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Kurzfassung (deutsch)

Die Neutrale Endopeptidase (Neprilysin, EC 3.4.24.11, NEP) ist eine Metallopeptidase,
die ein groBes Substratspektrum hat. Ein  Einfluss der NEP auf verschiedene
pathologische Vorgédnge oder Krankheiten wie Bluthochdruck, Adipositas, krankhafte
Prostataverdnderungen oder Alzheimer-Demenz (AD) ist bekannt. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen der NEP und der Alzheimer-
Krankheit beschrieben. Weiterhin wurden die Effekte von ausgewihlten
Arzneipflanzenextrakten wie Griintee-Extrakt und seinen Inhaltsstoffen, Ginkgo-biloba-
Extrakt und seinen Inhaltsstoffen, Flavonoiden und anderen ausgewihlten Naturstoffen
auf die Aktivitdit der NEP in Zellen der SK-N-SH-Zelllinie, einer humanen
Neuroblastomazelllinie, untersucht. Im Anschluss wurden die Wirkungsmechanismen,
die diesen Effekten zu Grunde liegen konnten, betrachtet. Die Erhohung der NEP-
Aktivitidt durch verschiedene ausgewéhlte Testsubstanzen konnte fiir die Behandlung
der AD durch den Abbau von B-Amyloid-Peptidn (AB), welche fir die AD
charakteristisch sind, interessant sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen,
dass die Induktion der NEP-Aktivitdt auf dem Verhéltnis zwischen Zelldifferenzierung
und Zellproliferation sowie zusétzlich auf der Erhohung der Konzentration von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) in SK-N-SH-Zellen beruht. Zusétzlich
sollten in der Arbeit die Einfliisse von ausgewéhlten Naturstoffen, welche die Aktivitét
der NEP erhohten, auf das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE, EC 3.4.15.1)
untersucht werden, um die Spezifitit dieser Naturstoffe beziiglich ihrer Wirkungen auf
die NEP zu priifen. Auch ACE kann A abbauen und die Ablagerung von AP hemmen.
Trotz der groBen strukturellen Ahnlichkeit beider Enzyme zeigten die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass manche Testsubstanzen nur die NEP-Aktivitdt erhohten ohne die ACE-
Aktivitdt zu beeinflussen. Weiterhin wurde die von den Zellen produzierte und ins
Medium sezernierte Menge AP1-42 wie auch die cAMP-Konzentration nach der
Behandlung der Zellen mit den ausgewihlten Testsubstanzen, die die NEP-Aktivitit
erhohten, beobachtet. Die Untersuchungen der cAMP-Bildung durch die ausgewéhlten
Substanzen lieferten Ansatzpunkte fiir die Beziechung zwischen der Erhohung der NEP-
Aktivitdt und der Erh6hung von cAMP in SK-N-SH-Zellen. Die Induktion der NEP-
und der ACE-Aktivitét fiihrte zur Hemmung von APB1-42. Es konnte festgestellt werden,
dass die Induktion sowohl der NEP- als auch der ACE-Aktivitit und die damit
verbundene Zunahme des Abbaus von AP einen vielversprechenden neuartigen Ansatz

zur Behandlung und/oder zur Pravention der Alzheimer-Krankheit darstellen konnte.



Abstract (english)
The neutral endopeptidase (neprilysin, EC 3.4.24.11, NEP), as a metallopeptidase with a

large substrate spectrum, affects different pathological processes or diseases such as
hypertonia, Alzheimer’s disease, adiposity or pathologic changes of the prostate. In this
work, the relation of NEP to Alzheimer’s disease was examined in details. Furthermore,
the effects of selected natural products such as green tea extract and its constituents,
Ginkgo biloba extract and its constituents, flavonoids and other selected natural
substances on the specific cellular activity of NEP using the human neuroblastoma cell
line SK-N-SH were examined. Also the possible responsible mechanisms for these
pharmacological effects were investigated. The increase of the specific cellular activity
of NEP by different selected test substances could be interesting for the treatment of
Alzheimer’s disease by increasing B-amyloid (AB) clearance. The results of this work
show that the induction of the specific NEP activity depends on the differentiation
improvement as well as on the increasing of the concentration of cyclic adenosine
monophosphate (cAMP) in SK-N-SH cells. Moreover, the consequences of using
selected natural substances, which increased the specific activity of NEP, were
examined on the angiotensin-converting enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) in order to observe
the specificity of these substances for the NEP. ACE plays a role in AP degradation and
prevents its deposition in the brain. In spite of the large structural similarity of both
NEP and ACE enzymes, the results of this work show that many test substances
increase only the specific NEP activity without affecting the specific ACE activity.
Within this work the effects of the increasing of the specific NEP activity after treating
the cells with some selected test substances were observed on the amount of
endogenously produced and in medium secreted AB1-42 as well as on the concentration
of intracellular cAMP. The results of these investigations build a strong base for the
relation between the increase of the specific NEP activity and the increase of
intracellular cAMP in SK-N-SH cells. The induction of the specific cellular NEP- and
ACE-activity leads to the inhibition of AP1-42 accumulation. In conclusion, the
induction of both NEP- and ACE-activity and the associated increase of the AP
destruction could be a promising novel estimation for the treatment and/or the

prevention of Alzheimer’s disease.
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNGEN

1.1 Alzheimer-Demenz

Je dlter ein Mensch wird, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, dass ihn der
schleichende Verlust geistiger Fahigkeiten trifft. Die hdufigste Form der Demenz ist die
Alzheimer-Demenz (AD). Sie ist nach Dr. Alois Alzheimer benannt, der deutsche
Neurologe beschrieb als Erster (1906) die Symptome einer Demenz, die er an einer
Patientin beobachtete. Er begleitete diese Patientin, bis sie an ihrer Krankheit verstarb.
Nach ithrem Tod untersuchte er ihr Gehirn und stellte eine ausgedehnte Zerstorung von
Hirnzellen fest (Bick et al. 1987). Diese Krankheit ist heute eines der Hauptthemen
neurowissenschaftlicher Forschung. Das groB3e Interesse an dieser Krankheit beruht auf

ihrer Haufigkeit und auf ihrem jahrelangen, unausweichlich fortschreitenden Verlauf.

1.1.1 Definition, Hiufigkeit, Symptome und Warnzeichen

Definition

Die AD ist eine degenerative, chronische, langsam fortschreitende Erkrankung des
Gehirns. Sie zerstort nach und nach die Gehirnzellen (Abb. 1). Sie beeinflusst das
Gedéichtnis, das Denken, das Sprechen, das Erkennen sowie die Orientierung. Neben
Storungen der kognitiven Funktionen zeigen sich bei den betroffenen Patienten im
Verlauf der AD auch vielfiltige neuro-psychologische Storungen, die das tégliche
Leben beeintrdchtigen. In den Spitstadien der Krankheit konnen neben dem geistigen
Verfall weitere neurologische Ausfélle hinzutreten z. B. Stoérung der Motorik,
Inkontinenz u. a. (Scott et al. 2000).

Histologisch sind intrazelluldr lokalisierte neurofibrillire Tangles und extrazellulire 3-
Amyloidablagerungen charakteristisch fiir die AD (Yen et al. 1995; Selkoe 1996,
2001b). Es gibt zwei Formen der Erkrankung: eine erblich und eine nicht erblich
bedingte (Reisberg 1983).



Die klinischen Symptome konnen bei der
autosomal vererbten ,,familidren Form der
Erkrankung in der fiinften Lebensdekade
einsetzen. Dagegen manifestiert sich die
nichterbliche ,,sporadische” Form erst
zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr

(Breitner et al. 1984).

Abbildung 1: Humane Hirnpriparate (links
normale, rechts Atrophische Gehirnhilfte

einer AD) (http://www.sigma-aldrich.com).

Hiufigkeit

Das Risiko des Einzelnen, einmal an einer Demenz zu erkranken, héngt stark vom
Lebensalter ab. An der AD leiden etwa 5 % der 65-Jahrigen und bis zu 30 % der iiber
85-Jahrigen. Die AD ist mit einem Anteil von etwa 70 % die hiufigste Form der
Demenzerkrankungen in den Industriestaaten. Weltweit sind etwa 25 Millionen
Menschen betroffen (Parnetti et al. 1997). Zweifellos ist die Zahl der Demenzkranken in
den letzten Jahrzehnten angestiegen, doch ldsst sich dieser Anstieg mit der
zunehmenden Zahl dlterer Menschen erkldren. Einige Studien belegen, dass Frauen
haufiger von der AD betroffen sind als Méanner. Auch dies ist wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass Frauen durchschnittlich dlter werden. Nach einer Studie leiden 4.5
Millionen Amerikaner an der AD. Bis 2050 wird in den USA ein Anstieg auf 13.2
Millionen Alzheimerkranke erwartet (Hebert et al. 2003). Nach Berechnungen von
Bickel et al. leiden rund 950000 Menschen in Deutschland an einer Demenz. Zwei
Drittel davon haben bereits das 80. Lebensjahr vollendet. 60 % der Betroffenen leiden
an der Alzheimer-Demenz, davon sind 70 % Frauen und 30 % Minner. Etwa 60 % der
Neuerkrankten sind 80 Jahre und é&lter. Bis zum Jahr 2010 rechnet die Bundesregierung

mit einem Anstieg der Betroffenen auf 1.6 bis 1.7 Millionen (Bickel 2000).

Symptome und Warnzeichen

Die Symptome der AD sind vielfdltig. Sie hidngen vom Ausmafl und von der
Ausbreitung der Verdnderungen im Gehirn ab und werden auch durch die
Personlichkeit, die Lebensumstinde und die korperliche Verfassung beeinflusst. Die
ersten Zeichen einer beginnenden Erkrankung sind Erinnerungsliicken. Meist ist das

Kurzzeitgeddchtnis  betroffen. Im  weiteren  Krankheitsverlauf nimmt die



Gedichtnisleistung weiter ab. Es kommt zu einer Storung der Wortfindung und
schlieBlich zu einer Reduktion der Sprache auf wenige Worter. Dazu kommt eine
rdumliche und zeitliche Desorientierheit. Zu diesen Problemen kommen emotionale
Storungen, z. B. Antriebsstérungen und Angste hinzu, so dass komplizierte Aufgaben
nicht mehr ausgefiihrt werden kénnen und schlieBlich bei fortgeschrittener Erkrankung
auch die tiblichen Alltagsverrichtungen nicht mehr erledigt werden kdnnen. Diese

Patienten sind dann auf fremde Hilfe und Pflege angewiesen (Scott et al. 2000).
1.1.2 Pathogenese

Die Ursache jeder Demenz ist das Absterben von Nervenzellen im Gehirn. Warum dies
geschieht, konnte die Wissenschaft noch nicht endgiiltig kldren. Bei der Demenz, vor
allem beim Alzheimer-Typ, verklumpen einzelne Proteine im Gehirn und lagern sich in
bestimmten Bereichen ab. Die Nervenzellen sterben in der Ndhe solcher Ablagerung,
den sogenannten Amyloid-Plaques, ab.

Die Amyloid-Plaques sind ein spezifisches morphologisches Merkmal der Krankheit.
Der Hauptbestandteil der Plaques ist das B-Amyloid-Peptid (AB), ein aus 40 bis 42
Aminoséureresten bestehendes Spaltprodukt (Caughey et al. 2003).

Ausgangspunkt flir das B-Amyloid-Peptid (AP) ist das Amyloid-Vorlduferprotein (APP-
Amyloid Precursor Protein, Abb. 2). APP sitzt in den Plasmamembranen der meisten
Zellen im Gehirn und unterstiitzt dort verschiedene Funktionen der Nervenzellen.

Drei Enzyme, die o, 3, und y —Sekretasen, konnen APP spalten. Die a-Sekretase spaltet
das APP in Bruchstiicke, welche den Nervenzellen nicht schaden. Die beiden anderen
Enzyme trennen das fiir AD entscheidende APP-Stiick heraus. Dieses APP-Stiick
(Amyloid-beta-Peptid, A genannt) hat eine fiir den Korper (Glenner and Wong 1984;
Haass and Selkoe 1993) schidliche (B) Faltblattstruktur.

