA fiir deren Abbau und somit

fiir eine verminderte Proteinexpression der ASM in der Zelle.

3.2.1.1 Insertionskontrolle der Plasmidvektoren - Agarose-Gelelektrophorese

Durch Agarose-Gelelektrophorese (AGE) konnen Nukleinsdurestringe entsprechend
ihrer GroBe aufgetrennt werden. Je grofer ihre Masse ist, desto langsamer bewegen sie
sich entlang eines elektrischen Feldes durch die Poren des Agarosegels.

Die AGE diente dem Nachweis der o.g. Insert-Nukleotide in den Plasmiden. Zur
Herstellung des 1% Agarose-Gels wurden 1000 mg Agarosepulver in 100 ml Tris-
Borat-EDTA-Puffer (TBE) mit 2 ul 1%igem Ethidiumbromid vermischt.

Tab. 7: Restriction Digest der Plasmide durch BamHI und BgllI

Menge o. Konzentration

Plasmid-DNA S5ug

NEBuffer 3 (10x) 3ul

BSA (NEBiolabs) 100 pg/ml

BamHI 20 units bzw. 1ul
Bglll 20 units bzw. 1l
ddH20 Auf 25 pl aufgefiillt

Um die gesuchte Nukleotidsequenz aus dem Plasmid zu trennen, wurden die 25 pl
Proben (s. Tab. 7) zur Verdauung durch die beiden Restriktionsendonukleasen an den
0.g. Schnittpunkten an der Plasmidstruktur bei 37°C 2 Stunden inkubiert. Im Anschluss
wurden je 10 pl der beiden Proben mit 2 pl Gel Loading Dye (6x) vermischt und neben
der DNA Ladder in die Taschen des Agarosegels geladen. Das Gel wurde in eine mit
TBE gefiillte Elektrophoresekammer gelegt und ca. 1 Stunde eine Spannung von 100 V
angelegt. Die DNA-Banden wurden auf dem UV-Fluorescent Table betrachtet.

3.2.1.2 Transfektion der THP-1-Zellen

Das Transfizieren humaner Zellen mit Plasmid-DNA dient der Analyse funktionaler
Mechanismen und wurde mit dem kommerziellen Reagenz Lipofectamine 2000 durch-
gefiihrt.

In zwei Vertiefungen einer 24-well Zellkulturschale wurden 5 x 10> THP-1-Wild-Type-
Zellen in 500 pl sterilem Opti-MEM mit 10% FCS ausplattiert. In jeweils 50 pl Opti-
MEM wurde 1 pg Plasmid-DNA eines Typs vorsichtig geldst. 6 ul Lipofectamine 2000
Transfection Reagent wurden in 100 pl Opti-MEM vermengt und 5 Minuten bei
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Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurden je 50 ul der verdiinnten DNA
mit 50 pl Lipofectamine-Losung vermischt und bei RT 20 Minuten inkubiert. Die
jeweils 100 pl entstandenen Nukleinsdure-Lipofectamin-Komplexe wurden den THP-1-
Wild-Type-Zellen zugegeben und diese 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, bebriitet.
Darauf wurden die Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen mit RPMI 1640 mit 10% FCS
und 1% Antibiotic-Antimycotic kultiviert. Nach weiteren 24 Stunden wurde dem
Medium zur Selektion und Etablierung einer stabilen transfizierten Zelllinie 12 pg/ml
Blasticidin zugesetzt und fiir 4 Wochen beibehalten. Alle 3 Tage wurde das Medium

gewechselt.

3.2.1.3 Nachweis der Transfektion - Fluoreszenzmikroskopie

Zum Nachweis der Transfektion der THP-1-Zellen wurden diese auf einen Objekttrager
geladen und unter dem Mikroskop (Nikon Eclipse E600 Microscope mit geeignetem
Aufbau) betrachtet. AnschlieBend wurde ein Filter eingestellt, um nur das Licht der
Wellenldnge 509 nm zu erhalten, das vom Emerald GFP der transfizierten Zellen

emittiert wurde.

3.2.2 BMDM- und Gewebegewinnung aus ASM-Mausen

Zur Gewinnung von Bone Marrow-Derived Macrophages (BMDMs) und Hirngewebe
wurden die Méduse der o.g. Typen mit Isofluran eingeschlédfert und in 70% Ethanol
getaucht. Anschliefend wurden sie ziligig transkardial mit einer 24G-Nadel mit etwa
20 ml PBS perfundiert.

Um das Gehirn zu isolieren, wurde der Kopf abgetrennt und die Schiadeldecke vor-
sichtig gedffnet. Daraufhin wurde das Gehirn entnommen und in einer Petrischale das
Cerebellum abgetrennt. Anschliefend wurde es in beide Hemisphéren geteilt und diese
jeweils in 1,5 ml Tubes schockgefroren und bis zur Nutzung bei -80°C gelagert.

Zur Isolierung der Makrophagen aus dem Knochenmark wurden die Beine der Maus
von Beckenknochen und Ful} separiert und von den Weichteilen befreit. So wurden
Femora und Tibiae entnommen. Diese wurden in PBS gesammelt und an den Enden
aufgeschnitten. Das Knochenmark wurde mit einer 24G-Nadel in eine weitere Kultur-
schale mit PBS gegeben. AnschlieBend wurde es mit der Nadel im PBS suspendiert und
fiir 8 min bei 300xg und 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Pellet mit 2 ml hypotonem
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Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und 1 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
6 ml sterilem PBS wurde unter gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, die Zellen in DMEM + 10% FCS + 1% Antibiotic-Antimycotic
resuspendiert und im Inkubator 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.
AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium durch dasselbe mit jedoch zusitzlich 20%
L929 konditioniertem Medium ersetzt, um eine Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen zu erreichen. Nach etwa 2 Wochen konnten die BMDMs fiir Experimente

genutzt werden.

Tab. 8: Zusammensetzung des Erythrozyten-Lysepuffers

Konzentration

Ammoniumchlorid 0,156 M
Kaliumhydrogencarbonat 0,01 M
EDTA 0,1 mM

3.2.3 Praparation der AB-Peptide

Humanes Amyloid B4, wurde in gefriergetrockneter Form vom Department of Medical
Chemistry der Universitit Szeged zur Verfligung gestellt. Die Arbeitsgruppe um B.
Penke veroffentlichte zu Synthese und Charakterisierung des AP eine ausfiihrliche
Beschreibung [78]. Zuerst wurde das A4, deaggregiert, indem 1 mg A4, fiir 1 Stunde
in 0,5ml HFIP gelost wurde. AnschlieBend wurde das HFIP durch Vakuum-
Zentrifugation im SpeedVac-System fiir 2,5 Stunden bei RT entfernt. Die Peptide
wurden in 40 pl DMSO gelost und danach auf die Konzentration von 100 uM in Ham’s
F12 Medium verdiinnt. Nach 1 Woche Inkubation bei 37°C wurden sie fiir die

Experimente genutzt.

3.2.4 Zellkulturarbeit

Tab. 9: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zellkulturmedium RPMI: RPMI 1640 Medium 445 ml
(THP-1-KD-Zellen) FCS 50 ml
Antibiotic-Antimycotic Sml
Zellkulturmedium DMEM DMEM 345 ml
(BMDMs) FCS 50 ml
Antibiotic-Antimycotic Sml
1.929-Zell-Uberstand 100 ml

Das FCS wurde mit einem 0,22 pm Spritzenfilter gefiltert und das Medium bei 4°C gelagert.
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3.2.4.1 THP-1-KD-Zellen

Beide Typen der transfizierten THP-1-Zellen wurden in RPMI-Zellkulturmedium mit
6 pg/ml Blasticidin bei 37°C und 5% CO, in Zellkulturflaschen mit 75¢cm? und 175 cm?
kultiviert. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt, vor Versuchen 1 Tag vorher.

Zur Stimulierung der beiden Zelllinien wurden pro Zelltyp jeweils 500 pl
Zellsuspension, bestehend aus RPMI-Medium mit 10 nM PMA und 6 x 10° THP-1-
Zellen, in eine Vertiefung der 48-well Mikrotestplatte pipettiert. Die Platten wurden
anschlieBend 48 Stunden bei 37°C und 5% CO,; inkubiert, so dass sich die Zellen zu
Makrophagen differenzierten und am Boden der Vertiefung adhirierten. Danach wurde
der Uberstand entfernt und jeweils 500 pl Zellmedium fiir weitere 24 Stunden
Inkubation hineinpipettiert. Nach erneutem Entfernen des Uberstands wurden je
Vertiefung 200 pl Zellkulturmedium als Kontrolle und zur Stimulation mit zusétzlich
1,0 pg/ml Pam3CSK4, 1,0 ng/ml LPS oder 10 uM A4 hineingegeben und 24 Stunden
bis zum ELISA inkubiert.

3.2.4.2 Murine BMDMs

Die BMDMs wurden in DMEM-Zellkulturmedium bei 37°C und 5% CO2 in 10 cm
Gewebekulturschalen kultiviert. Das Medium wurde alle 3 Tage gewechselt, vor
Versuchen 1 Tag vorher. Fiir Experimente wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
ca. 8 min mit 0,05% Trypsin-EDTA von der Kulturschalen-Oberfldche gelost.

Die Stimulierung der BMDMs erfolgte im Vorfeld zum ELISA nach demselben Prinzip
wie bei den THP-1-Zellen. Dazu wurden pro Vertiefung 2 x 10° Zellen auf eine 48-well
Mikrotestplatte in 200 pl DMEM-Medium zur Kontrolle und zur Stimulation mit
jeweils 1,0 ng/ml sowie 10 ng/ml Pam3CSK4 bzw. LPS oder 5 uM sowie 10 uM A4,

ausgesat.

3.2.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Durch das antikdrperbasierte Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) konnen
durch enzymatische Farbreaktion Antigene nachgewiesen werden.

Mit Hilfe kommerziell erhiltlicher ELISA-Sets konnte die Konzentrationen von TNF-a,
MCP-1 und IL-6 im Uberstand der stimulierten THP-1-Zellen sowie die Konzentra-
tionen von TNF-a und MCP-1 im Uberstand der stimulierten BMDMs ermittelt werden.
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Dies geschah gemid3 den Protokollen des entsprechenden Herstellers. Fiir das
Verdiinnungsverhéltnis der jeweiligen Antikorper bzw. der Standardverdiinnungsreihe
wurden die chargenspezifischen Instruktionen herangezogen.

1 Tag vor der Messung wurden je 100 pl Capture-Antikorper gelost im Coating-Puffer
in die Vertiefungen der 96-well Mikrowelltestplatten pipettiert. Diese wurden mit
Parafilm versiegelt und so {iber Nacht bei 4°C gecoatet.

Nach Absaugen der Wells wurden sie 3-mal mit mindestens 300l Wash-Puffer gewa-
schen, wobei nach jedem Mal der Puffer moglichst komplett entfernt wurde. Nach dem
letzten Waschgang wurden die Platten umgedreht und auf Papiertiichern abgeklopft.
AnschlieBend wurden die Testplatten mit 200 pl Assay-Diluent pro Vertiefung befiillt,
versiegelt und so 1 Stunde bei RT geblockt.

Danach wurden sie 5-mal nach dem o.g. Prinzip gewaschen. In die fiir die Proben
vorgesehenen Vertiefungen wurden 50 pl des Assay-Diluent pipettiert und diese in
Folge mit je 50 ul des Uberstands der stimulierten Zellen aufgefiillt. Jeweils 100 ul der
Standardverdiinnungsreihe (0 - 500 pg/ml) wurden in die dafiir zugewiesenen Wells
pipettiert. Danach wurden die Platten versiegelt und 2 Stunden bei RT inkubiert.

Die Platten wurden 5-mal gewaschen. Darauf wurden 100 pl des Detection-Antikorpers
und Streptavidin-HRPs in Assay-Diluent verdiinnt und in die entsprechenden Vertie-
fungen gegeben. Die Platten wurden versiegelt und 1 Stunde bei RT inkubiert.
Nachfolgend wurden sie 7-mal gewaschen. In jede Vertiefung wurden 100 pl der
Substratlosung gegeben, die Platten anschliefend zum Mischen vorsichtig angetippt und
30 Minuten bei RT im Dunkeln bebriitet.

Anschliefend wurden zusdtzlich 50 pl Stop-Losung in jede Vertiefung pipettiert und
innerhalb von 30 Minuten die Absorption bei 450 nm ausgelesen. Die Referenzmessung
erfolgte bei 570 nm und wurde von den Ergebnissen mit 450 nm subtrahiert. Die
Auswertung der Rohdaten erfolgte anhand der Standardverdiinnungskurve jeweils mit

Hilfe der in den Ergebnissen angegebenen Software.

Beim Human IL-6 DuoSet von R&D wurde der Detection-Antikdrper separat in 100 pl
Assay-Diluent hinzugegeben und nach Versiegeln 24 Stunden lang bei 4°C inkubiert.
Nach 5-maligem Waschen wurden die Platten dann mit 100 pl Streptavidin-HRP in
Assay-Diluent 20 Minuten bei RT im Dunkeln bebriitet.
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Bei den eBioscience-Sets wurde der Detection-Antikérper ebenso separat in 100 pl
Assay-Diluent hinzugegeben und 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach 5-maligem Waschen
wurden die Platten mit 100 pl Avidin-HRP in Assay-Diluent 30 Minuten bei RT im
Dunkeln bebriitet.

Beim OptEIA human TNF Set wurden aufgrund eines schwachen Signals 100 pl

anstelle 50 pl des Zelliiberstandes verwendet, die Proben also nicht verdiinnt.

Tab. 10: Puffer und Losungen fiir ELISA

BD OptEIA Sets R&D DuoSet
Coating-Puffer 0,1 M Natriumbicarbonat PBS
Assay Diluent PBS + 10% FCS PBS + 1% BSA
Wash-Puffer PBS + 0,05% TWEEN 20 PBS +0,05% TWEEN 20
Substratlosung TMB Substrate Reagent Set TMB Substrate Reagent Set
Stop-Losung 2 N H,SO, 2 N H,SO,

Bei den eBioscience-Sets gehorten Coating Buffer, Assay Diluent und Substratlosung zum Lieferumfang,
Wash-Puffer und Stop-Losung wurden dieselben wie bei BD oder R&D genutzt.

3.2.6 Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) mit Saccharose

Fiir die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) wurden 40 Millionen THP-1-Zellen oder
jeweils die linke Hemisphdre der o.g. Miuse herangezogen. Zur Isolierung der Lipid
Rafts wurde das Zellmaterial auf Eis mit 4°C kiihlen Puffern bearbeitet. Beide
Probenarten wurden ziigig in TBS mit 1% Triton X-100 und die Hemisphdren daneben
auch in MBS mit 1% CHAPSO homogenisiert. Zur Proteaseninhibition wurde den
Puffern je 1x Complete Protease Inhibitor Cocktail, ImM PMSF, SmM NaF und 1mM
Na3;VO4 zugesetzt.

Die Proben wurden zur Homogenisierung jeweils 20-mal durch eine 24G-Nadel
gezogen und anschlieBend 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden sie 10 Minuten
bei 1000xg und 4°C zentrifugiert und der postnukleire Uberstand entnommen.
Nachfolgend wurde der gesamte Uberstand in ein Safe-Lock GefiB transferiert und
entweder bei -80°C eingefroren oder direkt fiir die DGZ genutzt.

Nachdem 1 ml des postnuklediren Uberstandes auf den Boden der Ultrazentrifugen-
Tubes pipettiert worden waren, wurde dieser mit 1 ml 83% Ldsung (w/v) von
Saccharose in — je nach zuvor genutztem Puffer — TBS oder MBS vermischt. Ein
diskontinuierlicher 5-35-41,5% Saccharose-Gradient wurde erstellt, indem 6 ml einer

35% Saccharose in TBS/MBS-L6sung und anschlieBend 4 ml einer 5% Saccharose in
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TBS/MBS-Losung aufgeschichtet wurden. Im Anschluss wurden die befiillten Tubes 18
Stunden bei 38.000 U x min™' und 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
Nachfolgend wurden den Tubes von oben nach unten insgesamt 12 Fraktionen von je

1 ml entnommen und entweder bei -80°C eingefroren oder direkt weiter prozessiert.

3.2.7 Proteinbestimmung in den DGZ-Fraktionen des Maus-GroBhirns

Mit Hilfe des Protein Assays nach der photometrischen Methode von Bradford [79]
wurde die Konzentration der 16slichen Proteine in den DGZ-Fraktionen der Maus-
Hemisphéren bestimmt. Als Standard diente das bovine Serum-Albumin.

Von der Standardverdiinnungsreihe (0 — 500 pg/ml) und den Proben aus den einzelnen
Fraktionen wurden je 10 ul in eine Vertiefung einer 96-well Mikrowelltestplatte
pipettiert und mit je 200 ul des Dye Reagents (1x) sorgfiltig vermischt. Die Absorption
wurde bei 595 nm mit dem Microplate Reader ausgelesen und die Auswertung erfolgte

anhand der Standardverdiinnungskurve mit Hilfe von Microsoft Excel 2010.

3.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der Sodium-Dodecyl-Sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kon-
nen Proteine anhand ihrer elektrophoretischen Mobilitdt voneinander getrennt werden.
Durch Behandeln der Proteine mit SDS weisen sie dieselbe negative Ladung pro Masse
auf. Daher bewegen sie sich im elektrischen Feld abhidngig von ihrer Grof3e unterschied-
lich schnell durch die Gelmatrix und kdnnen so aufgetrennt werden.

Ein 1,5 mm dickes Gel bestand aus dem oberen Anteil des Stacking Gels zum Beladen
und dem unteren Anteil des Separating Gels fiir die Auftrennung der Proteine. Zuerst
wurde das Separating Gel gegossen und Isopropanol dariiber geschichtet, um spéter eine
glatte Trennlinie zwischen den beiden Gelarten zu erhalten. Nach der Polymerisation
des Separating Gels wurde das Isopropanol entfernt und das Stacking Gel
aufgeschichtet. Nachdem die Mini-PROTEAN 3 Elektrophoresekammer mit SDS-
PAGE Puffer befiillt wurde, wurden zwei Gele geladen.

20 pl Probe aus den jeweiligen Fraktionen der DGZ wurden mit 10 pul Sample Loading
Buffer (3x) vermischt und 5 Minuten bei 95°C im Thermoblock erhitzt. AnschlieSend
wurden die SDS behandelten Proben kurz auf Eis abgekiihlt und etwaige Reste aus dem

Deckel des Safe-Lock Gefidlles zentrifugiert.
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Die Taschen der Gele wurden mit 10 pl Proteinmarker (ColorPlus Prestained Protein
Marker, New England Biolabs, P7709) bzw. je 30 ul SDS behandelte Proben beladen
und die Kammer mit 120 V bei V=const. und ca. 0,20 A etwa 120 Minuten betrieben.

Tab. 11: Zusammensetzung des SDS-PAGE Gels

Stacking Gel 5% Separating Gel 10%
Acrylamid/Bisacrylamid 30% 630 pl 3,225 ml
Tris HCI pH 6,8 1,41 ml 0
Tris HCI pH 8,8 0 3,75 ml
H,0 bidest. 1,65 ml 2,475 ml
20% SDS 18,8 ul 48,75 ul
TEMED 4,5 pl 12 pl
10x APS 37,5 ul 97,5 ul

Die angegebene Menge wurde fiir die Anfertigung eines Gels genutzt.

Tab. 12: Zusammensetzung des SDS-PAGE Puffers (10x)

Konzentration Menge
Tris-Base 025M 30,3 ¢g
Glycin 1,92 M 1441 ¢
SDS 1 % 10g
ddH,O Auf 1 Liter auffiillen

Bei 4°C gelagert. Fiir Elektrophorese auf 1x mit ddH,O verdiinnt.

Tab. 13: Zusammensetzung des SDS-PAGE Sample Loading Puffers (3x)

Menge
IM Tris-Cl pH 6.8 2,4 ml
20% SDS 3ml
100% Glycerol 3ml
-Mercaptoethanol 1,6 ml
Bromophenol Blau 0,006 g

Bei 4°C gelagert. B-Mercaptoethanol wurde jeweils frisch zugeben.

3.2.9 Weaestern Blot

Durch Western Blot konnen die aufgetrennten Proteine auf eine Membran {ibertragen,
mit spezifischen Antikorpern markiert und mit einer nachgeschalteten Reaktion sichtbar
gemacht werden. Mit Hilfe eines Proteinmarkers kann ihre GroBe grob abgeschitzt wer-
den. Bei bekannter Proteingrof3e kann so nach bestimmten Proteinen gesucht werden.

Nachdem die Proteine mit der SDS-PAGE voneinander getrennt worden waren, wurden
sie auf eine Whatman-Nitrozellulosemembran mit der Porengréfe 0,20 um transferiert.
Das dazu notwendige Blotting-Sandwich wurde ohne SDS-Gel in einer Schale mit

Transferpuffer vorbereitet und wenige Minuten eingelegt. Danach wurde das Gel im
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Transferpuffer den beiden Glasplatten entnommen und an seinen Platz im Blotting-

Sandwich iibergeben.

Tab. 14: Zusammensetzung des Blotting-Sandwich

Schwarze Seite / Minuspol Schwamm
Whatman-Papier
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran
Whatman-Papier

Durchsichtige Seite / Pluspol ~ Schwamm

Das moglichst blasenfreie Sandwich wurde in die Mini Trans-Blot Cell eingelegt und
Transferpuffer sowie ein Kiihlaggregat hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Pro-
teine mit 200 mA bei I=const und ca. 120 V 80 Minuten auf die Membran transferiert.
Danach wurde die Membran entnommen, ihre Seitenorientierung markiert und bei RT
1 Stunde mit dem Blockpuffer auf dem Rotator geblockt. Nachdem die Membran 2-mal
5 Minuten in PBS auf dem Rocky 3D gewaschen wurde, wurde sie mit den beiden
ersten Primérantikorpern (s. Tab. 17 fiir THP-1 und Tab. 18 fiir Maus-Homogenate) in
der angegebenen Verdiinnung iiber Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert.

Die Membran wurde durch 5-mal 10 Minuten Waschen in PBS auf dem Rocky 3D von
den ungebundenen Antikorpern befreit. AnschlieBend wurde sie 2 Stunden bei RT auf
dem Rotator mit dem ersten Sekunddrantikdrper inkubiert, der mit Horseradish-
Peroxidase (HRP) konjugiert war.

Nach erneutem 4-mal 10-miniitigem Waschen nach o.g. Prinzip wurde auf die Membran
gleichmdfig das Western Lightning Solution (Oxidizing Reagent Plus und Enhanced
Luminol Reagent Plus im Verhiltnis 1:1) gegeben und die Membran so 1 Minute lang
entwickelt. Danach wurde im Dunkeln ziigig der Chemilumineszenz-Film auf die
Membran gebracht und je nach Bedarf zwischen 1 und 30 Minuten belichtet. Der Film
wurde dann mit Hilfe der Developer- und der Fixer-Losung entwickelt.