APP und das herausgeschnittene AP sind Dimere; diese Doppelkonstellation ist ein
Risikofaktor. AB-Dimere konnen bereits vor der Plaquebildung Nervenzellen schidigen.
Das freigesetzte AP wird aus den Zellen ausgeschleust und lagert sich im
Extrazellularraum mit Fibrillen zu B-Faltblattstrukturen zusammen, die durch stindige
Apposition schlielich zu den Kernen der Plaques heranwachsen. Das A lagert sich
auch an den Wénden zahlreicher Arteriolen ab und fiihrt zur Amyloid-Angiopathie
(Glenner and Wong 1984; Haass and Selkoe 1993).
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Abbildung 2: Entstehung des Amyloid-B-Vorlduferprotein durch proteolytische Aktivititen der
Beta- und Gamma-Sekretasen (Suh and Checler 2002).

Jedes der dimeren APP-Molekiile besitzt eine Kupferbindungsstelle. Die Verbindung
mit dem Metall-Ion (Kupfer) verwandelt APP in ein Monomer und présentiert in dieser
Form die Schnittstelle fiir die o-Sekretase. Die o-Sekretase zerlegt APP ohne
Entstehung von schidlichem AB-Peptid (Scheuermann et al. 2001; Strausak et al. 2001;
Simons et al. 2002).

Acetylcholinmangel-Hypothese

Die Nervenzellen stehen iiber Botenstoffe (Neurotransmitter) miteinander in
Verbindung. Erreicht der Transmitter den richtigen Rezeptor, lost er bei der
Empféngerzelle eine Erregung aus. Bei einer AD sind die Entstehung und der Abbau
der Botenstoffe Glutamat und Acetylcholin aus dem Gleichgewicht geraten.

Die Acetylcholinmangel-Hypothese bietet eine mdgliche Erkldrung fiir die Entstehung
der AD: Gruppen cholinerger Zellkdrper befinden sich vor allem im Corpus striatum
und im Nucleus basalis des Vorderhirns (Starke 2001). Bei den striatalen Neuronen
handelt es sich um cholinerge Interneuronen, die bei einer anderen neurodegenerativen
Erkrankung, dem Morbus Parkinson, aufgrund des Wegfalls der dopaminergen
Hemmung, iiberaktiv sind. Die beiden wichtigen Kerngruppen des Nucleus basalis sind

der Nucleus basalis meynert und die Formatio septalis medialis. Es handelt sich um



Neurone, die Impulse entweder zur GroBhirnrinde (die Neurone des Nucleus basalis
meynert) oder zum Hippocampus (die Neurone der Formatio septalis basalis) geben. Es
ist seit langem bekannt, dass die Neurone des Nucleus basalis bei Lern- und
Gedichtnisvorgingen von Bedeutung sind (Rang et al. 2003).

Mitte der 70er Jahre konnte nachgewiesen werden, dass das Auftreten der AD mit
einem massiven Verlust cholinerger Neurone im basalen Vorderhirn einhergeht (Davies
and Maloney 1976). So war in Gehirnen von Alzheimer-Patienten die Aktivitdt der
Acetylcholintransferase (AChT) deutlich reduziert. Die AChT katalysiert die Synthese
von Acetylcholin aus Acetyl-Coenzym A und Cholin und ist ein spezifischer Marker
cholinerger Neurone. Auf der Grundlage dieser und weiterer Befunde bestand lange Zeit
der pharmakotherapeutische Ansatz zur AD-Therapie vor allem in einer Beseitigung des
Acetylcholinmangels. Losliches AB-Peptid hemmt die Acetylcholinfreisetzung und
bewirkt durch die Blockade von schnell aktivierenden K'-Kanilen eine verlingerte
Depolarisation der Neurone mit moglicherweise fatalen Folgen fiir den zelluldren

Energiestoffwechsel (Sigle et al. 2003).

Glutamatiiberschuss-Hypothese

Bei der AD ist die Glutamatkonzentration in bestimmten Hirnzellen zu hoch. Die hohe
Glutamatkonzentration schiddigt die Nervenzellen durch Dauererregung, wodurch die
Zellen zugrunde gehen. Auf diese Weise setzt sich die Zerstdrung der Signalleitung im
Gehirn immer weiter fort. Glutamat steuert viele Reaktionen, welche die Menge an
TIonen (Na“, K', Ca®"), die durch die Zellmembran gelangen, beeinflussen. Ca>" fiihrt
dazu, dass die intrazelluliren Enzyme stimuliert werden, die Proteine, Lipide und
Nukleinsduren (DNA) abbauen. Das hat zur Folge, dass die Neurone absterben (Mark et
al. 2001).

Die neurofibrilliren Tangles

Im Zellinnern befinden sich Biindel aus neurofibrilliren Tangles. Sie bestehen aus dem
Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau. Dieses Tau-Protein ist ein normaler Bestandteil
des axonalen Zellskeletts (Abb. 3). Bei der AD ist es abnorm stark phosphoryliert. Die
physiologische Bedeutung der Phosphorylierung des Tau-Proteins liegt in der
Regulation der Bindungseigenschaften an die Mikrotubili. Wihrend der
Hirnentwicklung zeigt das Tau-Protein eine relativ starke Phosphorylierung, wodurch
die Mikrotubulibindung abgeschwécht wird. Dies stellt eine wichtige Voraussetzung fiir

die Flexibilitit auswachsender Axone dar. Nach der Ausdifferenzierung des Gehirns



nimmt die Tau-Phosphorylierung stark ab, stabilisiert die Mikrotubulistruktur, und
schafft damit eine wichtige Voraussetzung fiir einen effektiven axonalen Transport. Aus
bisher unbekannten Griinden ist die Tau-Phosphorylierung bei der AD wieder erhoht.
Dadurch kommt es zur Labilisierung der Mikrotubulistruktur und dadurch zur Stérung

des axonalen Transports.

FTD mutations | Amvioid (Ap andfor CTs) |

// Nﬁ‘:ﬂ agEregation

Meurofibrillary tangles

\‘/”

| Neuronal death |
!
| Dementia |

Abbildung 3: Das Tau-Protein und die Neurofibrilliren Tangles Hypothese (Suh and Checler
2002).

Malfunctioning

Das nicht mehr gebundene Tau-Protein wird aus dem Axon in das somatodendritische
Kompartiment riickverlagert, wo es zu Verknotung der Fibrillen kommt, den

neurofibrilliren Tangles (Abb. 4) (Yen et al. 1995).

Normal Alzhewmers

“1,:" "1.1.!,\ t‘?fh‘
S

Abbildung 4: Amyloid-Plaques und Neurofibrillire Tangles (http://www.ahaf.org).
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1.1.3 Ursachen und Risikofaktoren

Bisher sind die Ursachen der AD nur in Ansdtzen bekannt. Es gibt Hinweise, dass
mehrere Faktoren an der Entstehung der Krankheit beteiligt sind und dass deren
Kombination nicht bei allen Betroffenen gleich ist. Es ist nicht genau bekannt, wie diese
Faktoren zusammenwirken aber es ist bekannt, welche Schiden diese Faktoren im
Gehirn anrichten. Die Faktoren bewirken die Ablagerung pathologischer Substanzen in
der Umgebung und im Inneren der Nervenzellen. Durch diese Ablagerung werden
wichtige Lebensvorgédnge der Nervenzellen schrittweise lahm gelegt. Eine Folge davon
ist, dass die betroffenen Nervenzellen weniger Botenstoffe erzeugen konnen, mit denen
sie sich untereinander verstindigen. Am stérksten ist Acetylcholin davon betroffen
(Starke 2001). Es gibt eine Reihe von Hypothesen zur Atiologie der AD, auf die im

ndchsten Abschnitt eingegangen wird.

Lebensalter

Je élter der Mensch wird, desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit dem schleichenden
Gedichtnisverlust zum Opfer zu fallen. Da die Zahl dlterer Menschen aufgrund
steigender Lebenserwartung stindig zunimmt, steigt die Zahl der von der AD
betroffenen Menschen an. Im Alter gibt es viele Verdnderungen im Korper; u. a. die
Veranderung der DNA und des Zellteilungszyklus, Storungen der Proteinsynthese
und/oder deren Struktur, Verdnderungen von Geweben, Organen und Organsystemen.
Auch das Zentralnervensystem ist betroffen, besonders im Gehirn (Hans 1980). Eine
Studie zeigt, dass das Alter mit Storungen des Gefdllsystems verbunden ist. Im Alter
steigt die Empfindlichkeit des zerebralen und peripheren Gewebes gegeniiber den

schidlichen Effekten von AP an (Price et al. 2004).

Genetische Ursachen

Es gibt Erbfaktoren, die zum Ausbruch des Leidens in meist relativ jungem Alter
filhren. Schatzungsweise ein bis flinf Prozent der Krankheitsfille gehen darauf zurtick.
Ein erhohtes Erkrankungsrisiko ist wahrscheinlich, wenn das Leiden bereits in mehreren
Generationen auftrat und die Symptome relativ frith, also vor dem sechzigsten
Lebensjahr, einsetzten. Bisher wurden spezifische Gen-Mutationen auf den
Chromosomen 1, 14 und 21 identifiziert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten der AD verantwortlich sind.



Als krankheitsbegiinstigender ,,genetischer Risikofaktor*, wird das Vorhandensein des
Apolipoprotein E4-Gens (Apo-E4) diskutiert, das sich auf dem Chromosom 19 befindet.
Trager des Apolipoprotein-E4-Gens haben neben dem erhohten Risiko, an der AD zu
erkranken, auch ein erhohtes Risiko, einen Herzinfarkt oder eine durchblutungsbedingte
Demenzerkrankung zu bekommen. Jeder Mensch verfiigt {iber Apo-E4, das am
Transport und der Verarbeitung von Cholesterol beteiligt ist. Das Apo-E-Gen kommt in
drei Formen vor: E2, E3, E4. Eine dieser Formen (E2-Gen) schiitzt vor der Erkrankung,
Apo-E4-Epsilon-Allel erhoht dagegen das Risiko zu erkranken. Das Apo-E4-5-Allel
Gen flihrt zu einer vermehrten Ablagerung von A im Gehirn (Corder et al. 1993). Ein
weiteres flir die Entstehung von der AD wichtiges Eiweilmolekiil ist das APP (Amyloid
Precursor Protein, APP), welches 1987 entdeckt wurde. Eine Mutation im APP-Gen
(Chromosom 21) sowie Mutationen im Gen Presenilin 1 (PSEN1) und im Gen
Presenilin 2 (PSEN2) (Chromosom 14) fiihren dazu, dass sich mehr AP ablagert (Sinha
and Lieberburg 1999).

Bei Down-Syndrom-Patienten, die ein iiberzdhliges Chromosom 21 haben, findet sich
eine sehr frithe Ausbildung der Amyloid-Plaques. Deshalb haben sie ein erhohtes Risiko
an der AD zu erkranken, und zwar schon in den mittleren Lebensjahren (Parajua-Pozo

and Casis-Arguea 2000).