Nachdem die Membran wieder 2-mal 5 Minuten gewaschen worden war, wurde sie mit
dem 2. Sekundérantikdrper 2 Stunden bei RT auf dem Rotator inkubiert. Die Membran
wurde erneut 4-mal 10 Minuten gewaschen und anschlieBend nach o.g. Methode
entwickelt.

Dieses Prinzip wurde fiir die weiteren Antikorper fortgesetzt, sofern sich die Signale
nicht {liberschneiden. Nach dem Entwickeln wurde die Membran jeweils 2-mal 5

Minuten gewaschen und anschlieBend 1 Stunde bei RT mit dem Blockpuffer geblockt.
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Nach erneutem 2-mal 5-miniitigem Waschen wurde die Membran mit dem jeweiligen
Primérantikorper liber Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Anschliefend wurde
die Membran 5-mal 10 Minuten gewaschen und mit dem zugehorigen Sekundiranti-
korper 2 Stunden bei RT auf dem Rotator inkubiert. Nach 4-mal 10-miniitigem Wa-
schen wurde die Membran wieder entwickelt.

Die Auswertung der gescannten Filme und die Densitometrie der Flotillin-1-Banden der

THP-1-Homogenate wurden mit der ImageJ-Software V1.45 durchgefiihrt.

Tab. 15: Zusammensetzung des Transferpuffers

Menge
Stock (10x) (4°C) Tris-Base 303 ¢g
Glycin 1441 g
ddH,0O Auf 1 Liter auffiillen
Transfer-Puffer Stock (10x) 100 ml
Methanol 200 ml
ddH,O Auf 1 Liter auffiillen

Tab. 16: Zusammensetzung des Blockpuffers

Milchpulver
PBS

Menge

5g
50 ml

Tab. 17: Antikérper fiir Western Blot (THP-1)

1./2. Primédrantikorper
(beide zusammen)

1. Sekundérantikorper

2. Sekundérantikorper

3. Primérantikdrper

3. Sekundérantikorper

Antikdrper
Rabbit anti Flotillin 1

Goat anti Human TLR2
Goat anti Rabbit IgG
(HRP-conjugated)

Rabbit anti Goat IgG
(HRP-conjugated)

Rabbit anti Calnexin

Goat anti Rabbit IgG
(HRP-conjugated)

Verdiinnung

1:1000 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)
1:1000 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)

1:5000 in PBS
+ 0,5% Milchpulver (w/v)

1:2500 in PBS
+ 2% Milchpulver (w/v)

1:500 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)

1:5000 in PBS
+ 0,5% Milchpulver (w/v)
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Tab. 18: Antikorper fiir Western Blot (Maus-Grofhirn)

Material und Methoden

1./2. Primérantikorper
(beide zusammen)

1. Sekundérantikorper

2. Sekundérantikdrper

3. Primérantikorper

3. Sekundérantikorper

4. Primédrantikorper

4. Sekundédrantikdrper

Antikdrper
Rabbit anti Flotillin 1

Rat anti Mouse CD14
Goat anti Rabbit [gG
(HRP-conjugated)

Rabbit anti Rat IgG
(HRP-conjugated)

Rabbit anti Mouse TLR2

Goat anti Rabbit IgG
(HRP-conjugated)

Rabbit anti Calnexin

Goat anti Rabbit IgG
(HRP-conjugated)

Verdiinnung

1:1000 in PBS

+ 1% Milchpulver (w/v)
1:500 in PBS

+ 1% Milchpulver (w/v)

1:5000 in PBS
+ 0,5% Milchpulver (w/v)

1:1000 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)

1:1000 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)

1:5000 in PBS
+ 0,5% Milchpulver (w/v)

1:500 in PBS
+ 1% Milchpulver (w/v)

1:5000 in PBS
+ 0,5% Milchpulver (w/v)
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4 Ergebnisse

4.1 Insertionskontrolle der Plasmidvektoren

Zum Nachweis der Inserts wurden die Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen
BamHI und Bglll verdaut, um die Inserts auszuschneiden. Im Anschluss wurden die
Fragmente durch Gelelektrophorese mit einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Dabei zeigte
sich bei beiden Plasmiden bei etwa 200 bp eine Bande, bei denen es sich um die Inserts

handelt (s. Abb. 9).

Vektor

1517 bp

300 bp

200'bp Insert

100 bp

ASM-KD Kontroll-KD

Abb. 9: Insertionskontrolle der Plasmidvektoren

Nachweis der Inserts in den Plasmiden mittels 1% Agarose-Gelelektrophorese und Farbung mit
Ethidiumbromid. Betrachtung auf dem Multiband UV-Fluorescent Table. Auf der linken Seite befinden
sich die Banden der 100 bp DNA Ladder, in der Mitte diejenigen des ASM-KD-Plasmids und auf der
rechten Seite diejenigen des Kontroll-KD-Plasmids. Im Bereich von ca. 200 bp befinden sich bei beiden
Plasmiden sichtbare Banden. Bei diesen handelt es sich um die jeweiligen Inserts, die die ASM-KD-
miRNA bzw. die Kontroll-miRNA enthalten.
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4.2 Nachweis der Transfektion der THP-1-Zellen

Das Plasmid der transfizierten THP-1-Zellen beinhaltet u.a. die DNA fiir ein EmGFP-
Gen, dessen codiertes Protein bei Anregung mit Licht einer Wellenlinge 487 nm
solches mit einer Wellenldnge von 509 nm emittiert.

Die Expression von EmGFP und der damit verbundenen griinen Fluoreszenz in
Kontroll-KD- und ASM-KD-Zellen diente der Uberpriifung der Transfektionseffizienz.
Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass ein groBer

Anteil der Zellen das Plasmid aufgenommen hatte und erfolgreich transfiziert wurde.

Abb. 10: Fluoreszenzmikroskopie von Wild-Type-THP-1-Zellen

Aufnahmen von Wild-Type-THP-1-Zellen unter Durchlichtmikroskopie (linkes Bild) sowie unter Fluo-
reszenzmikroskopie (rechtes Bild), bei der kein emittiertes griines Licht registriert werden konnte.

Abb. 11: Fluoreszenzmikroskopie von Kontroll-KD-THP-1-Zellen

Aufnahmen von Kontroll-KD-THP-1-Zellen unter Durchlichtmikroskopie (linkes Bild) sowie unter Fluo-
reszenzmikroskopie (rechtes Bild) mit emittiertem Licht von 509 nm Wellenlénge.
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Abb. 12: Fluoreszenzmikroskopie von ASM-KD-THP-1-Zellen

Aufnahmen von ASM-KD-THP-1-Zellen unter Durchlichtmikroskopie (linkes Bild) sowie unter Fluores-
zenzmikroskopie (rechtes Bild) mit emittiertem Licht von 509 nm Wellenlénge.

4.3 Einfluss der ASM auf die Sekretion inflammatorischer Mediatoren

Um den Einfluss der ASM auf die Sekretion inflammatorischer Mediatoren durch
Makrophagen und somit das lokale, entziindliche Milieu zu analysieren, wurden die
unterschiedlichen ASM-KD- bzw. ASM-Genotypen von THP-1-Zellen bzw. murinen
BMDMs mit Pam3CSK4, LPS und humanem A4, stimuliert. Die Konzentration dieser
Mediatoren im Zelliiberstand wurde mit Hilfe kommerziell erhiltlicher ELISA-Sets

ermittelt.

4.3.1 Einfluss der ASM auf die Sekretion inflammatorischer Mediatoren durch

humane THP-1-Makrophagen

Unter Anregung der THP-1-Makrophagen mit 10 uM A4, konnte keine signifikant
gesteigerte Freisetzung der untersuchten Mediatoren nachgewiesen werden (vgl. Abb.
13 - Abb. 15). Die Stimulation mittels Pam3CSK4 fiihrte jedoch zu einer jeweils
signifikant erhohten Konzentration der inflammatorischen Marker. Daher wurden die
Experimente an den THP-1-Makrophagen unter Anregung mit Pam3CSK4 und LPS im
Anschluss fortgefiihrt.
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Abb. 13: Konzentration von TNF-a im Uberstand Ap42- und Pam3CSK4-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 h mit AB42 und Pam3CSK4 stimuliert. Im Uberstand wurde
dann die Konzentration von TNF-o mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt sind die Konzentrationen von
Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) und ASM-KD-Zellen (weile Balken) als Mittelwerte mit den
zugehdrigen Standardabweichungen. Das Signifikanzniveau liegt bei *** = p < 0,001 fiir die Werte unter
Stimulation mit Pam3CSK4 gegeniiber den Medium-Werten desselben KD-Typs. Es wurde mit Hilfe
eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 2.

400 - o

350 ~
300 -
250 ~

200 + B Kontroll-KD

150 OASM-KD

MCP-1 (pg/ml)

100

L N .
0 T

Medium 10 uM AB42 1 pg/ml Pam3CSK4

Abb. 14: Konzentration von MCP-1 im Uberstand Ap42- und Pam3CSK4-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 h mit Ap42 und Pam3CSK4 stimuliert. Im Uberstand wurde
dann die Konzentration von MCP-1 mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt sind die Konzentrationen von
Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) und ASM-KD-Zellen (weifle Balken) als Mittelwerte mit den
zugehorigen Standardabweichungen. Das Signifikanzniveau liegt bei ** =p < 0,01 fiir die Werte unter
Stimulation mit Pam3CSK4 gegeniiber den Medium-Werten desselben KD-Typs. Es wurde mit Hilfe
eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 2.
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Abb. 15: Konzentration von IL-6 im Uberstand Ap42- und Pam3CSK4-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 h mit AB42 und Pam3CSK4 stimuliert. Im Uberstand wurde
dann die Konzentration von IL-6 mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt sind die Konzentrationen von
Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) und ASM-KD-Zellen (weile Balken) als Mittelwerte mit den
zugehdrigen Standardabweichungen. Das Signifikanzniveau liegt bei * =p <0,05 und *** =p < 0,001
fiir die Werte unter Stimulation mit Pam3CSK4 gegeniiber den Medium-Werten desselben KD-Typs. Es
wurde mit Hilfe eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente
betrug n = 2.

4.3.1.1 Einfluss der ASM auf die TNF-a-Sekretion durch THP-1-Makrophagen

Um die KD-spezifischen Unterschiede in der Makrophagen-Antwort auf Stimulation
mit Pam3CSK4 und LPS zu ermitteln, wurde die Konzentration von TNF-o im
Uberstand der beiden Zelltypen gemessen.

Unter Stimulation der Zellen mit Pam3CSK4 und LPS stieg die Konzentration von
TNF-o im Vergleich zu den nur mit Medium behandelten Zellen gleichen Typs als
Referenz signifikant an. Die Mittelwerte der Konzentration von TNF-o bei den ASM-
KD-Zellen erreichten unter Stimulation mit Pam3CSK4 sowie LPS etwa das 4-fache der
Werte der Kontroll-KD-Zellen.
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Abb. 16: Konzentration von TNF-a im Uberstand Pam3CSK4- und LPS-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 Stunden mit Pam3CSK4 und LPS stimuliert. Der Uberstand
wurde entnommen und die Konzentration von TNF-o mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt ist die
Konzentration fiir Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) sowie fiir ASM-KD-Zellen (weifle Balken).
Dabei sind jeweils die Mittelwerte mit den zugehorigen Standardabweichungen abgebildet. Das
Signifikanzniveau liegt bei *** =p <0,001 und wurde mit Hilfe eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft
Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 5.

Somit erhdhte der KD der ASM in den THP-1-Makrophagen die Ausschiittung des
inflammatorischen Mediators TNF-a als Reaktion auf Stimulation an TLR4 und CD14
bzw. TLR2 und TLR1 signifikant.

4.3.1.2 Einfluss der ASM auf die MCP-1-Sekretion durch THP-1-Makrophagen

Zur Charakterisierung der KD-spezifischen Makrophagen-Antwort auf Stimulation mit
Pam3CSK4 und LPS wurde ebenso die Konzentration von MCP-1 (CCL2) im
Uberstand der beiden Zelltypen gemessen.

Unter Stimulation stieg die Konzentration von MCP-1 zumindest bei den Kontroll-KD-
Zellen im Vergleich zu den nur mit Medium behandelten Zellen gleichen Typs
signifikant an, bei den ASM-KD-Zellen zeigte sich kein signifikanter Effekt nach
Stimulation. Die mit LPS stimulierten Kontroll-KD-Zellen zeigten eine hohere
Ausschiittung von MCP-1 als diejenigen mit Pam3CSK4. Die Mittelwerte der

Konzentration dieses Chemokins lagen bei den Kontroll-KD-Zellen bei Stimulation mit
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Pam3CSK4 mehr als 10-fach und bei Stimulation mit LPS mehr als 18-fach tiber den
Werten der ASM-KD-Zellen.

1800 - * % % * % %
1600 -+
1400 -
1200 -
1000 -

300 - M Kontroll-KD
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MCP-1 (pg/ml)

600 -

400 -

200 -
0 _| T T 1

Medium 1 pg/ml Pam3CSK4 1 pg/ml LPS

Abb. 17: Konzentration von MCP-1 im Uberstand Pam3CSK4- und LPS-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 Stunden mit Pam3CSK4 und LPS stimuliert. Der Uberstand
wurde entnommen und die Konzentration von MCP-1 (CCL2) mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt ist die
Konzentration fiir Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) sowie fir ASM-KD-Zellen (weifle Balken).
Dabei sind jeweils die Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen abgebildet. Das
Signifikanzniveau liegt bei *** =p < 0,001 und wurde mit Hilfe eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft
Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 5.

Dementsprechend erniedrigte der KD der ASM in den THP-1-Makrophagen die
Ausschiittung des inflammatorischen Chemokins MCP-1 als Reaktion auf Stimulation

an TLR4 und CD14 bzw. TLR2 und TLR1 signifikant.

4.3.1.3 Einfluss der ASM auf die IL-6-Sekretion durch THP-1-Makrophagen

Ferner wurde bei der THP-1-Zelllinie zur Einschitzung der KD-spezifischen
Unterschiede in der Makrophagen-Antwort auf Stimulation mit Pam3CSK4 und LPS
auch die Konzentration von IL-6 im Uberstand der beiden Zelltypen gemessen.

Unter Stimulation der Zellen stieg die Konzentration von IL-6 bei den Kontroll-KD-
Zellen im Vergleich zu den nur mit Medium behandelten Zellen gleichen Typs
signifikant an. Die Stimulation mit LPS erwirkte eine hohere IL-6-Ausschiittung als die

Stimulation mit Pam3CSK4. Die Mittelwerte der Konzentration von IL-6 lagen bei den
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Kontroll-KD-Zellen bei Stimulation mit Pam3CSK4 mehr als 5-fach und bei
Stimulation mit LPS mehr als 12-fach uber den Werten der ASM-KD-Zellen.
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Abb. 18: Konzentration von IL-6 im Uberstand Pam3CSK4- und LPS-stimulierter THP-1-
Makrophagen

Humane THP-1-Makrophagen wurden 24 Stunden mit LPS und Pam3CSK4 stimuliert. Der Uberstand
wurde entnommen und die Konzentration von IL-6 mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt ist die
Konzentration fiir Kontroll-KD-Zellen (schwarze Balken) sowie fiir ASM-KD-Zellen (weifle Balken).
Dabei sind jeweils die Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen abgebildet. Das
Signifikanzniveau liegt bei *** =p <0,001 und wurde mit Hilfe eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft
Excel 2010 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 3.

Folglich erniedrigte der KD der ASM in den THP-1-Makrophagen die Ausschiittung
des Zytokins IL-6 als Reaktion auf Stimulation an TLR4 und CD14 bzw. TLR2 und
TLR1 signifikant.

4.3.2 Einfluss der ASM auf die Sekretion inflammatorischer Mediatoren durch

murine Bone Marrow-Derived Macrophages

4.3.2.1 Einfluss der ASM auf die TNF-a-Sekretion durch BMDMs

Zur Ermittlung der ASM-Genotyp-spezifischen Unterschiede in der Makrophagen-
Antwort auf Stimulation mit Pam3CSK4, LPS und A4, wurde die Konzentration von

TNF-o im Uberstand der BMDMs gemessen.
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Abb. 19: Konzentration von TNF-a im Uberstand Pam3CSK4-, LPS- und Ap42-stimulierter
muriner BMDMs

Murine BMDMs wurden 24 Stunden mit Pam3CSK4, LPS und Ap42 stimuliert. Die Konzentration von
TNF-a im Uberstand wurde mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt ist die Konzentration fiir (+/+)-Wild-
Type-Zellen (schwarze Balken), (+/-)-Zellen (graue Balken) sowie fiir (-/-)-Zellen (weifle Balken). Oben:
Angabe in Nanogramm. Unten: Angabe in Pikogramm. Dabei sind jeweils die Mittelwerte mit den
zugehorigen Standardfehlern abgebildet. Das Signifikanzniveau ist mit * =p < 0,05, ** = p <0,01 und
*#* =p < 0,001 angegeben und wurde mit Hilfe von one way anova mit Bonferroni Korrektur in SPSS
V16.0 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 8.

Nach Behandlung der Zellen mit Pam3CSK4, LPS oder A4, stieg die Konzentration

von TNF-a bei allen Genotypen im Vergleich zu den mit Medium behandelten Zellen
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gleichen Typs als Referenz signifikant an. Dabei zeigten sich nach Stimulation mit
beiden Konzentrationen von Pam3CSK4, LPS oder AP jeweils signifikante
Erhohungen der TNF-a-Konzentrationen bei ASM-(-/-)-Zellen im Vergleich zu den
ASM-(+/-)-Zellen und ASM-wt-Zellen. Teilweise ergaben sich auch fiir die ASM-(+/-)-
Zellen erhohte Werte im Vergleich mit den ASM-wt-Zellen ohne jedoch statistische

Signifikanz zu erreichen.

Demnach wurde durch die Defizienz der ASM im Genotyp der BMDMs die
Ausschiittung des Zytokins TNF-a als Reaktion auf Stimulation an TLR4 und CD14
bzw. TLR2 und TLR1 sowie durch A4, signifikant erhoht.

4.3.2.2 Einfluss der ASM auf die MCP-1-Sekretion durch BMDMs

Die ASM-Genotyp-spezifischen Unterschiede in der Makrophagen-Antwort auf
Stimulation mit Pam3CSK4, LPS und AP4, wurden ebenso mit Hilfe der Konzentration
von MCP-1 im Uberstand der drei BMDM-Typen ermittelt.

Nach Behandlung der Zellen mit je zwei Konzentrationen an Stimulanz stieg die
Konzentration von MCP-1 bei allen Genotypen, die mit 10 ng/ml Pam3CSK4 oder LPS
sowie beiden Konzentrationen A4, behandelt wurden, im Vergleich zu den mit
Medium behandelten Zellen gleichen Typs als Referenz signifikant an. Nach
Stimulation mit beiden Konzentrationen von Pam3CSK4, LPS oder AP4; lagen die
MCP-1-Konzentrationen der ASM-(-/-)-Zellen jeweils signifikant iiber den Werten der
ASM-wt-Zellen. Zum Teil erreichten die Werte fiir die ASM-(-/-)-Zellen ebenfalls ein
signifikant hoheres Niveau gegeniiber den ASM-(+/-)-Zellen.
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Abb. 20: Konzentration von MCP-1 im Uberstand Pam3CSK4-, LPS- und Ap42-stimulierter
muriner BMDMs

Murine BMDMs wurden 24 Stunden mit Pam3CSK4, LPS und AB42 stimuliert. Die Konzentration von
MCP-1 (CCL2) im Uberstand wurde mit ELISA-Sets gemessen. Gezeigt ist die Konzentration fiir (+/+)-
Wild-Type-Zellen (schwarze Balken), (+/-)-Zellen (graue Balken) sowie fiir (-/-)-Zellen (wei3e Balken).
Dabei sind jeweils die Mittelwerte mit den zugehorigen Standardfehlern abgebildet. Das Signifikanz-
niveau ist mit * =p < 0,05, ** = p<0,01 und *** =p <0,001 angegeben und wurde mit Hilfe von one
way anova mit Bonferroni Korrektur in SPSS V16.0 ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 8.

Demzufolge wurde durch die Defizienz der ASM im Genotyp der BMDMs auch die
Ausschiittung des Zytokins MCP-1 als Reaktion auf Stimulation an TLR4 und CD14
bzw. TLR2 und TLR1 signifikant erhoht.
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4.4 Anderungen der Lipid-Raft-Eigenschaften durch ASM-Modulation

Durch ASM-Defizienz konnte eine signifikante Verdnderung der Produktion diverser
inflammatorischer Mediatoren nachgewiesen werden. In der Mediation dieser
entziindlichen Antwort diirften auf zelluldrer Ebene Lipid Rafts eine wesentliche Rolle
spielen. Da deren Bildung vom Ceramid abhéngt, das u.a. durch die ASM erzeugt wird,
wurden als Folge der Defizienz dieses Enzyms veridnderte Eigenschaften der Lipid Rafts
erwartet. Um die Lipid Rafts in Form von DRMs zu isolieren, wurden THP-1-
Monozyten und jeweils die linke Hemisphédre von Miusen unterschiedlicher KD- bzw.
ASM-Typen in Detergens supplementierten Puffern homogenisiert. Nach anschlie3en-
der DGZ zeigte sich bei den Proben in beiden Detergenzien etwa auf Hohe der
urspriinglichen 5% / 35% Saccharose-Grenzschicht ein milchiger Schleier, bei dem es
sich um die Raft-Fraktionen handelte. Die DGZ-Fraktionen wurden in der SDS-PAGE

aufgetrennt und anschlieend in Western Blots weiter prozessiert.

4.4.1 Western Blot der DGZ-Fraktionen der THP-1-Zellen (TBS/Triton X-100)

Um die Lokalisation der DRMs innerhalb der DGZ-Fraktionen der THP-1-Homogenate
zu bestimmen, wurde ein Western Blot mit spezifischen Antikorpern gegen den Raft-
Marker Flotillin-1 ausgefiihrt. Dabei wurden die DRMs mit Hilfe von Flotillin-1 bei
beiden ASM-Typen in den low-density-Fraktionen 4-5 nachgewiesen, die mit dem
milchigen Schleier etwa auf Hohe der urspriinglichen 5% / 35% Saccharose-
Grenzschicht korrespondierten (s. Abb. 21 a). Zusétzlich wurde Flotillin-1 auch in den
high-density-Fraktionen 11-12 ermittelt.

Zur Abgrenzung der DRM enthaltenden Fraktionen gegeniiber Fraktionen mit
Detergens-16slichen Membranbestandteilen und zum Nachweis, dass die non-Raft-
Anteile durch Triton X-100 geldst wurden, wurde ein Western Blot mit spezifischen
Antikorpern gegen Calnexin durchgefiihrt. Dieses non-Raft-Protein aus dem
Endoplasmatischen Retikulum konnte bei beiden ASM-Typen in den low-density-
Fraktionen 4-5 nicht gezeigt werden und konzentrierte sich ausschlieflich in den high-
density-Fraktionen 10-12 (s. Abb. 21 b).