Entziindliche Vorginge

Auch entziindliche Vorgénge konnen am Untergang von Nervenzellen der AD beteiligt
sein (Akiyama et al. 2000). Bestimmte Zellen des Gehirns (die Zellen des temporalen
und frontalen Cortex sowie des Hippocampus), die Abwehraufgaben erfiillen, sind
tiberaktiv und sondern Substanzen ab, die auch in anderen Organen des Korpers bei
Entziindungen angetroffen werden. Alle Arten von Krankheitserregern konnen in das
Gehirn  vordringen und dort eine Entziindung hervorrufen. Die meisten
Gehirnentziindungen gehen auf Viren zuriick, auch Pilze oder Parasiten kdnnen eine
Enzephalitis hervorrufen. An erster Stelle steht das Herpes-Virus (Herpes Simplex Typ
1). Eine Studie aus GroBbritannien zeigte, dass eine Infektion mit dem Herpes-Simplex-
Virus Typ 1 (HSV-1) ein Faktor fiir die Entwicklung der AD sein konnte. Fiir eine
Beteiligung von HSV 1 bei der Entstehung von der AD spricht, dass das Virus bei der
sehr seltenen, akuten HSV-1-Enzephalitis dieselben Gehirnregionen befillt, die auch bei
der AD am stédrksten betroffen sind. Diese sind vor allem der temporale und frontale
Cortex sowie der Hippocampus. Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gelang
es, die DNA von HSV-1 im Gehirn &lterer Menschen mit und ohne AD zu
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identifizieren. Es wurde untersucht, ob es einen direkten Zusammenhang zwischen dem
Apo-E4-Allel und der HSV-1-Infektion bei der Entstehung der Krankheit gibt. Die
Ergebnisse der Studie deuten darauf hin, dass das Risiko fiir eine AD deutlich erhoht ist,
wenn das Apo-E4-Allel in Verbindung mit einer HSV-1-Infektion auftritt. Auch andere
Entziindungen konnen zur Reaktivierung von HSV-1 fithren. Eine Bestitigung der
Ergebnisse konnte dazu fiihren, dass antivirale und entziindungshemmende
Medikamente verstérkt in der Therapie gegen AD zur Anwendung kommen (Itzhaki et

al. 1997; Latchman 1997).

Schédel-Hirn-Traumen, auch wenn sie Jahre zuriickliegen, erhdhen das Risiko an einer
Demenz zu erkranken. Nach Schiadel-Hirn-Traumen nimmt die Konzentration an freiem
APP zu. Das fiihrt dazu, dass sich mehr Amyloid im Gehirn ablagert (Roberts et al.
1991; 1994).

Energiemangel

Es gibt erste Hinweise darauf, dass die Entstehung von A} mit einem Energiemangel in
Verbindung zu sehen ist. Je dlter ein Mensch wird, desto weniger Energie steht seinem
Gehirn zur Verfiigung. Der Grund dafiir ist eine schlechtere Durchblutung oder andere
Storungen in den Gehirnzellen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine schlechte Durchblutung (Ischdmie) im
Gehirn die APP-Konzentration erhoht. Das fiihrt wiederum zu einer vermehrten
Ablagerung von AP im Gehirn. Glukose ist die Hauptenergiequelle fiir die zelluldren
und korperlichen Funktionen. Das Gehirn braucht fiir seine Schutzsysteme mehr
Glukose als alle anderen Gewebe. Es wurde beschrieben, dass es bei der AD zu
Storungen des Glukose-Stoffwechsels kommen kann. Diabetes mellitus kann die
Funktion des Gehirns behindern und den Prozess zur Ausbildung einer Demenz
beschleunigen. Auler der Zerstorung wichtiger BlutgefdBinetze und der Gefahr von
kleinen Hirnschldgen, kann eine Disglykdmie in die Entwicklung der neurofibrilliren
Tangles innerhalb des Gehirns direkt einwirken, welche fiir die AD charakteristisch ist

(Wallace et al. 1997).

Die Ernihrung
Bei der Entwicklung der Demenz spielen die Umwelt und der Lebensstil eine
wesentlich grofere Rolle als die genetischen Voraussetzungen. Die Entwicklung der

Demenz hédngt vor allem mit dem erhohten Konsum von hochkalorischer Nahrung,



besonders bei Trigern des Apo-E4-6-Allel-Genotyp, und mit der verminderten
Einnahme von Omega-3-Fettsduren zusammen. Diese Faktoren wirken direkt und
indirekt.
Die Auswirkungen sind:
e Bestimmte Lipide (Low-Density-Lipoproteine, LDL), welche die Gefilwénde
und das Gewebe schidigen, sind im Blut erhoht. Das Low-Density-Lipoprotein
Receptor-related Protein (LRP) ist der bedeutendste Rezeptor fiir
Apolipoprotein E, alpha-2-Macroglobulin und Laktoferrin. Eine verringerte
LRP-Expression scheint in der Entstehung von der AD eine entscheidende
Rolle zu spielen (Reitz et al. 2004).
e Fett ist moglicherweise Oxidationsprozessen unterworfen, die zur Formierung
schidlicher freier Sauerstoffradikale flihren. Eine Studie hat nachgewiesen,
dass der vermehrte Verzehr von Fett das Demenzrisiko um den Faktor 2.4
erhoht (Kalmijn et al. 1997).

e In Folge einer verringerten Aufnahme von Omega-3-Fettsduren wird vermehrt
Homocystein gebildet, welches den oxidativen Stress erhoht und die Gefille

schidigt (Seshadri et al. 2002; Quadri et al. 2004).

Bildungsniveau

Untersuchungen in mehreren Léndern haben eindeutige Hinweise darauf ergeben, dass
Menschen mit einer unzureichenden Schulbildung ein bis zu fliinf-mal hoheres Risiko
haben an der AD zu erkranken. Je besser das Bildungsniveau, desto geringer ist das
Risiko. Als mogliche Erkldrung dieses Phinomens ist in den 90er Jahren das Konzept
der Reservekapazitit des Gehirns entwickelt worden.

Es geht davon aus, dass durch Bildung und damit durch Training der Hirnfunktionen die
Bildung von Synapsen, dendritischen Verzweigungen und von Myelin gefordert und

damit das neuronale Netzwerk im Gehirn dichter wird (Letenneur et al. 2000).

Geschlecht

Frauen erreichen ein um einige Jahre hoheres durchschnittliches Lebensalter als
Mainner. Es gibt mehr dltere Frauen als Ménner, was auch erklért, dass absolut gesehen
mehr Frauen als Ménner unter dieser Krankheit leiden.

Frauen haben im Mittel einen etwas lingeren Krankheitsverlauf, weshalb es vermutlich
den Anschein hat, dass ein Unterschied in Form eines erhohten Erkrankungsrisikos

zwischen den Geschlechtern besteht. Bei familidrem Auftreten von der AD zwischen

10



dem 50. und 70. Lebensjahr besteht kein Geschlechtsunterschied. Fiir den
Zusammenhang zwischen dem weiblichen Geschlecht und der héheren Erkrankungsrate
werden ganz verschiedene Ursachen vermutet, z. B. Umwelteinfliisse. Erwdahnenswert
ist die Beobachtung, dass ein bei é&lteren Frauen nach der Menopause héaufig
auftretender Ostrogenmangel ein Risikofaktor fiir die AD zu sein scheint. Ostrogene
sind wichtig fiir die Reparaturvorgiinge in Zellen und Zellmembranen (Molsa et al.
1982; Jorm et al. 1987). In einer Studie wurde gezeigt, dass 17-a-Estradiol (0.2-2 nM)
die Zelltoxizitét, die von A induziert wird, bis zu 51 % reduzieren kann (Green et al.
1996). Ostrogene vermindern den zirkulierenden Spiegel von Apolipoprotein E
(Kushwaha et al. 1991) und steuern den Abbau von Amyloid-Precursor-Proteinen
(APP) zu l6slichen Fragmenten, die sich weniger leicht zum schddlichen AP
aggregieren lassen (Jaffe et al. 1994). Es gibt die These, dass Ostrogene AD verzégern
konnen. In einer Studie wurde gezeigt, dass die Ostrogenersatztherapie (ERT) gegen
AD schiitzen kann (Tang et al. 1996). In weiteren Studien wurde nachgewiesen, dass die
physiologische Konzentration von 17-B-Estradiol die Bildung von AP in
Neuroblastomazellen verringert (Xu et al. 1998).

Testosteron spielt auch eine wichtige Rolle bei dem Altersleiden. In einer Studie von
US-amerikanischen Wissenschaftlern wurden 574 Ménner bereits seit 1958 regelmifig
untersucht. Arzte haben u. a. ihre Hormonwerte gemessen und diese Daten im Hinblick
auf das Risiko fiir die AD untersucht. Einige der Studienteilnehmer haben Arzte iiber
einen Zeitraum von mehr als 40 Jahren regelmifBig untersucht. Von 574 Minnern
erkrankten 54 an AD. Minner, die hohere Testosteronwerte aufwiesen, hatten ein
deutlich geringeres Risiko an der AD zu erkranken. In der Studie wird aufgezeigt, dass
es eine Beziehung zwischen AD und Testosteron gibt. Testosteron liegt im
menschlichen Organismus in zwei Formen vor, einmal frei und einmal gebunden an
einem Protein. Nur das freie Testosteron kann seine Wirkung als ménnliches
Sexualhormon entfalten. Mianner mit einer niedrigen Konzentration an freiem
Testosteron haben ein hoheres Alzheimerrisiko (Hogervorst et al. 2004). Eine aktuelle
Studie zeigte, dass Testosteron das AB-Niveau in vivo regulieren und somit gegen die

AD schiitzen kann (Gouras et al. 2000).

Stress
Mitunter wird behauptet, dass die AD zumindest teilweise auf den vermehrten Stress in
Industriegesellschaften zurlickgeht. Chronischer Stress geht bei Tieren und Menschen

mit einer Schiadigung des Hippocampus sowie mit Lern- und Gedéichtnisproblemen
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einher. Eine Studie erhdrtete den Verdacht, dass chronischer Stress auch die Entstehung
einer AD begiinstigen kann. Die Wahrscheinlichkeit an einer AD zu erkranken war fiir
Personen, die zu Beginn der Untersuchung eine hohe Stressanfélligkeit aufwiesen im
Vergleich zu Personen mit niedriger Stressanfilligkeit doppelt so groB.
Stressanfilligkeit beeintrachtigte speziell das Gedéchtnis, das sich im Extremfall um

den Faktor 10 verschlechterte (Wilson et al. 2003).

Elektromagnetische Felder

Zwei epidemiologische Studien aus den USA und Schweden unterstiitzen friihere
Vermutungen iiber einen Zusammenhang zwischen elektromagnetischen Feldern (EMF)
am Arbeitsplatz und der Entstehung von der AD. Nach der amerikanischen Studie
haben Berufsgruppen mit einer hohen Belastung durch EMF (Elektriker und
Lokomotivfiihrer) ein viermal hoheres Risiko an der AD zu erkranken als eine
Kontrollgruppe.

In der schwedischen Studie fand sich ein um den Faktor fiinf erhohtes Risiko. Als
mogliche Erklarung wird eine vermehrte Produktion des Ap-Proteins durch EMF
diskutiert. Kann EMF die Entstehung der AD begiinstigen? Ein Erkldrungsmodell
(Schulte et al. 1997):

EMF-Exposition fiihrt zu einer Storung des Kalzium-Stoffwechsels, was zu einer
Zunahme der Konzentration freier Ca®"-Ionen in den Zellen fiihrt. Zumindest einer der
Wege, die zur Entstehung von loslichem AP fiihren, ist eine erhdhte intrazellulédre
Konzentration von freiem Kalzium. AP wird von den Zellen schnell in den Blutstrom
abgegeben. EMF soll zu einer vermehrten Sekretion von AP in den Blutstrom und damit
zu einer Erhohung der Ap-Konzentration im Blut beitragen. Bestimmte Proteine
(Apolipoproteine E und J) konnen an AP anbinden und dazu beitragen, dass AP die
Blut-Hirn-Schranke iiberwindet. Ein hohes Uberangebot an Ap kdnnte mit der Zeit im
Gehirn zur Bildung von nervenschiddigenden, unldslichen Amyloid-Plaques bzw. den

Neurofibrillen Tangles und schlieBlich zur AD fiihren (Schulte et al. 1997).