Zur weiteren Spezifitit gegeniilber Membranen aus Zellorganellen wurde die
Lokalisation des fiir die AD relevanten Zellmembran-stindigen non-Raft-Rezeptors

TLR2 innerhalb der DGZ-Fraktionen mit Hilfe spezifischer Antikérper im Western Blot
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bestimmt. Dieser konzentrierte sich genauso innerhalb der high-density-Fraktionen

10-12 und somit auBBerhalb der DRM-Fraktionen (s. Abb. 21 c¢).

a. Flotillin-1 (~50 kDa) b. Calnexin (~90 kDa)

Kontroll-KD - '“ gt
ASM-KD - — = e

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

c. TLR2 (~90 kDa)
Kontroll-KD (S

ASM-KD e Is

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 21: Western Blot der DGZ-Fraktionen (THP-1, TBS/Triton X-100)

Homogenate von THP-1-Zellen in TBS + 1% Triton X-100 wurden durch DGZ fraktioniert. Nach
Auftrennung gleicher Volumina jeder DGZ-Fraktion per SDS-PAGE wurden diese durch Western Blot
mit Antikdrpern zu den angegebenen Proteinen analysiert. Die Proteinmasse wurde mit Hilfe des Protein-
Markers abgeschétzt. Unterhalb: Angabe der DGZ-Fraktionen 1 (low-density) bis 12 (high-density).

Die beiden ASM-Typen unterschieden sich beim Western Blot dennoch auch innerhalb
ithrer low-density-DRM-Fraktionen 4-5. Fiir Flotillin-1 zeigte sich bei den Kontroll-KD-
Homogenaten eine stirkere Ausprdgung der Bande in Fraktion 5. Diese Bande war
jedoch fiir die ASM-KD-Homogenate in Fraktion 4 deutlich stirker ausgebildet. Somit
wurde durch die Defizienz der ASM ein Shift der Flotillin-1-Bande von Fraktion 5 nach
Fraktion 4 ausgel0st.

Die Flotillin-1-Banden wurden durch Densitometrie quantitativ gemessen und die
relative Verteilung des Flotillin-1 innerhalb der Banden 4-5 ermittelt (s. Abb. 22). Dabei
bestétigte sich die Annahme, dass durch die ASM-Defizienz ein Shift des Maximums
innerhalb der Raft-Banden von Fraktion 5 nach Fraktion 4 und somit zu einer weniger

dichten Fraktion hin verschob.
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Abb. 22: Flotillin-1-Verteilung in den Raft-Fraktionen 4-5 (THP-1, TBS/Triton X-100)

Dargestellt ist die relative Verteilung von Flotillin-1 innerhalb der Raft-Fraktionen 4 und 5 der THP-1-
Homogenate in TBS + 1% Triton nach Densitometrie mit ImageJ V1.45. Das Signifikanzniveau ist mit
*#% =p<0,001 angegeben und wurde mit Hilfe eines 2-seitigen t-Tests in Microsoft Excel 2010
ermittelt. Die Anzahl der Experimente betrug n = 4.

4.4.2 Proteinbestimmung in den DGZ-Fraktionen des Maus-GroRhirns

In den einzelnen DGZ-Fraktionen der ASM-Maus-Hemisphidren wurde zuerst die

Proteinkonzentration mit dem Protein Assay bestimmt.

4.4.2.1 Homogenate in TBS/Triton X-100

Fiir die Hemisphédren-Homogenate in TBS/Triton X-100 zeigte sich ein Maximum der
Proteinkonzentration bei den low-density-Fraktionen 4-5, bei dem es sich wieder um die
DRMs gehandelt haben diirfte, und eines bei den high-density-Fraktionen 10-12, in
denen sich die non-Raft-Proteine befunden haben miissten (s. Abb. 23). Dabei lag der
Hauptanteil der Proteine in den Fraktionen 10-12.

Allerdings unterschieden sich die einzelnen ASM-Genotypen in der relativen Verteilung
der Proteine innerhalb des low-density-Maximums der Fraktionen 4-5. Wéhrend das
Maximum innerhalb der Fraktionen 4-5 fiir die ASM-wt-Homogenate in der 5. Fraktion
lag, verschob es sich fiir die ASM-defizienten Genotypen stark in Richtung 4. Fraktion.
Dies diirfte mit dem Flotillin-1-Switch von Fraktion 5 in Richtung Fraktion 4 nach
ASM-KD korrelieren, der im Western Blot der THP-1-Homogenate gezeigt werden

konnte.
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Abb. 23: Proteinverteilung in den Fraktionen des Maus-GrofB3hirns (TBS/Triton X-100)

Nach Homogenisierung von ASM-Maus-Hemisphédren in TBS + 1% Triton X-100 und anschlieBender
DGZ wurde in den einzelnen DGZ-Fraktionen die Konzentration der Proteine bestimmt. Die Protein-
konzentration wurde fiir die jeweiligen ASM-Typen relativ im Verhéltnis der einzelnen Fraktionen
zueinander aufgetragen. Fraktion 1 = low-density, Fraktion 12 = high-density. Die Auswertung erfolgte
anhand der Standardverdiinnungskurve mit Hilfe von Microsoft Excel 2010.

4.4.2.2 Homogenate in MBS/CHAPSO

Ebenso ergab sich fiir die Hemisphdren-Homogenate in MBS/CHAPSO ein Maximum
der Proteinkonzentration innerhalb der low-density-Fraktionen 4-5, bei dem es sich um
die DRMs gehandelt haben diirfte, und bei den high-density-Fraktionen 10-12, in denen
die non-Raft-Proteine gelegen haben miissten (s. Abb. 24). Der Hauptanteil der Proteine
befand sich wieder in den Fraktionen 10-12.

Im Vergleich mit der Homogenisierung in PBS/Triton X-100 fielen die Unterschiede fiir
die ASM-Typen innerhalb der low-density-Fraktionen 4-5 weniger gravierend aus.
Lediglich die Homogenate der ASM-(-/-)-Méuse wiesen eine relevante Protein-
konzentration in der 4. Fraktion auf, die dennoch niedriger war als in der zugehdrigen
Fraktion 5. Somit ergab sich flir die ASM-defizienten Homogenate in MBS/CHAPSO

keine wesentliche Verschiebung in Richtung Fraktion 4.
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Abb. 24: Proteinverteilung in den Fraktionen des Maus-Grof3hirns (MBS/CHAPSO)

Nach Homogenisierung von ASM-Maus-Hemisphéren in MBS + 1% CHAPSO und anschlieender DGZ
wurde in den einzelnen DGZ-Fraktionen die Konzentration der Proteine bestimmt. Die Protein-
konzentration wurde fiir die jeweiligen ASM-Typen relativ im Verhéltnis der einzelnen Fraktionen
zueinander aufgetragen. Fraktion 1 = low-density, Fraktion 12 = high-density. Die Auswertung erfolgte
anhand der Standardverdiinnungskurve mit Hilfe von Microsoft Excel 2010.

4.4.3 Western Blot der DGZ-Fraktionen des Maus-Grof3hirns

Nach erfolgreicher Etablierung der Methode an THP-1-Zellen wurden die Western
Blots ebenso mit den DGZ-Fraktionen der Maus-Hemisphédren durchgefiihrt, die zuvor

in der SDS-PAGE aufgetrennt worden waren.

4.4.3.1 Homogenate in TBS/Triton X-100

Die Lokalisierung der DRMs innerhalb der DGZ-Fraktionen erfolgte wieder durch
Western Blot mit spezifischen Antikdrpern gegen den Raft-Marker Flotillin-1. Dabei
wurden die DRMs bei allen ASM-Typen in den low-density-Fraktionen 4-5 und
schwach auch in Fraktion 6 nachgewiesen (s. Abb. 25 a). Die Fraktionen 4-5
korrespondierten abermals mit dem milchigen Schleier etwa auf Hohe der
urspriinglichen 5% /35% Saccharose-Grenzschicht. Zudem wurde Flotillin-1 auch in
geringem MaRe in den high-density-Fraktionen 10-12 ermittelt.

Zur Abgrenzung der DRM-enthaltenden Fraktionen gegeniiber Fraktionen mit anderen

Membranbestandteilen und zum Nachweis, dass die non-Raft-Anteile durch Triton
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X-100 gelost wurden, diente erneut ein Western Blot mit spezifischen Antikorpern
gegen das non-Raft-Protein Calnexin. Dieses konzentrierte sich hauptséchlich in den
high-density-Fraktionen 10-12 und nur in geringem MaB in den Fraktionen 4-5 (s. Abb.
25 b).

Zur weiteren Spezifitdit gegeniiber Membranen aus Zellorganellen wurde die
Lokalisation des Zellmembran-stindigen TLR2 innerhalb der DGZ-Fraktionen im
Western Blot bestimmt. Dieser fiir die Pathogenese der AD relevante Rezeptor
konzentrierte sich ausschlieflich innerhalb der high-density-Fraktionen 10-12 und somit
auBerhalb der DRM-Fraktionen (s. Abb. 25 d).

Zusétzlich wurde bei den Maus-Homogenaten ein Western Blot mit spezifischen
Antikdrpern gegen das ebenfalls fiir die AD-Pathogenese relevante, Raft-stindige
Glykoprotein CD14 ausgefiihrt. Ahnlich dem Raft-Marker Flotillin-1 zeigte sich CD14
hauptsédchlich im Bereich der DRM-Fraktionen 4-5 (s. Abb. 25 ¢).

a. Flotillin-1 (~50 kDa) b. Calnexin (~90 kDa)
ASM wt -“ o
ASM +/- | - ——
ASM /- [ ——

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

c. CD14 (~55 kDa) d. TLR2 (~90 kDa)

ASM wt ———
; v IR T
ASM +/_ i s v . ‘1 y e : ~

Fiwy T I
ASM -/- : ' ""‘ ] I —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 25: Western Blot der DGZ-Fraktionen (Maus-Grof$hirn, TBS/Triton X-100)

Homogenate von ASM-Maus-Hemisphéren in TBS + 1% Triton X-100 wurden durch DGZ fraktioniert.
Nach Auftrennung gleicher Volumina jeder DGZ-Fraktion per SDS-PAGE wurden diese durch Western
Blot mit Antikérpern zu den angegebenen Proteinen analysiert. Die Proteinmasse wurde mit Hilfe des
Protein-Markers abgeschitzt. Unterhalb: Angabe der Fraktionen 1 (low-density) bis 12 (high-density).

Die Homogenate der verschiedenen ASM-Typen unterschieden sich beim Western Blot

innerhalb der low-density-DRM-Fraktionen 4-5 dhnlich den THP-1-Blots. Dabei fiihrte
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die Defizienz der ASM wieder zum Shift der Flotillin-1-Banden von einer stirkeren
Ausprigung in Fraktion 5 bei den ASM-wt-Homogenaten hin zu einer stirkeren
Ausprigung in Fraktion 4 bei den ASM-(-/-)-Proben. In gleicher Weise wie Flotillin-1
verschob sich durch die ASM-Defizienz auch die Ausprigung der Banden des Raft
stindigen CD14 von Fraktion 5 bei den ASM-wt-Homogenaten hin zu Fraktion 4 bei
den ASM-(-/-)-Proben.

4.4.3.2 Homogenate in MBS/CHAPSO

Mit spezifischen Antikoérpern gegen den Raft-Marker Flotillin-1 wurde die Position der
DRMs innerhalb der DGZ-Fraktionen durch Western Blot bestimmt. Die DRMs zeigten
sich bei allen ASM-Typen im Wesentlichen im low-density-Bereich etwa der Frak-
tionen 4-6 (s. Abb. 26 a). Zusitzlich wurde Flotillin-1 auch in geringem Malle in
angrenzenden Fraktionen und in den high-density-Fraktionen 10-12 ermittelt.

Die Abgrenzung der DRM enthaltenden Fraktionen gegeniiber Fraktionen mit anderen
Membranbestandteilen und der Nachweis, dass die non-Raft-Anteile durch CHAPSO
gelost wurden, erfolgte wieder mit Hilfe des non-Raft-Proteins Calnexin. Dieses
konzentrierte sich bei allen ASM-Typen fast ausschlieBlich in den high-density-
Fraktionen 11-12 (s. Abb. 26 b).

Zur weiteren Spezifitdit gegeniiber Membranen aus Zellorganellen wurde die
Lokalisation des Zellmembran-stindigen TLR2 innerhalb der DGZ-Fraktionen im
Western Blot bestimmt. Dieser fiir die Pathogenese der AD relevante Rezeptor konnte
ausschlieBlich innerhalb der high-density-Fraktionen 11-12 und somit auBlerhalb der
DRM-Fraktionen nachgewiesen werden (s. Abb. 26 d).

Im Western Blot mit spezifischen Antikorpern gegen das ebenfalls fiir die AD-
Pathogenese relevante, Raft-stindige Glykoprotein CD14 konzentrierten sich die
Banden dhnlich dem Raft-Marker Flotillin-1 hauptsichlich im Bereich der low-density-
DRM-Fraktionen 4-6 (s. Abb. 26 ¢).
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Abb. 26: Western Blot der DGZ-Fraktionen (Maus-Grofhirn, MBS/CHAPSO)

Homogenate von ASM-Maus-Hemisphiren in MBS + 1% CHAPSO wurden durch DGZ fraktioniert.
Nach Auftrennung gleicher Volumina jeder DGZ-Fraktion per SDS-PAGE wurden diese durch Western
Blot mit Antikérpern zu den angegebenen Proteinen analysiert. Die Proteinmasse wurde mit Hilfe des
Protein-Markers abgeschitzt. Unterhalb: Angabe der Fraktionen 1 (low-density) bis 12 (high-density).

Die Homogenate der verschiedenen ASM-Typen unterschieden sich beim Western Blot
innerhalb der low-density-DRM-Fraktionen 4-6 dhnlich den vorigen Blots. Dabei fiihrte
die Defizienz der ASM ebenso zum Shift der Flotillin-1-Banden von einer stirkeren
Ausprigung in den Fraktion 5-6 bei den ASM-wt-Homogenaten hin zu einer groferen
Auspragung in den Fraktion 3-5 bei den ASM-(-/-)-Proben. In gleicher Weise wie
Flotillin-1 verschob sich durch die ASM-Defizienz auch die Ausprigung der Banden
des Raft-stindigen CD14 von den Fraktion 5-6 bei den ASM-wt-Homogenaten hin zu
den Fraktionen 3-5 bei den ASM-(-/-)-Proben.
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5 Diskussion

Neuroinflammation ist eines der wesentlichen pathophysiologischen Merkmale der AD
und ist wahrscheinlich substanziell an den neurodegenerativen Auswirkungen dieser
Erkrankung beteiligt [41] [42] [58]. Bei Betroffenen sind die Spiegel diverser inflam-
matorischer Mediatoren teilweise in Blut und Liquor erhoht [59] [60]. Die fiir die AD
typischen fibrillairen Amyloid-Ablagerungen stimulieren sowohl eingewanderte als auch
origindre Mikroglia und ebenso die direkt verwandten Makrophagen an CD14 [49],
TLR2 [51] [52] und TLR4 [47] [48] [53]. Indem sie auf diese Weise eine entziindliche
Reaktion hervorrufen, diirften die AP-Peptide die Ausbildung eines chronisch-
inflammatorischen Milieus anregen [41] [46] [48].

Zwar wire der perfekte Zelltypus zum Erforschen der entziindlichen AD-
Pathophysiologie die vollstindig differenzierte, originidre, humane Mikrogliazelle. Aber
die Schwierigkeiten bei Beschaffung und Kultivierung dieses menschlichen Gewebes
erschweren dessen experimentellen Einsatz. Gleichzeitig wird die Vergleichbarkeit von
Mikroglia mit Monozyten oder monozytdren Zelllinien als Modell fiir die Erforschung
AB-induzierter Effekte gestiitzt durch die gemeinsamen Charakteristika dieser Zellarten.
Zu diesen gehoren Phagozytose, Chemotaxis, Expression von MHC-Glycoproteinen
und Sekretion von Zytotoxinen, Superoxid-Anionen sowie Zytokinen. Daher werden
Mikroglia auch als ortsstdndige Makrophagen des ZNS angesehen [80].

Zusitzlich existieren im ZNS neben diesen origindren Mikroglia ebenso solche, die als
mononukledre Vorlduferzellen aus dem Blut in das Gehirn einwandern. Dort konnen sie
sich zu voll funktionsfdhigen Mikroglia differenzieren und so von erheblicher patho-
physiologischer Relevanz sein [44] [54]. Somit sollten sich die gut zuginglichen
Monozyten bzw. monozytiren Zelllinien nicht nur als niitzliches in vitro Modell
erweisen, um die Effekte von AB-Peptiden auf die Funktion humaner Mikroglia und die
Auswirkungen auf das entziindliche Milieu zu erforschen. Gleichzeitig kdnnten sie auch

einen moglichen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen.
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5.1 Bedeutung der ASM in der inflammatorischen Funktion humaner THP-1-

Makrophagen als Modell der entziindlichen AD-Pathophysiologie

Der Einfluss der ASM auf die zelluldre Reaktion bei Stimulation an den AD-relevanten
Rezeptoren TLR2/TLR1 und TLR4/CD14 durch Pam3CSK4 und LPS wurde an
Makrophagen aus der humanen THP-1-Zelllinie untersucht. Diese hat sich als in vitro
Modell fiir die Ap-induzierte, inflammatorische Reaktion menschlicher primérer
Mikroglia bereits bewéhrt [81] [82] [83] und sich bei Stimulation mit fibrillirem Af
dhnlich wie Mikroglia verhalten [84].

Die untersuchten inflammatorischen Mediatoren TNF-a, MCP-1 und IL-6 werden im
Rahmen der Alzheimer-Erkrankung hochreguliert [41] [58] und sind teils auch im Blut
[59] vermehrt nachweisbar. Daher ist in vitro nach Stimulation an den relevanten Re-

zeptoren ebenso eine erhdhte Konzentration der Mediatoren im Uberstand zu erwarten.

Tatsdchlich ergaben sich als Reaktion auf Stimulation an TLR2/TLRI1 durch den
synthetischen Liganden Pam3CSK4 und an CDI14/TLR4 durch LPS fiir alle
betrachteten Mediatoren signifikant erhdhte Konzentrationen im Uberstand der
Kontroll-KD-Zellen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die angestrebte
Stimulation durch die spezifischen Liganden grundsitzlich erfolgt ist. Dieses Ergebnis
lasst sich in Bezug auf TNF-o [81] [82] [85] und IL-6 [83] [85] mit Resultaten anderer
Studien an THP-1-Zellen gut vereinbaren. Das gleichsinnige Verhalten der THP-1-
Zellen in Bezug auf TNF-a bei Stimulation mit ABs [83] und ABs [81] [86] und in
Bezug auf IL-6 bei Anregung mit A4 [83] spricht fiir die Robustheit des experimen-
tellen Ansatzes. Ferner konnten Lue et al. an kultivierten, humanen Mikroglia aus
Schnellautopsien zeigen, dass die Konzentrationen von TNF-a, MCP-1 und IL-6 nach
Stimulation mit AB4, im Uberstand der Zellen signifikant anstiegen [87]. Dies spricht
ebenfalls dafiir, dass das verwendete Modell fiir die Erforschung der inflammatorischen

Reaktionen bei der AD gut geeignet sein sollte.
Als Ansatz fiir eine mogliche Therapie wurde eine Defizienz der ASM in Betracht

gezogen, die in diesem in vitro Modell durch RNAi erreicht wurde. Dieses Enzym ist

sowohl in der Mediation als auch der Amplifikation entziindlicher, zelluldrer
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Signalwege involviert, indem es die Bildung ceramidreicher Mikrodoménen férdert und
so ein Rezeptorclustering ermoglicht [74] [75]. Dementsprechend ist zu erwarten, dass
der Knockdown der ASM in den THP-1-Zellen eine verringerte Ausschiittung der

inflammatorischen Mediatoren als Reaktion auf Stimulation zur Folge hat.

TNF-0: Die Ausschiittung von TNF-a durch die THP-1-Makrophagen stieg dennoch
nach KD der ASM hoch signifikant an. Die Mittelwerte der Konzentration von TNF-a
erreichten bei den ASM-KD-Zellen unter Stimulation mit Pam3CSK4 oder mit LPS
jeweils etwa das 4-fache der Mittelwerte der Kontroll-KD-Zellen.

Rozenova et al. regten Peritonealmakrophagen aus ASM-Maiausen mit 100 ng/ml LPS
an. Dabei erreichte die Konzentration von TNF-a im Uberstand der ASM-(-/-)-
Makrophagen bis zu 2-fache und somit signifikant hohere Werte verglichen mit dem
Uberstand der ASM-(+/+)-Makrophagen. Dementsprechend wurden von Rozenova et
al. dieselben Tendenzen in Bezug auf den Einfluss der ASM auf die Sekretion von
TNF-a durch mononukledre Phagozyten ermittelt. Diese fiihren die Autoren auf eine
durch ASM-Defizienz gesteigerte Aktivitit des TNF-o Converting Enzymes zuriick, das
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der TNF-a-Synthese darstellt [88].

Nach Stimulation transfizierter J774-Macrophage-like-Zellen mit 1 ng/ml und
100 ng/ml LPS beschrieben Jozefowski et al. sowohl bei den ASM-KD- als auch bei
den neutrale Sphingomyelinase (NSM)-KD-Zellen eine signifikant erhohte TNF-a-
Sekretion. Damit wurde fiir die ASM-KD-Zellen dieselbe Tendenz wie in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesen. Dieser Trend wurde von der o.g. Arbeitsgruppe
auch nach Vorbehandlung nicht transfizierter J774-Zellen mit Imipramin als Inhibitor
von ASM und NSM erreicht. Als Ursachen hierfiir nennt die Arbeitsgruppe das von
ASM und NSM produzierte Ceramid sowie dessen phosphoryliertes Derivat Ceramid-1-
Phosphat, die als negativer Regulator der TNF-a-Produktion wirken [89].

Sakata et al. stimulierten nicht transfizierte THP-1-Makrophagen ebenfalls {iber 24 h
mit 1 pg/ml LPS. Dabei wurde den Zellen zur Inkubation das Sphingomyelin-Analogon
SMA-7 zugesetzt, bei dem es sich auch um einen Inhibitor von ASM und NSM handelt.
Unter diesem Setting wurde, im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit,
ein Abfall der Sekretion von TNF-a als Folge der Sphingomyelinasen-Hemmung nach-
gewiesen. Zusitzlich konnten Sakata et al. diese Wirkung des SMA-7 an einer Zelllinie

von humanen mononukledren Zellen aus peripheren Blut (HPBMC) verifizieren [85].
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Die kontrdren Ergebnisse von Sakata et al. werfen zweifellos Fragen iiber die
Auswirkungen der unterschiedlichen Methoden zur Hemmung der ASM-Aktivitét auf.
Ferner deutet sich aber bei Sakata et al. und Jozefowski et al. eine relevante Implikation
der NSM in der inflammatorischen Signaltransduktion an. Diese kdnnte demnach ein

weiteres aufschlussreiches Forschungsgebiet darstellen.