Rauchen

Beim Rauchen ist es noch nicht klar, ob es einen schidlichen oder protektiven Effekt
auf die AD hat. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass das durchschnittliche Risiko
an der AD zu erkranken fiir Raucher und Raucherinnen 2.7-mal groBer ist, im Vergleich
zu Personen, die nie geraucht haben. Diese Ergebnisse waren unabhidngig vom Alter,

Geschlecht, Schulbildung, Blutdruck und Alkoholkonsum (Juan et al. 2004). Eine neue
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Studie zeigte wiederum, dass das Niveau von AP40 und AP42 im Gehirn von

Alzheimer-Patienten, die rauchen, niedriger ist, als bei nichtrauchenden Alzheimer-

Patienten (Hellstrom-Lindahl et al. 2004).

Aluminium und Kupfer

Nachdem im Zentrum der senilen Plaques hohe Konzentrationen von Aluminiumsilikat
nachgewiesen wurden, kommt Aluminium als Ausloser fiir die toxisch bedingte AD in
Frage (Mera 1991). Als Folge der Aluminiumintoxikation kommt es zu Veridnderungen
der Neurofibrillen. In manchen Untersuchungen wird die These vertreten, dass es einen
Zusammenhang zwischen Aluminium und APP gibt (Edwardson et al. 1992). Die
Konzentration an APP steigt bei Gabe von Aluminium in vitro an (Chong and Suh
1995). Eine weitere Studie zeigte, dass hohe Konzentration von Aluminium und geringe
Magnesium- und Phosphor-konzentration im Gehirn der Alzheimerpatienten gefunden
wurde (Andrasi et al. 2005).

Eine eventuelle Studie zeigte, dass Aluminium wie seine Interaktion mit Transferin
keine Verbindung mit dem Risiko der AD hatte (Rondeau et al. 2006). In einer anderen
neuen Tierstudie wurde gezeigt, dass Aluminium im Gegensatz zu Kupfer im

Trinkwasser keine bedeutsame Wirkung auf Ap Ansammlung hatte (Sparks et al. 2006).

Die Ergebnisse einer Studie aus den USA und Kanada zeigen, dass ein Kupfermangel
mit einer Erkrankung an der AD verbunden sein konnte. Es wird vermutet, dass ein
Kupferdefizit dazu flihrt, dass durch die vermehrten gebildeten AP-Peptide die
schiadlichen Amyloid-Plaques gebildet werden, welche wiederum die Hirnzellen

zerstoren (Phinney et al. 2003).

Blutdruck und Cholesterol

Ein erhohter Blutdruck und ein erhdhter Cholesterolwert im mittleren Lebensabschnitt
erhohen das Risiko im Alter an der AD zu erkranken. Wenn es in den Zellen einen
erhohten Cholesterolwert gibt, starten die Zellen ein Efflux-System, damit der
Cholesterolwert normal bleibt. Im Gehirn entstehen mit Hilfe von Cytochrom-P450-
Enzyme aus Cholesterol 24-S-Hydroxycholestrol. Durch das Cholestrolefflux-System
wird Apo-E im Gehirn induziert. Das fithrt dazu, dass mehr Amyloid im Gehirn
abgelagert wird (Rebeck 2004).
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Homocystein

Einige Studien haben gezeigt, dass Homocystein mit einem erhohten Demenzrisiko
verbunden ist. Bei Mangel an den Vitaminen B6, B12 und an Folsdure steigt die
Homocysteinkonzentration an. Bei hohen Homocysteinwerten sind die kognitiven
Leistungen &lterer Menschen beeintrachtigt. Es ist noch nicht genau geklért, auf welche

Weise Homocystein die Demenz beeinflusst (Seshadri et al. 2002; Quadri et al. 2004).

1.1.4 Therapie

Die verschiedenen Ursachen bei der Entstehung und beim Fortschreiten der AD fiihren
dazu, dass jeder Mensch andere Symptome zeigt, deshalb ist die Behandlung vielfiltig.
Die Krankheit ist nicht heilbar. Das heif3t nicht, dass man die Krankheit nicht aufhalten
oder die Symptome zumindest fiir einige Zeit lindern kann. Die Therapieziele bei der
fortgeschrittenen AD lauten:

o Verbesserung der Selbstindigkeit des Kranken bei den alltiglichen

Verrichtungen

o Verbesserung bzw. Erhalt der geistigen Fihigkeiten

o Erleichterung der Pflege des Kranken.
Eine moderne Behandlung beruht im Wesentlichen auf zwei Saulen:

¢ der medikamentdse Therapie und

% der optimale Betreuung, um geistige Anregung und Geborgenheit zu bieten.
Die medikamentdse Behandlung kann in zwei Kategorien unterteilt werden:

» Medikamente, die das Voranschreiten der Krankheit verlangsamen und

» Medikamente, welche die begleitenden Schwierigkeiten behandeln.

Medikamente, die das Voranschreiten der Krankheit verlangsamen
Die Arzneimittel, die heute fiir Demenzkranke zur Verfligung stehen, lassen sich in drei
Gruppen einteilen:
e Wirksubstanzen, welche die Zerstorung von Nervenzellen durch Glutamate
verhindern konnen [NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor-Antagonisten]|
e Acetylcholinesterase-Hemmer

e Nootropika: Mittel zur Férderung der Hirndurchblutung.
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NMDA-Rezeptor-Antagonisten

Heute steht Memantine fiir die Behandlung der mittelschweren und schweren AD zur
Verfiigung. Die Substanz hemmt die schiddlichen Auswirkungen von Glutamat an den
Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren) und kann dadurch die Nervenzellen und Neuronen vor
der gefihrlichen Uberstimulation mit Glutamat schiitzen (Neuroprotektion).

Fiir die zumeist dlteren Alzheimer-Patienten, die oft unter Krankheiten am Herzen,
Bluthochdruck oder Rheuma leiden und deshalb viele andere Medikamente nehmen
miissen, ist das ein wichtiger Aspekt. Memantine kann bei schwerer AD eine Besserung
der Hirnfunktionen erreichen, und Alltagsfahigkeiten bleiben ldnger erhalten (Reisberg
et al. 2003).

Acetylcholinesterase-Hemmer

Wirkstoffe wie Donzepil, Rivastigmin, Tarcin und Galantamin verhindern, dass bereits
gebildetes Acetylcholin im Gehirn schnell abgebaut wird. Sie blockieren das Enzym
Acetylcholinesterase, dies bewirkt eine hohere Konzentration des Botenstoffs
Acetylcholin und verbessert damit die Kommunikation der Nervenzellen. Daraus folgt
eine Verlangsamung des geistigen Verfalls und unter Umstédnden eine Verringerung der
Wahnvorstellungen. Die Acetylcholinesterase-Hemmer sind fiir die Behandlung von
Patienten mit leichter bis mittelschwerer AD zugelassen. Da Acetylcholinesterase-
Hemmer und Memantine unterschiedliche Wirkansidtze haben, hofft man, mit einer
Kombination beider Medikamente den Therapieerfolg verbessern zu konnen (Clegg et

al. 2001).

Nootropika

Diese dritte Gruppe von Arzneimitteln soll die Durchblutung des Gehirns verbessern
und dafiir sorgen, dass die Blutgefile, die das Gehirn versorgen, durchgéngig bleiben
und auf diese Weise die Nervenzellen optimal erndhrt werden. Aus dem
Wirkmechanismus ergibt sich, dass diese Mittel vor allem beim Verdacht auf eine durch
mangelnde Durchblutung bedingte Demenz sinnvoll sind.

Eine dieser Substanzgruppen ist seit ldngerer Zeit bekannt: die Mutterkornalkaloide mit
Dihydroergotoxinmesylat (DEM) bzw. Hydergin als Vertreter.

Der Wirkmechanismus von DEM bei der AD ist unbekannt. Es wird angenommen, dass
der Stoffwechsel von Gehirnzellen durch verstirkte Bildung von zyklischem Adenosin

3',5'-monophosphat (cAMP) verbessert wird. AuBerdem wird die Durchblutung
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verstarkt und die Sauerstoffversorgung verbessert (Burian E. 1974; Yesavage et al.
1979). Weiterhin wird vermutet, dass DEM den Stoffwechsel von Serotonin und
Dopamin regulierend beeinflussen kann (Thienhaus et al. 1987).

Es wurde gezeigt, dass sich nach drei Monaten DEM-Therapie (3 mg- und 6 mg-Dosis)
das Befinden der Patienten mit fortgeschrittener Verwirrung, Gedéachtnisminderung,
Desorientierheit und aggressivem Verhalten bemerkenswert verbessert hat (weniger
Verwirrung, vermehrte Motivation, kurzfristige Gedédchtinsverbesserung) (Burian 1974;
Yesavage et al. 1979). In einem anderen Fall wurden weitere Verbesserungen der
Bewiltigung des Alltagslebens bei einer Dosis von 3 mg DEM pro Tag registriert
(Burian 1974). Andere Arzneimittel, die zur Gruppe der Nootropika gehdren, sind
Piracetam (Flicker and Grimley-Evans 2000), Nicergolen (Fioravant and Flicker 2001),
Vinpocetin (Szatmari and Whitehouse 2003), Acetyl-L-Carnitin (Hudson and Tabet
2003) und Gingko-biloba-Extrakt (Andrieu et al. 2003).

Neue Ansitze in der Therapie

Antioxidantien/ Radikalfinger

Das Schutzsystem von Antioxidantien in den Zellen unterteilt sich in das enzymatische
Schutzsystem (Superoxid-Dismutase) und das nicht enzymatische Schutzsystem
(Glutathion (GSH), Vitamine A, C und E). Die antioxidative Aktivitdt von GSH hat
groen Einfluss auf den Zellmetabolismus, speziell auf die DNA-Synthese und -
Reparatur sowie auf den Metabolismus von Toxinen und Karzinogenen (Cerutti 1991).
Freie Radikale sind durch oxidative Prozesse vermutlich an der Entwicklung
verschiedener Krankheiten beteiligt. Dazu gehdren beispielsweise Arteriosklerose,
Krebs, Diabetes mellitus und Asthma. Antioxidanzien konnen oxidativen Prozessen
vorbeugen und sie wirksam verringern (Willcox et al. 2004). Oxidative Schdden an den
Lipidmembranen konnen wichtige Funktionen neuronaler Zellen storen. In der Folge
entstehen mehr (B-Amyloid-) Ablagerungen, schlieBlich kommt es zum Zelltod. An der
Entstehung von der AD sind unter andere aggressive freie Radikale beteiligt, deshalb
konnen Antioxidantien gegen die AD helfen. Die FErgebnisse zweier grofBler
Bevolkerungsstudien aus Rotterdam und Chicago unterstiitzen die Theorie, dass
Antioxidantien die oxidativen Belastungen neuronaler Zellen senken kdnnen, indem sie
die Anzahl aggressiver freier Radikale verringern (Engelhart et al. 2002; Morris et al.
2002).
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Vitamin E

Die regelmdfige Aufnahme von Vitamin E soll vor der Entstehung der AD schiitzen.
Vitamin E kann die freien Radikale zerstéren, die zu Zellschdden fithren. Sano et al.
zeigten, dass die Aufnahme von 2 000 IE Vitamin E (Tocopherol) tdglich das
Fortschreiten der AD um 6.5 Monate bremst (Sano et al. 1997). Dagegen konnten
Mishra et al. keine Beweise finden, dass Vitamin E bei der Behandlung erfolgreich ist

(Mishra et al. 2003).

Neue Ansiitze zur Phytotherapie

In den letzten Jahren wurden viele Studien durchgefiihrt, die sich mit den positiven
Effekten von einigen pflanzlichen Stoffen zur AD-Therapie beschiftigt haben.

Zu diesen Naturstoffen gehoren Griintee-Extrakt, Flavonoide und Ginkgo-Biloba-
Extrakt.