MCP-1: Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei TNF-a fiihrte der Knock-Down der
ASM zu einer signifikant verringerten Ausschiittung von MCP-1 durch die THP-1-
Makrophagen. Dies entspricht in diesem Fall der urspriinglichen Erwartung. Die
Mittelwerte der Konzentration von MCP-1 erreichten bei den Kontroll-KD-Zellen unter
Stimulation mit Pam3CSK4 mehr als das 10-fache und unter Stimulation mit LPS mehr
als das 18-fache der Mittelwerte der ASM-KD-Zellen. Die Auswirkungen der ASM-
Defizienz auf die Sekretion von MCP-1 durch Makrophagen sind im Gegensatz zu
TNF-a bislang noch nicht untersucht worden. Daher ist ein Vergleich dieser Ergebnisse
mit weiteren Modellen der zelluldren, inflammatorischen Reaktion auf Stimulation an

AD-relevanten Rezeptoren durchaus sinnvoll.

IL-6: Der Knock-Down der ASM fiihrte ebenso zu einer signifikant reduzierten
Ausschiittung von IL-6. Die Mittelwerte der Konzentration von IL-6 erreichten bei den
Kontroll-KD-Zellen unter Stimulation mit Pam3CSK4 mehr als das 5-fache und unter
Stimulation mit LPS mehr als das 12-fache der Mittelwerte der ASM-KD-Zellen.

Sakata et al. zeigten anhand ihres Modells mit THP-1-Makrophagen eine ebenfalls
signifikant reduzierte Ausschiittung von IL-6, wenn unter Stimulation mit 1 pg/ml LPS
iiber 24 Stunden die ASM mit SMA-7 supprimiert wurde [85]. Zumindest fiir dieses
Zytokin ergibt sich bei Sakata et al. also eine gleichsinnige Verdnderung der
Ausschiittung wie in der vorliegenden Arbeit. Dennoch bleibt der Einfluss der
moglicherweise verdnderten Aktivitdt der neutralen Sphingomyelinase oder weiterer
Enzyme in diesem Setting fraglich, auch wenn Sakata et al. bei diesem Experiment

keine Beeinflussung der Aktivitdt der neutralen Sphingomyelinase ermitteln konnten.
Es wire dennoch vorteilhaft, wenn ein direkter Vergleich zwischen den Ergebnissen der

Stimulation mit Pam3CSK4 und LPS und Ergebnissen einer Stimulation mit Af}

moglich wire. Bei beiden an dieser Stelle verwendeten Stimulantien handelt es sich um
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Liganden an Rezeptoren, liber die AP mit den Zellen interagiert. Somit sollten die
Versuchsbedingungen zwar ein geeignetes Modell zur Erforschung der
inflammatorischen Reaktion der Makrophagen darstellen. AP konnte die Reaktion der
Zellen aber liber weitere Rezeptoren und Signalwege [41] [90] (s.a. Abb. 5, S. 14)
unvorhergesehen beeinflussen. So konnten beispielsweise an primidren, humanen
Mikroglia unter Stimulation mit LPS eine erhohte Expression und Sekretion von IL-6
nachgewiesen werden, die sich bei Anregung mit AB»s_3s nicht wiederholten [91].

Die Ergebnisse zur Inkubation der THP-1-Makrophagen mit 10 pM A4, waren jedoch
nicht hinreichend aussagekriftig. Unter den beschriebenen Bedingungen lie3 sich keine
signifikante Verdnderung der Konzentration der entziindlichen Mediatoren als Reaktion
auf AP nachweisen. Da allerdings durch Pam3CSK4 eine statistisch relevante Stimula-
tion gezeigt werden konnte, kann zumindest von einem korrekten Versuchsablauf
ausgegangen werden. Retrospektiv betrachtet kann dies mehrere Ursachen haben.

Udan et al. wiesen im Uberstand einer THP-1-Zelllinie eine signifikant erhdhte TNF-o-
Konzentration als Antwort auf aggregiertes AP4; nach. Dabei wurden zur Stimulation
der THP-1-Zellen allerdings 15 uM A4, eingesetzt. Zudem wiesen die Autoren darauf
hin, dass APs-Konzentrationen unter 15 uM die TNF-a-Sekretion von THP-1-Zellen
nicht effektiv induzierten [81]. Somit konnte die ABs,-Konzentration von 10 uM in der
vorliegenden Arbeit zu niedrig sein, um eine signifikante Anderung der untersuchten
entziindlichen Mediatoren zu bewirken.

Ferner merkten Udan et al. an, dass frisch resuspendierte APs-Monomere fiir die
Stimulation der THP-1-Zellen ein gewisses Mall an Fibrillisierung benétigen, das
aufgrund der Selbstaggregation zeitlich variiert. Das Maximum der zelluldren Reaktion
auf A4, lag zwischen 48 und 96 Stunden AP4r-Inkubation bei 4°C in sterilem Wasser
[81]. Ajit et al. gaben bei dhnlicher AP-Prdparation ein optimales Zeitfenster der
Stimulationsfahigkeit von A4, von 48-72 Stunden Inkubation an [86]. Ein ungiinstiger
Fibrillisierungsgrad wihrend der Experimente konnte dementsprechend die THP-1-
Zelllinie nicht ausreichend angeregt haben. Dies diirfte auch in Einklang damit stehen,
dass sich aktivierte Mikroglia hauptsédchlich in der Ndhe von senilen Plaques finden, die
iiber ein gewisses Mal} an Fibrillen verfiigen, und nicht in der Ndhe von amorphen Ap-
Ablagerungen [26] [27] [28].

Klegeris et al. konnten durch Stimulation von THP-1-Monozyten durch 2 uM und
6,6 UM APy eine signifikante Erhdhung der Konzentration von TNF-o im Uberstand
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nachweisen. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit behandelten sie die THP-I1-
Monozyten dafiir explizit nicht mit PMA vor. Denn in einer zweiten Gruppe THP-1-
Zellen, die mit 50 ng/ml PMA vorbehandelt worden waren, konnten sie nach
Stimulation mit AP4 keine signifikanten Verdnderungen der TNF-a-Produktion mehr
nachweisen [82]. Ebenso erzielten Udan et al. die signifikante Steigerung der TNF-a-
Sekretion durch A4, ohne Vorbehandlung der THP-1-Monozyten [81]. In der
vorliegenden Arbeit wurden zur Vorbehandlung zwar nur etwa 6ng/ml PMA
eingesetzt, dies konnte die Produktion der inflammatorischen Mediatoren als Reaktion

auf AP4, dennoch wesentlich beeinflusst haben.

5.2 Bedeutung der ASM in der inflammatorischen Funktion muriner BMD-

Makrophagen als Modell der entziindlichen AD-Pathophysiologie

Neben der THP-1-Zelllinie wurde der Einfluss der ASM auf die zelluldre Reaktion bei
Stimulation an AD-relevanten Rezeptoren auch an murinen BMD-Makrophagen
untersucht. Da es sich bei den BMDMs um Primérzellen aus ASM-Maiusen handelte,
war bei diesem Modell keine weitere Manipulation der Zellen erforderlich, um eine
verminderte ASM-Aktivitit zu erreichen. Demnach ermdglichen die primdren BMDMs

auch eine Verifikation der bisherigen Ergebnisse an THP-1-Makrophagen.

Entsprechend ihrer Hochregulation in der AD [41] [58] ist fiir die an dieser Stelle
betrachteten inflammatorischen Mediatoren TNF-a und MCP-1 wieder eine erhohte

Konzentration im Zelliiberstand zu erwarten.

Fiir beide betrachteten Mediatoren ergaben sich nach Stimulation mit humanem Aap,
Pam3CSK4 oder LPS bei allen hoheren Ligandenkonzentrationen signifikant gestiegene
Konzentrationen im Uberstand der wt-Zellen. Somit kann angenommen werden, dass
die beabsichtigte Stimulation der BMDMSs durch die Liganden prinzipiell erfolgt ist.
Damit besteht eine gleichsinnige Reaktion der BMDMs mit den THP-1-Makrophagen.
Diese Ergebnisse lassen sich fiir beide Mediatoren mit den Resultaten an primiren
humanen Monozyten bei Stimulation mit A4, [92], AP2s-3s [93] und LPS [93] gut ver-

einbaren. Ebenso zeigte die Stimulation von murinen Peritonealmakrophagen mit LPS
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eine signifikant erhohte TNF-a-Sekretion [88]. Zugleich entsprechen diese Ergebnisse
wieder den Resultaten der Stimulation von primiren humanen Mikroglia mit A4, [87].

Die Defizienz der ASM diente erneut als moglicher therapeutischer Ansatz. Als Folge
daraus ist zwar prinzipiell eine erniedrigte entziindliche Antwort der Makrophagen auf
Stimulation zu erwarten — allerdings unter dem Vorbehalt der erhohten Sekretion von

TNF-a durch die THP-1-ASM-KD-Makrophagen.

TNF-a: Durch Vermindern der Expression der ASM stieg die Sekretion von TNF-a fiir
alle hoheren Konzentrationen der Stimulantien wieder hoch signifikant an. Damit
reagieren die BMDMs in derselben Weise wie die THP-1-Makrophagen. So konnte an
zwei geeigneten Modellen eine zwar unerwartete, aber dennoch gleichsinnige Reaktion
auf die Defizienz der ASM nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den THP-1-
Makrophagen konnte auch unter Anregung der BMDMSs mit A4, durch die reduzierte
ASM-Expression eine signifikante Erhohung der TNF-a-Ausschiittung gezeigt werden.
Diese Ergebnisse entsprechen wieder den Resultaten von Rozenova et al. an LPS-
stimulierten, primdren Peritonealmakrophagen aus ASM-Maéusen [88] und den Ergeb-
nissen von Jozefowski et al. an transfizierten J774-Macrophage-like-Zellen nach KD
der ASM [89]. Dem gegentiiber steht erneut die erniedrigte TNF-a-Sekretion von Sakata
et al. an LPS stimulierten THP-1- und HPBMC-Zelllinien [85].

Sofern die Ergebnisse von Sakata et al. aufgrund der schlechteren Vergleichbarkeit des
Settings vernachléssigt werden, ist die derzeit vorherrschende Meinung von Rozenova
et al. und Jozefowski et al. durchaus zu teilen, dass die ASM bzw. das von ihr
produzierte Ceramid als negativer Regulator der TNF-a-Sekretion durch Makrophagen
fungiert [88] [89]. Denn diese Uberlegungen lassen sich zudem gut mit den kongruenten
und signifikanten Resultaten, die in der vorliegenden Arbeit sowohl an THP-1- als auch

an BMD-Makrophagen erzielt wurden, in Einklang bringen.