Griintee-Extrakt

Tee ist das am héufigsten konsumierte Getrank weltweit. Griiner Tee wird aus den
jungen, frischen Bléttern der Teepflanze (Camellia sinensis L.) gewonnen, die zunédchst
mit Wasserdampf erhitzt, dann gerollt und bei hohen Temperaturen getrocknet werden.
Griiner Tee gilt seit mehr als 4000 Jahren als Gesundheitstrank mit erstaunlicher
Einsatzvielfalt. Viele Studien wurden durchgefiihrt um seine heilkraftigen Wirkungen
zu beschreiben (Weisburger 1999). Griiner Tee enthélt Polyphenole, Carotinoide,
Flavonoide, Saponine, #therische Ole, Coffein, die Aminosidure L-Theanin,
Antioxidantien (z. B. die Vitamine A, B2, B12, C und E) und viele Mineralien wie
Aluminium, Calcium, Eisen, Fluor, Kalium, Magnesium, Natrium, Spurenelemente und
Phosphor (Yamamoto 1997). Griiner Tee enthédlt zwei Arten von Polyphenolen:
Catechine und Gallate (Abb. 5). Die Epigallocatechingallate wirkten auf das
Tumorwachstum hemmend (Fujiki 1999). Griiner Tee kann als Diuretikum wirken.
Catechin, welches im griinen Tee vorkommt, kann den Anstieg von Cholesterol im Blut
vermindern (Osada et al. 2001).

Catechin kann auch die Aktivitit des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)
inhibieren, hierdurch kontrolliert es den erhohten Blutdruck (Hara et al. 1987). Eine
experimentelle Tierversuchsstudie zeigte, dass griiner Tee den Blutzucker senken kann
(Shimizu et al. 1988). Griiner Tee wirkt als Entziindungshemmer (Haqqi et al. 1999)
und als Antioxidans durch den Anstieg der GSH-Konzentration (Benzie et al. 1999). Es

wurde belegt, dass Griintee als Antioxidans 20-mal stirker als Vitamin E wirkt.
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Dadurch soll er den Alterungsprozess inhibieren (Okuda et al. 1983). Es wurde
vermutet, dass das regelmifBige Trinken von Griintee vor der AD schiitzen kann. Es
wird aufgezeigt, dass Griintee die Acetylcholinesterase inhibieren kann (Okello et al.
2004). Acetylcholinesterase-Hemmer sind fiir die Behandlung der AD zugelassen,

deshalb besitzt Griintee flir die Behandlung eventuell eine Bedeutung.
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Abbildung 5: Chemische Struktur der Inhaltsstoffe aus Camellia sinensis L.
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Flavonoide

Flavonoide und Biflavonoide bilden eine hdufig vorkommende Gruppe von
Polyphenolen, die sich in den Bléttern, in den Samen, in der Fruchthaut oder -schale, in
der Rinde und in den Bliiten konzentrieren. Viele Flavonoide haben antibakterielle,
entziindungshemmende, antiallergische, antimutagene, antivirale, antineoplastische,
antithrombotische und vasodilat-orische Eigenschaften (Knekt et al. 2002).

In einer Reihe von Studien wird gezeigt, dass Flavonoide starke Antioxidantien sind.
Sie konnen die Hydroxyradikale, Superoxidanionen und die Lipidperoxydradikale
inaktivieren (Schmitt-Schillig et al. 2005).

Die Flavonoide konnen freie Radikale unschiddlich machen, die im Korper die
Entstehung und die Entwicklung von Herzkreislauf-Erkrankungen, Krebs,

Entziindungen, Arthritis und AD begiinstigen kdnnen (Hertog et al. 1995).

Ginkgo-biloba-Extrakt

Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761%) wird aus den Blittern von Ginkgo biloba L.
gewonnen. Es enthdlt Substanzen, die positive Wirkungen auf Zellen des Gehirns
haben. EGb 761® enthilt zwei Anteile: Der Flavon-Anteil enthilt Quercetin, Kampferol
und Isorhamnetin. Der Anteil ohne Flavon enthélt Bilobalid und Ginkgolide A, B, C
und J (Abb. 6) (DeFeudis 1998). EGb 761 enthilt auch Biflavonoiden wie,
Amentoflavon, Bilobetin und Ginkgetin.

Zahlreiche Studien zeigten, dass Ginkgo-biloba-Extrakt EGb 761" die Neurone
schiitzen kann. Es wird belegt, dass die Aufnahme von EGb 761® oder Bilobalid vor
Ischdmie schiitzt, die zum Neuronentod flihrt (Chandrasekaran et al. 2001). Ginkgo
biloba hat auch einen Effekt als Antioxidans (McKenna et al. 2001).

Wihrend der letzten 25 Jahre bestétigten zahlreiche Studien die positive Wirkung des
Ginkgospezialextrakts EGb 761% auf die mentale Kompetenz und die emotionale
Befindlichkeit von Patienten mit kognitiven Storungen vaskuldrer Ursache und Demenz
vom Alzheimer-Typ.

Eine Studie zeigte einen deutlich positiven Effekt des Ginkgo-biloba-Extrakts EGb
761® auf die subjektive emotionale Befindlichkeit gesunder ilterer Menschen (Gieza et
al. 2003). Der Ginkgoextrakt (EGb 761%) und Ginkgolid B koénnen Neurone vor der
Toxizitdt von Glutamat durch Reduktion des Anstiegs von intrazelluliren Calcium

(Ca?") schiitzen (Zhu et al. 1997).
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Eine weitere Studie belegt, dass Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761%) bei Alzheimer-
Patienten wirkt. Der Anteil von EGb 761% ohne Flavone besitzt Neuronenschutz und
Antiapoptose-Effekte, speziell das Bilobalid (Ahlemeyer and Krieglstein 2003).

EGb 761% schiitzt die Neurone vor oxidativem Stress, der durch Hydroperoxide (Oyama
et al. 1996), Apolipoprotein E (Schindowski et al. 2001) und AB-Peptide (Zhou et al.
2000) induziert wird.

Ginkgolid A (GA):R;=OH,R,=R;=H
Ginkgolid B (GB): R;=R,=OH,R;=H
Ginkgolid C (GC): R;=R,=R;=OH

OH
OH
O
O\
N
O % OH
o'\
H
Bilobalid

Amentoflavon

Abbildung 6: Chemische Struktur der Inhaltsstoffe aus Gingko biloba L.
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Weitere Ansitze

Nichtsteroidale Antirheumatika (NSARs)

Mehrere Studien wiesen nach, dass Personen, die ldngere Zeit entziindungshemmende
Medikamente einnahmen, ein niedrigeres Alzheimerrisiko haben. Zurzeit laufen
mehrere Interventionsstudien mit entziindungshemmenden Substanzen. Bis zum
Vorliegen der Ergebnisse dieser kontrollierten Studien kann allein aufgrund von
Resultaten epidemiologischer Studien die Einnahme von Entziindungshemmern jedoch
nicht empfohlen werden. Einige Studien lassen verrufen, dass NSARs gegen die AD
helfen konnten. NSARs konnen den Entziindungsprozess bremsen, deshalb konnten sie
vor der Toxizitdt der Amyloid-Plaques schiitzen. Vorldufige Studien ergeben, dass eine
dauerhafte Aufnahme von NSARs im Lauf des Lebens offenbar dazu beitragen kann,
die Risiken an der AD zu erkranken, zu senken (In t’Veld et al. 2001; Szekely et al.
2004).

Chemotherapeutika

Ein Chemotherapeutikum scheint im Kampf gegen die AD zu helfen. Clioquinol bremst
den Krankheitsverlauf und reduziert das Ausgangsmaterial fiir die Eiweiflablagerungen.
In Studien mit APP-Mausen, die mit Clioquinol behandelt wurden, war eine Abnahme
der Plaquedichte um 25 % zu messen, eine Verminderung von unldslichem AP um 49 %
und ein Anstieg an 16slichem AP um etwa 50 %. In den APP-Maiusen wurde das APP
durch eine Uberexpressions-Mutation (Lys670 — Asn, Met671 — Leu) umgestaltet.
Diese Verdnderung flihrte dazu, dass das normale Lernen, das Geddchtnis und die
Erinnerung ab 9 bis 10 Monaten von Alter behindert wurde.

Ein Anstieg an Cu und Zn ist im Hirngewebe der behandelten Méuse zu messen.
Clioquinol kann so den Cu-Gehalt im Gehirn erhdhen und damit dhnliche Effekte

erreichen wie ein Kupferzusatz im Trinkwasser (Cherny et al. 2001).

B-Vitamine und Folsiure

Bei einem Mangel an B-Vitaminen ist Homocystein deutlich erhoht (Seshadri et al.
2002; Quadri et al. 2004). Hohe Homocysteinwerte lassen sich wirksam und
kostengiinstig durch die Gabe der Vitamine B6, B12 und Folsdure senken. In einer
placebo-kontrollierten Studie konnte die tégliche Einnahme von Vitaminprdparaten den
Gehalt von Homocystein im Blut im Lauf von wenigen Wochen um fast die Halfte

senken. B-Vitamine konnen Demenz-Erkrankungen vorbeugen. Eine Tierstudie zeigte,
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dass Folsdure eine wichtige Rolle spielt. Folsdure schiitzt das Gehirn vor der AD und ist

vermutlich an der Reparatur von DNA-Schéden beteiligt (Kruman et al. 2002).

Kupfergaben
Durch Studien verstérkten sich die Hinweise, dass Kupfergaben bei der Therapie helfen
konnten. Tierstudien ergaben, dass die Bildung schéddlicher Ablagerungen im Gehirn

durch Kupfergaben verringert werden kann (Phinney et al. 2003).

Omega-3-Fettsiuren

Fisch und Meeresfriichte enthalten mehrfach ungesittigte Fettsduren, speziell Omega-3-
Fettsduren. Omega-3-Fettsduren kdnnen entziindliche Prozesse im Gehirn verringern
und spielen eine Rolle bei der Entwicklung und Regeneration von Nervenzellen.
Omega-3-Fettsduren, die in Fischen vorhanden sind, hemmen den oxidativen Stress. Es
gibt Hinweise darauf, dass Omega-3-Fettsduren das Risiko einer AD-Erkrankung
senken. Senioren, die durchschnittlich einmal pro Woche Fisch essen, hatten ein
deutlich geringeres Risiko zu erkranken, als solche, die kaum oder keinen Fisch zu sich

nahmen (Barberger-Garteau et al. 2002).

Inhibitoren von ,,Advanced Glycation Endproducts*

An Proteine gebundener Zucker, die so genannten ,,Advanced Glycation Endproducts*
(AGEs), lagern sich verstérkt im Gehirn von Alzheimer-Patienten ab und vernetzen sich
untereinander. Die Vernetzung der AGEs im Gehirn kann durch eine neue
Substanzklasse, die , AGE-Inhibitoren”, verhindert werden. AGEs aktivieren
Signalkaskaden in den Zellen des Gehirns, insbesondere die Immunzellen des Gehirns
(Gliazellen). Die bilden darauthin Botenstoffe und schiitten freie Radikale aus, diese

den schidlichen Effekt der Amyloid-Plaques verstdrken (Munch et al. 1997; 2003).

Impfstoffe

Eine Tierversuchsstudie hatte mit Impfstoffe gegen Amyloidpeptide gute Ergebnisse
gezeigt. Sie griindet sich auf aktive oder passive Immunisierung und die Entfernung von
AP mit Antikérpern. Es gibt neue Hinweise darauf, dass eine abgeénderte Version eines
Alzheimerimpfstoffes sich moglicherweise neu filir einen klinischen Einsatz
qualifizieren konnte. Die Impfung zielt darauf ab, dass sich das Immunsystem des
Betroffenen gegen das AP im Gehirn richtet. Im Rahmen der Studie wurde den

Patienten AP injiziert, um die Bildung von Antikorpern anzuregen, welche sich an den
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Plaques anlagern und diese fiir den Angriff von korpereigenen Immunzellen zu
markieren. Der Impfstoff hat im Rahmen der klinischen Tests an 372 Patienten im
Januar 2002 bei einigen Personen eine lebensbedrohliche Gehirnentziindung ausgelost,
woraufhin die Studie unverziiglich abgebrochen wurde. Es lie sich herausfinden, dass
die Impfung bei zwei Dritteln der Untersuchten moglicherweise Erfolge gezeigt hat.
Allzu groBBe Hoffnungen sind verfriiht, da eine weitere Entwicklung des Impfstoffes erst
dann vielversprechend wire, wenn die Ursachen der bei einigen Patienten aufgetretenen
gefahrlichen Entziindung restlos geklirt werden. Ein moglicher Weg zu einem klinisch
einsetzbaren Wirkstoff zu kommen, ist die Entfernung jener Abschnitte des Impf-
Amyloids, welche fiir die Antikorperbildung zustindig sind. Alternativ dazu ist eine
Passivimpfung moglich, bei der den Patienten fertige Antikdrper injiziert werden

(Schenk et al. 1999; DeMattos et al. 2001).
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1.2 Neutrale Endopeptidase und Abbau von Amyloid-Plaques

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Naturstoffen hauptsdchlich auf die
Aktivitat der Metallo-Protease Neutrale Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) untersucht.
Weiterhin wurde der Effekt von ausgewihlten Naturstoffen, welche die Aktivitit der
NEP beeinflussten, auch auf die Aktivitit der Peptidyl-Dipeptidase Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) untersucht, um herauszufinden, ob diese
Substanzen die Aktivitdt der NEP spezifisch beeinflussten.

Trotz verschiedener EC-Klassifizierung besitzen die beiden Enzyme groBe Ahnlichkeit
im Aufbau des aktiven Zentrums. Nach Art der zinkbindenden Liganden (hier His, His,
Glu), deren Anordnung in der Aminosduresequenz sowie der Beteiligung weiterer
Aminosduren (hier Glu) an der Katalyse, werden die beiden Enzyme der Familie
,»Gluzincins® zugeordnet (Hooper 1994).

Bei der Entwicklung von Enzyminhibitoren wurden Substanzen synthetisiert, die als
,mixed inhibitors* mehrere Metallopeptidasen in ihrer Aktivitit hemmen. Als Beispiele
seien fiir NEP-ACE-Inhibitoren Mixanpril und Omapatrilat aufgefiihrt (Beaumont et al.
1996; Trippodo et al. 1998).

Eine weitere Gemeinsamkeit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzyme ist
ihre Lokalisation in bzw. an der Zelle. Als Ektoenzyme sind sie an der AuBlenseite der
Zellmembran lokalisiert. Neben einem kurzen intrazelluldren Bereich und einer Trans-
Membran-Region ragt der Hauptteil, einschlieBlich des aktiven Zentrums, in den
Extrazellularraum hinein (VIahovic und Stefanovic 1998; Konkoy und Davis 1996).
Enzyme stellen eine grofle Proteingruppe im menschlichen Organismus dar. Sie sind an
der Synthese aller korpereigenen Molekiile beteiligt und auch fiir deren Modifikation
und Abbau vorwiegend zustidndig. Von den enzymatischen Abbauvorgéngen sind die
proteolytischen Prozesse von zentraler Bedeutung fiir essentielle Lebensfunktionen. Sie
bewirken nicht nur den Proteinabbau in Zellen und Korperfliissigkeiten (katabole
Funktion), sondern sind auch fiir die Regulation verschiedenster biologischer Prozesse
unentbehrlich (anabole Funktion). So werden viele Peptide/Proteine zunéchst als
inaktive Vorstufen synthetisiert und erst unter geeigneten Bedingungen durch eine
gezielte limitierte Proteolyse aktiviert.

Enzyme, die Peptidbindungen spalten konnen, Peptidasen bzw. Proteasen, bilden

innerhalb der Hydrolasen die Untergruppe 3.4 Nach ihrem Angriffspunkt im
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Substratmolekiil werden die proteolytischen Enzyme weiter in Endo- und

Exopeptidasen unterteilt (Abb. 7).

PEPTIDASEN - EC 3.4

Exopeptidasen Endopeptidasen

Aminopeptidasen EC 3.4.11

—

) ] ) Serinproteasen EC 3.4.21
Dipeptidylpeptidasen EC 3.4.14

) ) ) Cysteinproteasen EC 3.4.22
Tripoptidylpeptidasen Ec 3.4.14
Carboxypeptidasen EC 3.4.16-18
Peptidylpeptidasen EC 3.4.15

Dipeptidasen EC 3.4.13

Aspartatproteasen EC 3.4.23
Metalloproteasen EC 3.4.24
Unbekannter Typ EC 3.4.99.

RESERGE e
A

Tripeptidasen
8. Omegapeptidasen EC 3.4.18.

Abbildung 7: Klassifikation der Hydrolasen der Untergruppe 3.4 (Peptidasen; modifiziert nach
McDonald, 1986).

Neben dieser EC-Klassifikation existieren noch weitere Klassifikationen, die auf der
cDNA-Sequenz der Peptidasen, ihren Strukturdaten oder auf den im aktiven Zentrum
befindlichen Aminosduren basieren (Rawlings and Barrett 1993). Entsprechend dieser
Ordnung werden Peptidasen erst nach ihrem katalytischen Typ und dann in Familien
von evolutiondr eng verwandaten Enzymen unterteilt:

1. Serintyp - 22 Familien (S1-S22)
Cysteintyp - 14 Familien (C1-C14)
Aspartattyp - 2 Familien (A1-A2)
Metallotyp - 25 Familien (M1-M25)
Unbekannter Reaktionstyp - 21 Familien (U1-U21).

AN

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Beziechung der NEP zur AD. Die NEP
ist ein im S&dugetierorganismus weit verbreitetes Enzym. Sie beeinflusst eine Vielzahl
von physiologischen/ pathophysiologischen Prozessen, indem sie endogene Mediatoren
mit Peptidstruktur hydrolysiert. Sie ist in vivo fiir die Spaltung einer Vielzahl von
Peptidhormonen bzw. —neurotransmittern verantwortlich, die oft aus nicht mehr als 10
bis 15 Aminoséduren bestehen, z. B. Met-Enkephalin, Leu-Enkephalin, Substanz P oder
Bradykinin. Allerdings sind auch grofere Substrate der NEP bekannt, z. B. das Atriale
Natriuretische Peptid (ANP, 28 Aminosduren) oder das Neuropeptid Y (NPY, 36
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Aminosduren), dariiber hinaus auch Peptide, die weder Neurotransmitter sind, noch

Hormoncharakter haben, wie das AD-Peptid B-Amyloid (42 Aminosduren).
1.2.1 Definition, Funktion und physiologische Bedeutung der NEP

Die neutrale Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11, weitere Synonyme Neprilysin, CD10,
CALLA, Enkephalinase, Nullendopeptidase) ist eine Metallopeptidase, die fiir ihre
Katalysefunktion Metal-lonen (in der Regel Zink) als Cofaktor benétigt. Das Kation
wird durch Chelatstrukturen an das Protein gebunden, das Substrat und ein
Wassermolekiil bilden weitere Liganden. Durch die Eigenschaft des Zentralatoms des
Chelatkomplexes als Lewissdure wird das Substrat polarisiert, d. h., der
Carbonylsauerstoff wird elektrophil. Das Wassermolekiil wird ebenfalls durch die
Wechselwirkung mit dem Metall-Ion aktiviert und es reagiert nukleophil. Das Ergebnis
der Reaktion zwischen elektrophilem und nukleophilem Partner ist die hydrolytische
Spaltung einer Peptidbindung des Substrates (Schellenberger 1989; Hooper 1996).

Die NEP wurde zuerst als eine unbekannte Aktivitdt in der Biirstensaummembran von
Rattennieren beschrieben. Priparationen daraus hydrolysierten in vitro bei neutralem
pH-Wert die B-Kette des Insulins (Wong-Leung and Kenny 1968), deshalb wurde das
Enzym ,kidney brush border” neutrale Proteinase genannt. 1974 wurde die NEP aus
Rattennieren homogen isoliert und als Metallopeptidase erkannt. Sie katalysiert
vorzugsweise die Spaltung an der Aminogruppe der hydrophoben Uberreste der B-Kette
des Insulins (Kerr and Kenny 1974). NEP macht ungefdhr 4 % der Proteinmasse der
Biirstensaummembran der Niere aus. Das Enzym wurde 1987 kloniert und sequenziert
(Devault et al. 1987). Hierbei wurde die Identitit mit dem Leukozyten-
Oberflachenantigen ,,common acute lymphoblastic leukemia antigen (CALLA oder
CD 10) erkannt (Letarte et al. 1988). Der Name Neprilysin wurde von der [IUBMB
wegen der vielfdltigen Bezeichnungen fiir diese Peptidase vorgeschlagen.

Die NEP wird bei der EC-Klassifizierung der Enzymnummer 3.4.24.11 zugeordnet
(Teuscher 1997). Die Molmasse der NEP variiert in den verschiedenen Geweben von
ca. 85 bis 100 kDa, abhidngig vom AusmaB der Glykosylierung an fiinf bis sechs
Glykosylierungsstellen. Mindestens vier Disulfidbriicken innerhalb des Proteins sind
wichtig flir die Aufrechterhaltung von Struktur und Aktivitit (Tam et al. 1985).
Insgesamt sind zwolf Cysteine im Molekiil enthalten, von denen zehn innerhalb der
gesamten M13-Familie der Metallopeptidasen konserviert sind. Die NEP als integrales

Membranprotein vom Typ II ist in der Plasmamembran verankert mit Orientierung des
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Aminoterminus zum Zellinneren und des Carboxyterminus zum Extrazellularraum. Der
groBite Teil des Molekiils inklusive des katalytischen Zentrums befindet sich im
Extrazellularraum, weshalb auch von einem Ektoenzym gesprochen wird. In den
meisten Spezies existiert die NEP als nichtkovalent assoziiertes Homodimer (Fulcher
and Kenny 1983). Im Zentralnervensystem (ZNS) ist die NEP meist auf axonalen
Membranen und in der perisynaptischen Region der Neurone prid- und postsynaptisch
lokalisiert, oft in rdumlicher Ndhe mit dem Produktionsort ihrer Substrate oder mit
deren Rezeptoren. Deshalb wird die NEP im ZNS auch als ,,Cholinesterase der
peptidergen Synapsen™ bezeichnet (Turner et al. 2003). Die NEP wurde in hoher
Konzentration im Striatum, im olfaktorischen Tuberkel, in der Substantia Nigra, im
Choroidplexus, im endopeduncularem Kern, sowie im Kleinhirn gefunden. NEP
existiert in 16slicher Form im menschlichen Plasma und in der Zerebrospinalfliissigkeit.
Im Zentralnervensystem (ZNS) trigt NEP als synaptische Peptidase zum Abbau der
opioiden Peptide bei, weshalb die NEP auch die Bezeichnung Enkephalinase erhielt
(Roques et al. 1980). Die NEP ist eine typische Zink-Metallopeptidase, die das
kationische HeXXH-Zink-bindende Motiv sowie eine konservierte Ubereinstimmung
der Reihenfolge EXXA/GD besitzt, in der Glutamat als dritter Zinkligand dient. Das
Enzym ist als ,,gluzincin® der M13 Peptidase Familie kategorisiert (Barrett et al. 1998).
Die NEP besteht aus einer 23-Aminosduren enthaltenen N-terminalen
zytoplasmatischen Doméne, einer 28-Aminosdurenmembran iiberspannenden Doméne
und einer ungefdhr 700-Aminosduren umfassenden extrazelluliren Doméne. Letztere
enthélt das aktive Zentrum. Die NEP spaltet Oligopeptide auf der N-terminalen Seite
von hydrophoben Aminosduren (Phe, Met, Leu). Als Substrate fiir NEP dienen das
atrial-natriuretische-Peptid (ANP), Enkephaline, Endorphine, Substanz P und
Bradykinin (Kenny 1988; Turner et al. 2001).