MCP-1: Nach Vermindern der ASM-Expression ist die MCP-1-Sekretion bei Anregung
mit Pam3CSK4, LPS und A4 entgegen der Erwartung signifikant gestiegen. Dies
weicht zudem von den Ergebnissen an den THP-1-ASM-KD-Makrophagen ab, die nach
Stimulation eine signifikant erniedrigte Sekretion von MCP-1 im Vergleich zu den
THP-1-Kontroll-KD-Makrophagen gezeigt haben. Die Stimulation der beiden unter-

schiedlichen Zellarten erfolgte auf dieselbe Weise und bis auf eine unterschiedliche
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Charge des AP4, wurden dieselben Stimulantien eingesetzt. Insofern scheint in diesem
Fall die Auswahl des Zell-Modells fiir die AB-induzierte inflammatorische Reaktion
eine entscheidende Rolle gespielt zu haben. Eine Aussage dariiber, warum sich die
humane THP-1-Zelllinie von den primdren Makrophagen aus den verwendeten ASM-
Maiusen in Bezug auf ihre Chemokinproduktion unterscheidet, ist jedoch anhand der
durchgefiihrten Versuche nicht moglich. In der Literatur fanden sich zum Einfluss der
ASM auf die Sekretion von MCP-1 durch mononukledre Phagozyten ungliicklicher-

weise keine weiteren Vergleichsmoglichkeiten.

IL-6: Aufgrund der kontroversen Ergebnisse fiir MCP-1 wére es durchaus interessant
gewesen, wenn auch fiir IL-6 ein Vergleich zwischen den Resultaten an THP-1-
Makrophagen mit den BMDMs zur Verfiigung stiinde. Mangels einer ausreichenden
Zahl an BMDMs konnte jedoch fiir IL-6 kein ELISA durchgefiihrt werden.

5.3 Schlussfolgerung: Bedeutung der ASM in der inflammatorischen Funktion

von Makrophagen als Modell der entziindlichen AD-Pathophysiologie

Die inflammatorischen Mediatoren, die von reaktiven Mikroglia ausgeschiittet werden,
werden als ein entscheidender Faktor in der Pathogenese neurodegenerativer Erkran-
kungen wie der AD angesehen [41] [58]. Zudem stieg die Freisetzung der untersuchten
Mediatoren als Reaktion auf Kontakt mit ABs, bzw. mit Pam3CSK4 oder LPS jeweils
signifikant an. Aufgrund ihrer Aufgaben in der Signaltransduktion inflammatorischer
Stimuli wurde erwartet, dass das Vermindern der ASM-Aktivitdt zu einer niedrigeren
entziindlichen Aktivitit der mononukledren Phagozyten fiithren wiirde.

Dies konnte zwar wegen der gesteigerten Sekretion von TNF-o und widerspriichlicher
Ergebnisse bei MCP-1 nicht gezeigt werden. Aber unabhéngig von der Richtung, in die
sich die Sekretion bei ASM-Defizienz verdnderte, scheint dieses Enzym in jedem Fall
fiir die Mechanismen der Pam3CSK4-, LPS- und Ap4;-induzierten Ausschiittung dieser
inflammatorischen Mediatoren relevant zu sein. Damit bietet sich die ASM zweifellos
als mogliches Zielmolekiil fiir zukiinftige therapeutische Interventionen beziiglich der
Alzheimer-Erkrankung an.

In diesem Zusammenhang wire es im Rahmen weiterer Experimente interessant, wie

sich als Gegenstiick zur vorliegenden Arbeit ein zellulires Modell mit ASM-Uberex-
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pression verhielte. In der vorliegenden Arbeit wurde die Konzentration von Mediatoren
als Ergebnis der Ligandenbindung gemessen. Daher sollte weitergehend untersucht
werden, iiber welche Signalwege die zelluldre Stimulation jeweils vermittelt wird und in
welcher Weise diese durch ASM-Defizienz beeinflusst werden konnen. Zu den
Signalwegen dirften z.B. Phosphorylierungen diverser mitogen-activated Protein
(MAP)-Kinasen gehdren. Allerdings fiihrte die ASM-Defizienz bei CD8" T-Zellen auch
zu Defekten der Freisetzung von Effektormolekiilen im Zusammenhang mit der
Vesikel-Membranfusion [94]. Dies konnte moglicherweise die Konzentration der sekre-

tierten entzlindlichen Mediatoren beeinflussen und sollte daher ausgeschlossen werden.

5.4 Auswirkung der ASM auf die Eigenschaften der Lipid Rafts

Die inflammatorische Antwort der Mikroglia bzw. Makrophagen auf Af wird wesent-
lich iiber Verdnderungen der Struktur der Zellmembran vermittelt [68] [72]. Nach Re-
zeptorstimulation oder Zellstress wird die ASM auf das dullere Blatt der Zellmembran
verlagert, wo sie die Hydrolyse von Sphingomyelin zu Ceramid katalysiert [74] [75].
Diese Reaktion findet wahrscheinlich zu einem grolen Teil innerhalb bestehender
sphingolipid- und cholesterinreicher Lipid Rafts statt. Der darauthin gestiegene
Ceramidanteil verdridngt das Cholesterin aus den Rafts, die sich daher in ihrer Komposi-
tion erheblich verdndern und zu ceramidreichen Mikrodoméanen entwickeln [64] [65].
Dieser Wandel diirfte zu einem selektiven Einfangen von Rezeptoren innerhalb der
Mikrodoménen beitragen, die zusétzlich iiber die Tendenz verfiigen, spontan zu
verschmelzen. Die so entstehenden ceramidreichen Makrodomidnen verfiigen folglich
auch iber fusionierte Pools an Rezeptoren und konnen daher die Interaktionen der
Rezeptoren untereinander in sog. Clustern erleichtern [64] [65] [74]. Auf diese Weise
wird die Signaltransduktion diverser Signalwege — einschlieBlich der durch AP indu-
zierten Effekte — wesentlich beglinstigt [72] [74] [75]. Um den Einfluss der ASM auf
die Komposition der Lipid Rafts zu untersuchen, wurden diese in Form von DRMs aus

THP-1-Zellen und Maus-GroBhirnen verschiedener ASM-Typen isoliert.
Da fiir eine DGZ mit konsekutiver Prozessierung im Western Blot 40 Millionen Zellen

notwendig sind, konnte dabei nicht auf BMDMSs zuriickgegriffen werden. Eine &hnlich

hohe Zellzahl wire pro Versuch nur mit etwa 10 Méiusen gleichen Genotyps und
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gleichen Alters zu erreichen gewesen. Daher wurde neben den THP-1-Makrophagen
jeweils die linke Hemisphédre der ASM-Méuse verwendet.

Bei der Proteinbestimmung in den Homogenaten der Maus-GroBhirne lag der
Hauptanteil der Proteine in den letzten drei Fraktionen. Davon getrennt befand sich ein
weiterer Anteil v.a. in den low-density-Fraktionen 4-5. Ein dhnliches Bild ergaben die
Experimente von Williamson et al. an kultivierten Rattenneuronen [69].

Sowohl an den THP-1- als auch an den Maus-Homogenaten konnte im Western Blot
mit Hilfe von Flotillin-1-Antikdrpern als Raft-Marker gezeigt werden, dass die
Fraktionen 4-5 die DRMs enthielten. Zusétzlich wurde das GPI-verankerte Protein
CD14, das sich konstitutiv in den Lipid Rafts befindet, in diesen Fraktionen gefunden.
Zur Abgrenzung gegeniiber den Fraktionen 10-12, in denen sich teilweise auch
Flotillin-1-Banden zeigten, diente der Western Blot mit Antikdrpern gegen Calnexin.
Dieses non-Raft-Protein aus dem Endoplasmatischen Retikulum, das als Marker fiir
zelluldire Membranen gilt, wurde fast ausschlieBlich in den Banden 10-12 nach-
gewiesen. Auch TLR2 als Raft ferner Rezeptor der Plasmamembran, der erst nach
Stimulation in die Rafts rekrutiert wird, wurde nur in den letzten 3 Fraktionen gezeigt.
Somit erfolgte die Isolation der Rafts in Form von DRMs spezifisch gegeniiber den

anderen Bestandteilen der Homogenate.

Ferner zeigte sich bei der Proteinbestimmung in den Maushirn-Proben nach ASM-
Defizienz ein Shift des lokalen Maximums der DRMs von Fraktion 5 in Richtung der
niedriger dichten Fraktion 4. Diese Verdnderung war in den Homogenaten in Triton
X-100 besonders deutlich. In den Western Blots der THP-1- und der Maushirn-Proben
wiederholte sich eben dieses Shift der Raft-Fraktionen hin zu einer niedrigeren Dichte
bei ASM-Defizienz sowohl bei den Flotillin-1- als auch bei den CDI4-Banden.
Verdeutlicht wurde diese Verschiebung dariiber hinaus anhand des statistisch sig-
nifikanten Unterschieds zwischen den beiden ASM-Typen in der Quantifizierung der
Flotillin-1-Banden der THP-1-Proben. Somit dnderte sich in beiden Probenarten und bei
den Maus-Homogenaten zudem in zwei verschiedenen Detergenzien jeweils die Dichte
der DRMs durch die erniedrigte Aktivitit der ASM in Richtung der low-density-
Fraktionen, also hin zu einer niedrigeren physikalischen Dichte.

Diese geringere Dichte der Lipid Rafts konnte auf eine geringere Ceramidsynthese

infolge der verminderten ASM-Aktivitit zuriickzufiihren sein. Hierdurch sollte sich
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deren Komposition weniger in Richtung ceramidreicher Doménen verschieben. Damit
ginge eine groflere Anzahl von Lipid Rafts in Form sphingolipid- und cholesterinreicher
Doménen einher, die aufgrund der sperrigeren Sphingolipide wiederum auch weniger
dicht gepackt sind. Zusitzlich wiirden Rekrutierung und Clustern von Proteinen und
Rezeptoren nur noch in geringerem Umfang moglich sein. Insgesamt diirften nach
verminderter ASM-Aktivitét also Rekrutierung, Clustern und Reorganisation der Rafts
abnehmen, was dementsprechend eine verdnderte Komposition und Dichte der Lipid
Rafts zur Folge hitte.

Da bereits in frithen Stadien der AD sowohl eine erhohte ASM-Aktivitét als auch eine
Anreicherungen von Ceramid nachgewiesen wurden [76], wire nach Vermindern dieser
iiberhohten Enzymaktivitdt als mogliche therapeutische Intervention von einer Normali-
sierung des Ceramid-Haushaltes und der nachfolgenden Effekte auf die zelluldre
Membranstruktur auszugehen. Dies wiirde die Schwelle fiir die Aktivierung diverser
Signalwege — einschlieBlich der durch AP induzierten Effekte — wieder erh6hen und der

Amplifizierung der priméren Signale entgegenwirken.

In diesem Zusammenhang wire ein Versuchsaufbau interessant, in dem die THP-1-
Zellen erst nach Stimulation mit APs; homogenisiert werden. Damit lieBe sich
untersuchen, inwieweit die durch ASM-Defizienz induzierte Verringerung der Dichte

der DRMs als Anhaltspunkt fiir die Komposition der Lipid Rafts weiterhin besteht.

Weiterhin stellen die Lipid Rafts auch die Plattform fiir den Aufbau des y-Sekretase-
Komplexes sowie fiir dessen Zusammenspiel mit der B-Sekretase zur Verfligung [1]
[32]. Insofern miisste auch erforscht werden, in wie weit durch die Anderungen in der
Komposition der Lipid Rafts zusitzlich zur verdnderten inflammatorischen Situation

eine Beeinflussung der AB-Synthese und somit auch der AB-Last erreicht werden kann.
Je nach weiterer Ergebnislage konnte die Entwicklung von Modulatoren der ASM-

Aktivitit zukiinftig neue Moglichkeiten in der Therapie des Morbus Alzheimer und

anderer chronisch-inflammatorischer Erkrankungen erschlie3en.
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