Das Enzym wird hauptsidchlich durch EDTA, Phosphoramidon und Thiorphan gehemmt
und wird durch Zink reaktiviert (Abb. 8). NEP-Inhibitoren erzeugen durch eine
Halbwertszeitverlingerung der endogenen Opioide oder vasoaktiven Peptide eine
physiologische Analgesie und/oder Blutdrucksenkung (Chipkin et al. 1985; Roques and
Beaumont 1990; Chen et al. 1998; Robl et al. 1997).
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Abbildung 8: Die Struktur von Neprilysin mit Phophoramidon (http://www.biochem.ucl.ac.uk).

Das Gen fiir die NEP existiert in einer einzelnen Kopie. Es umspannt mehr als 80 kb,
besteht aus 24 Exons und ist innerhalb der Sdugetiere hochkonserviert (D’ Adamio et al.
1989). Das Gen wurde 1989 auf die chromosomale Region 3q21-q27 lokalisiert (Barker
et al. 1989). Neuere Untersuchungen haben die Region auf 3q25.1-25.2 eingegrenzt
(GeneCards 2004). Die Klonierung der cDNA ergab bei den untersuchten Saugerspezies
relativ einheitliche Molekiillingen: 750 Aminosduren beim Kaninchen (Devault et al.
1987), 742 Aminosduren bei der Ratte (Malfroy et al. 1987) und 752 Aminosduren fiir
die menschliche NEP (Malfroy et al. 1988).

NEDP ist ein weit verbreitetes, wenn auch nicht ubiquitidr vorkommendes Enzym auf der
Oberflache von Sdugetierzellen. Die bei weitem hochste Aktivitit weist die NEP in der
Biirstensaummembran der proximalen Tubuli und Glomeruli der Niere auf. Im Lunge,
Darm, Plazenta, Prostata und dem Plexus chorioides des Auges konnten ebenfalls
hohere NEP-Aktivitdt nachgewiesen werden. In vielen weiteren Geweben und Zellarten,
wie z. B. im Gehirn, den Ovarien, im Fettgewebe oder im Pankreas, tritt sie mit
geringeren Aktivititen in Erscheinung, kann dort aber ebenso wichtige Aufgaben
erfillen. Im Blut und im Seminalplasma kommt die NEP in einer 16slichen Form vor.

Vermutlich wird sie hier durch unspezifische Abschilferungsprozesse oder in Analogie

28



zum Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) durch Sekretasen von den Zellmembranen
der Blutgefdfe bzw. der Leydig-Zellen in den Testes enzymatisch abgelost (Soleilhac et
al. 1996). Die besonders hohe Aktivitit der NEP in der Niere und der Lunge versetzt
das Enzym in die Lage, wichtige blutdruckregulierende Peptide wie ANP und den
stiarksten bekannten Vasokonstriktor, Endothelin-1, aus dem Blutkreislauf abzufangen
und zu inaktivieren (Kenny et al. 1988; Yamaguchi et al. 1992). Hierbei zeigt sich das
oftmals ambivalente Verhalten der NEP, da das ANP erheblich zur Natriurese und
damit zur Senkung des Blutdrucks beitrdgt, wohingegen Endothelin-1 durch Verengung
der Gefidlle blutdrucksteigernd wirkt. Auerdem bewirkt das Enzym die Umsetzung von
Angiotensin II zum vasodilatorischen und kardioprotektiven Angiotensin (1-7) und
entzieht damit dem Blutkreislauf das vasokonstriktorische Angiotensin II. Aus solchen
in vitro oder in einfachen physiologischen Abbauversuchen gewonnenen Erkentnissen
lasst sich nur bedingt die physiologische Hauptwirkung bei der Hemmung des Enzyms
vorhersagen. Der therapeutische Nutzen von NEP-Inhibitoren in der Bluthochdruck-
Therapie wurde allerdings deutlich durch kombinierte Inhibitoren, so genannte
Vasopeptidase-Hemmer, iibertroffen (d’Uscio et al. 2001).

Eine weitere wichtige Funktion iibt die NEP beim Metabolismus chemotaktischer und
proinflammatorischer Peptide aus, was z. B. bei Entziindungsprozessen der Lunge eine
Rolle spielt, bei denen die Aktivitit der NEP deutlich reduziert ist (Shipp et al. 1991a).
Kiirzlich ist NEP als ein wichtiges extrazellulires Enzym im Gehirn identifiziert
worden, dass A} abbauen kann (Shirotani et al. 2001). Wegen dieser Rolle bei der AD
steht die NEP in den letzten Jahren im Mittelpunkt des Interesses vieler Peptidase-
Forscher.

NEP spielt auch eine wichtige Rolle bei verschiedenen Krebserkrankungen. Es wird
vermutet, dass die Hemmung von NEP in der Lunge durch Zigarettenrauch mit der
Entwicklung des kleinzelligen Lungenkarzinoms in Verbindung gebracht werden kann
(Shipp et al. 1991). Die Aktivitit der NEP wird auch bei bestimmten Formen von
Prostatakrebs gehemmt. Diese Hemmung bewirkt, dass die Androgen-unempfindliche
Tumorprogression von mitogenen Peptiden gefordert wird (Papandreou et al. 1998).
Eine verstirkte NEP-Expression kann zur Apoptose in Prostatakarzinomzellen und in
Jurkat-T-Zellen gebunden an der Proteinkinase C (PKC) fiihren (Mari et al. 1997,
Sumitomo et al. 2000). Auch in der Plazenta befindet sich NEP.

29



NEP konnte weiter eine physiologische Rolle in der Erhaltung der Schwangerschaft
durch Verminderung von spezifischen bioaktiven Peptiden, wie dem Gonadotropin-

Releasing-Hormon (GnRH), spielen (Mizutani et al. 1995; Ino et al. 2000).

1.2.2 Abbau von Amyloid-Plaques

Der Grad der AP-Akkumulation ist von seiner Produktion und von seinem Abbau
abhingig. Bei jungen und gesunden Menschen erfolgt die Degradation von Af} schnell.
Sie geschieht, bevor AB im Gehirn abgelagert werden kann. Ein Ungleichgewicht
zwischen Produktion und Abbau von AP ist fiir die Degeneration der Neurone und so
fiir die Entwicklung der AD verantwortlich (Glabe 2000). Obwohl betrdchtliche
Aufmerksamkeit auf das Verstdndnis der Enzyme und ihrer Prozesse gerichtet worden
ist, die an der Bildung von AP beteiligt sind, fehlen immer noch Kenntnisse hinsichtlich
der Prozesse, durch die AP normalerweise entfernt und abgebaut wird. Eine Stimulation
des Abbaus von AP soll dazu fiihren, dass die Ablagerung von AP} vermindert wird. Der
Abbau von AP kann in der Form des Transports des AP-Peptids in der
Zerebrospinalfliissigkeit (periphere Clearance), durch Bindung an die Proteine, die das
AP in einer nichtaktiven Form sequestrieren oder durch direkten enzymatischen Abbau
geschehen. Die Stimulation von Proteasen, die AP degradieren, gilt als neuer
therapeutischer Ansatz um Ablagerungen von AP zu verhindern und damit zur
Behandlung der AD (Leissring et al. 2003). Neue Berichte zeigten eine wichtige Rolle
fiir das Insulin-abbauende-Enzym (IDE) im Abbau von AB. IDE kann AP und APP
abbauen. IDE-Mangel fiihrte zu einer mehr als 50%-igen Abnahme im Abbau des AB-
Peptids in Membran-Fraktionen des Gehirns und in primiren neuronalen Zellkulturen
(Farris et al. 2003). Auch Plasmin kann das AB-Peptid abbauen (Iwata et al. 2000;
Tucker et al. 2002; Iwata et al. 2001, Exley and Korchazhkina 2001; Ledesma et al.
2000). Das Angiotensin Converting Enzyme (ACE; EC 3.4.15.1) kann die Aggregation,
die Ablagerung und die Zytotoxizitdt von AP durch Abbau von AP (1-40) an Asp7-Ser8
in vitro hemmen (Hu et al. 2001).

Auch Matrix Metalloproteinase-9 (EC 3.4.24.15) und der a-2-Macroglobulin-Komplex
konnen das AB-Peptid abbauen (Yamin et al. 1999; Qiu et al. 1996).

In verschiedenen Zell- und in vitro-Modellen wurde gezeigt, dass ECE-1 (Endothelin

Converting Enzyme-1) and ECE-2 (Endothelin Converting Enzyme-2) intrazelluldr die

30



AB-Peptide abbauen kdnnen. ECE-1 and ECE-2 begrenzen damit die Akkumulation von
AP im Gehirn (Eckman et al. 2003).

1.2.3 Bedeutung der NEP fiir den Abbau der Amyloid-Plaques

In der Literatur wurde iiber den Einfluss von NEP auf die B-Amyloid-Konzentration im
Gehirn von Knock-out-Méusen berichtet, da NEP A in vivo abbauen kann (Iwata et al.
2001; Selkoe 2001b; Marr et al. 2003; 2004). Die wichtige Rolle von NEP fiir den
Abbau des AB-Peptids wurde durch Infusion des Metalloprotease-Inhibitors Thiorphan
in den Hippocampus von Ratten gezeigt. Diese Infusion zeigte einen eingeschrinkten
AB-Abbau durch Hemmung von Neprilysin (Iwata et al. 2000). Es ist auch wichtig
festzustellen, dass die Wirkung von NEP in vivo im Gehirn fiir AP selektiv ist. Denn ein
Mangel an NEP im ZNS erhoht nicht die Konzentration solcher Neprilysinsubstrate, wie
Enkephalin, Cholecystokinin, Neuropeptide Y und Substanz P. Folglich sind andere
Mechanismen fiir den Abbau dieser Peptide verantwortlich (Saria et al. 1997). Die NEP-
Konzentration ist vor allem in den Bereichen gering, in denen sich die Amyloid-Plaques
befinden (Akiyama et al. 2001; Reilly 2001; Yasojima et al. 2001a; b). Es wurde
weiterhin gezeigt, dass nur die Hemmung von NEP, aber von keiner anderen Peptidase
dazu fiihrte, dass die Konzentration von A3 im Gehirn erhoht wurde (Iwata et al. 2000;
2001; Marr et al. 2004). Die verstirkte Gen-Expression von NEP verringert dagegen die
AB-Konzentrationen in vitro. Es wurde untersucht, ob sich NEP als mogliches
therapeutisches Target nutzen ldsst, um die Ablagerung von AP im Gehirn zu
verhindern. Die Gabe von NEP-exprimierenden Lentiviren in den Hippocampus von
transgenen Mausen fiihrt zu einer ca. 50%-igen Verringerung der Menge an AB-Plaques
(Marr et al. 2003; 2004). Auch eine Infektion primdrer Neurone mit einem Sindbis-
Vektor, der NEP-Expression induziert, verringert die AB-Produktion in vitro (Hama et
al. 2001). Das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) kann die NEP-Expression
induzieren (Kikkawa et al. 2004). AuBBerdem gibt es einen indirekten Zusammenhang
zwischen der Expression von NEP und der Empfindlichkeit zur Bildung von Ap-
Plaques in Méusen (Fukami et al. 2002). Es ist unklar, ob der genetische Hintergrund
von NEP an der Atiologie der AD beteiligt ist, da die genetische Analyse keine
Wechselbeziehung zwischen dem Ort der NEP-Expression und dem Risiko fiir die
Entstehung der AD zeigte (Sodeyama et al. 2001; Oda et al. 2002). Eine neue Studie
zeigte, dass NEP-Genpolymorphismen die Ablagerung von A verstirken und auch das

31



Risiko an der AD zu erkranken erhohen (Clarimon et al. 2003; Helisalmi et al. 2004). In
einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass das Lebensalter die Aktivitidt von NEP
beinflusst (Kletsas et al. 1998). Die effektivste Wirkung von NEP entfaltet sich nur am
Anfang des Verlaufs einer AD (Mohajeri et al. 2004). Die NEP-Expression und -
Aktivitdt speziell im Hippocampus und Neocortex sind vom Alter abhédngig. Sie
nehmen mit dem Alter ab. Dies scheint ein natiirlicher Prozess bei Miusen und anderen
Nagetieren in den frithen Stadien der sporadischen AD zu sein (Fukami et al. 2002;
Iwata et al. 2002; Yasojima et al. 2001a; b). Es wurde bewiesen, dass die ,,lipid-rafts*
der Zellmembranen, in welchen NEP nachweisbar ist (Angelisova et al. 1999;
Kanemitsu et al. 2003), an der Bildung von A beteiligt sein konnten (Wolozin 2001;
Cordy et al. 2003).

Zusammenfassend ldsst sich darauf feststellen, dass NEP ein vielversprechendes

therapeutisches Target fiir die Behandlung von der AD sein konnte.
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1.3 Ziele der Arbeit

Die Alzheimer-Demenz (AD) stellte eine Erkrankung mit schlechter Prognose und
unbefriedigenden Behandlungsmoglichkeiten dar. Daher sind neue Therapieansétze
dringend erforderlich.

In den letzten Jahren hat die Neutrale Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) als
interessante neue Zielstruktur in der Alzheimertherapie immer mehr Beachtung
gefunden.

Die NEP kann die Amyloid-B-Peptide (AB), welche fiir die AD charakteristisch sind,
abbauen und ist daher mit der Pathogenese von der AD verbunden. Die Induktion des
NEP-Enzyms kann den Abbau von AP katalysieren und damit die Ablagerung von A
in den Gehirnzellen verhindern. Zur Steigerung der NEP-Aktivitit stehen jedoch bislang
noch keine Arzneimittel zur Verfiigung.

Ziel dieser Arbeit ist es, Nach Naturstoffen zu suchen, die Aktivitit der NEP erh6hen
konnen. AnschlieBend sollten Ansdtze zu moglichen Wirkungsmechanismen der
vermuteten neuroprotektiven Wirkung der ausgewéhlten Drogen und Naturstoffe bei
neurodegenerativen Erkrankungen aufgezeigt werden. Der Einfluss von ausgewidhlten
Arzneipflanzenextrakten (Ginkgo, Griiner Tee), phenolischen und anderen Naturstoffen
(Flavonoide, Proanthocyanidine, Alkaloide), die als Neuroprotektiva bekannt sind,
sollte auf die NEP-Aktivitit der humanen Neuroblastomazelllinie (SK-N-SH)
untersucht werden.

Ferner sollte der Effekt der gesteigerten NEP-Aktivitit auf die Menge der endogen
produzierten und ins Medium sezernierten AB1-42, welche eine groere Tendenz als
andere AP zu aggregieren hat, und der Zusammenhang zwischen der Erhohung des
zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) und der NEP-Aktivitdt untersucht werden.
Zusétzlich sollte der Einfluss von ausgewihlten Naturstoffen, welche die Aktivitét der
NEP erhohten, auf das Angiotensin-Konversionsenzym (Angiotensin-Converting
Enzyme, ACE) untersucht werden, um die Spezifitit dieser Naturstoffe auf die NEP-
Aktivitét zu priifen.

Im Rahmen der Untersuchungen sollte somit der Frage nachgegangen werden, ob und in
welchem Ausmall ausgewdhlte Drogen in der Lage sind, ein fiir die Verhinderung
neurodegenerativer Erkrankungen wichtiges Enzym, die NEP, zu induzieren und damit
einen naturwissenschaftlich begriindbaren Mechanismus zum therapeutischen Einsatz

zu bieten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Hinweise

Alle Puffer und Losungen wurden - falls nicht anders angegeben - mit bidestilliertem
Wasser hergestellt. Die verwendeten Materialien fiir die Zellkultur waren entweder vom
Hersteller steril verpackte Einmalartikel oder sie wurden vor ihrer Verwendung in
einem Autoklaven bei 121 °C 20 min dampfsterilisiert. Sofern bei einigen der folgenden
Methoden und Inkubationsschritte keine Temperatur angegeben worden ist, wurde bei

Raumtemperatur gearbeitet.

2.2 Gerite
2.2.1 Zellkultur

* Begasungsbrutschrank Cellstar; Nunc Intermed GmbH, Wiesbaden, Deutschland
* CASY-Zellzdhlgerit; Scharfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

* Gasbrenner Schiitt Flamy S; Schiitt GmbH, Goéttingen, Deutschland

* Lichtmikroskop TMS-F; Nikon, Japan

» Mikroplattenphotometer Tecan Spectra Fluor; Tecan, Osterreich

» Rundschiittler, SLT Shaker; Elmech GmbH, Celle, Deutschland

+ SLT-Mikrotiterplattenreader; SLT Labinstruments, Wien, Osterreich

« Sterile Laminar-Flow-Box Herasafe; Heraecus-Christ, Hanau, Deutschland

» Vakuumpumpe Vacusafe; Integra Biosciences, Schweiz

* Werkbank Clean Air CLF 360; Woerden, Niederlande.
2.2.2 Sonstige Gerite

* Analysenwaage AC 210 D; Sartorius, Gottingen, Deutschland

* Fluoreszenzmikroskop BX 41; Olympus, Japan

* Heizbader B-480/ 485; Biichi AG, Schweiz

* pH-Meter CG 817-T; Schott Gerite, Hotheim, Deutschland

* Spektrofluorometer RF-5001 PC, Fa; Shimadzu, Japan

* Trockenschrank WTB; Binder, Tutlingen, Deutschland

« Ultraschallbad Sonorex RK 100; Bandelin Electronic, Berlin, Deutschland
* Vortex Genie II; Scientific Industries, USA

» Wasserbdder 1002-1013, GFL, Burgwedel, Deutschland.
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2.3 Verbrauchsmaterialien

2.3.1 Untersuchungsmaterialien

* Amentoflavon; Roth, Wiesbaden, Deutschland

* Apigenin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Arabinosylcytosin HCI; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Bilobalid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Coffein; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Curcumin; Eastman, USA

* Deoxypeganin; Frau Prof. Dr. Winterhoff, Miinster, Deutschland

* (-)-Epicatechin; Roth, Wiesbaden, Deutschland

* (-)-Epigallocatechin (EGC); Roth, Wiesbaden, Deutschland

* (-)-Epigallocatechingallate (EGCG); Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Forskolin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Ginkgolid A; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Ginkgolid B; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Ginkgo-biloba-Extrakt; Schwabe GmbH, Karlsruhe, Deutschland

« Griiner Tee Extrakt (EFLA®85942); Emil Flachsmann AG, Schweiz

* L-Theanin; Chromadex, USA

* Luteolin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

« N, 2°'-O-dibutylryladenosine-3", 5'-cyclic monophosphate, Sodium Salt; Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

* (-)-Nicotin, sterile; Roth, Wiesbaden, Deutschland

* Rolipram; MB Biomedicals, USA

» Theobromin; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Theophyllin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Vinpocetin; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* 3,3",5"-Triiodo-I-Triiodotyronine, Sodium salt; Sigma, Deisenhofen, Deutschland.
2.3.2 Zellkultur

* 24/ 6-Well-Tissue Culture Plate; Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland
* Casy Clean Losung; Schirfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland
* Casy Ton Losung; Schirfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland
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* Einmal-Injektionskaniilen Gr. 1, Sterican; B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

* Fetales Kélberserum (FBS); Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Flussigkeitsreservoir steril 55 ml; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

* Himatoxylinlosung III nach Gill; Merck, Darmstadt, Deutschland

* MEM-Earle's; Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container; Nalge Nunc International, Grobritannien

* Natrium Pyruvat; Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Nicht-essentielle Aminosaure; Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Omnifix-Einmalspritzen 1 ml/ 2 ml/ 10 ml; B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

» PBS-Dulbecco-Puffer; Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Sterilfilter Minisart, Porengro3e 0.2 um; Sartorius, Gottingen, Deutschland

* Tissue Culture Flask 50/ 250 ml, steril; Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

* Trypsin/ EDTA Solution 0.05 %/ 0.02% (w/v); Biochrom KG, Berlin, Deutschland

* Zentrifugenrdhrchen 15/ 50 ml, steril; Corning Inc., USA.

Sterile Einwegware, wie Pipetten, Schraubdeckelrohrchen, Zentrifugenréhrchen und
Gefafle fiir die Zellkultur wurden von den Firmen Nunc (Wiesbaden, Deutschland),
Roth (Wiesbaden, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und Greiner
(Niirtingen, Deutschland) bezogen.
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2.3.3 Chemikalien

* 7-Amino-4-methylcumarin (AMC); Serva, Heidelberg, Deutschland

» Aceton; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Bisbenzimid, (Hoechst33258); Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Desoxyribonucleinc acid (DNA) Sodium salt, Type XIV: From Herring Testes; Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

* Dimethylsulfoxid (DMSO); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Dinatriumhydrogenphosphat*12H,0 (Na,HPO,); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Ethanol (EtOH); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA); Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Formaldehyd; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Glycerol; Merck, Darmstadt, Deutschland

» Hamatoxylin-Losung III nach Gill, Merck, Darmstadt, Deutschland

* HEPES, Hemisodium salt; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

» H-Histidyl-L-Leucin (H-His-L-Leu); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucin-OH* 4 H,O; Bachem, Schweiz

* [sopropanol; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Leucin Aminopeptidase, microsomal (LAP) (EC: 3.4.11.2); Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

* Lisinopril; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Methanol (MeOH); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Natriumchlorid; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Natriumdihydrogenphosphat * H,O (NaH,PO,); Merck, Darmstadt, Deutschland

* Natriumhydroxid; Merck, Darmstadt, Deutschland

* o-Phthalaldehyd; Merck, Darmstadt, Deutschland

* Phosphoramidone disodium salt; Sigma, Deisenhofen, Deutschland

* Salzsdure (HCI); Merck, Darmstadt, Deutschland

* SAAP-AMC (N-Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-Amido-4-methylcumarin); Bachem AG,

Schweiz.
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2.3.4 Puffer und weitere Losungen

» PBS-Puffer 150 mM NaCl, 8,33 mM Na,HPO,, 1,67 mM KH,PO4, pH 7,4

* HEPES-Puffer 50 mM HEPES, 154 mM NaCl, pH 7,4

* Phosphat-Puffer 83 mM K,HPO4*3 H,0, 326 mM NaCl, pH 8,3

« DNA-Puffer 41 mM Na,HPO,4 * 12H,0, 9 mM NaH,PO4 * H,O, 2 mM
EDTA, pH 7,4 (2x konzentrierter DNA-Puffer fiir die
Kalibriergerade)

* DNA-Stammldsung 1.0 mg DNA/ml H,O

* Hoechst 33258 Stammldsung 1.0 mg/ml H,O, Lagerung bei 4 °C
* Hoechst 33258 Arbeitslosung 10.0 pl Stammldsung + 990 ul H,O PBS-Puffer.
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2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Kaultivieren und Passagieren von SK-N-SH Zellen

SK-N-SH Zellen, (humane Neuroblastom-Zelllinie aus Knochenmarksmetastasen,
ATCC Nr. HTB11) sind adhdrent wachsende Zellen. Sie wurden in Zellkulturflaschen
mit einer Bodenfliche von A = 25 c¢m? in 5 ml Minimal Essential Medium-(MEM mit
Earls Salz) mit 10 % FBS, Natriumpyruvat und nicht-essentiellen Aminosduren im
Brutschrank bei 37 °C in einer mit Wasserdampf geséttigten Atmosphére, die 5 % CO,
und 95 % Luft enthielt, als Monolayer kultiviert.

Zum Passagieren wurde zundchst das Medium jede Woche abgesaugt und die maximal
90 % konfluent gewachsenen Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. AnschlieSend wurden
2.5 ml Trypsin-EDTA-L6sung fiir ein bis zehn Minuten zugegeben. Die Trypsinlosung
sollte nicht langer als 10 min auf den Zellen sein, da sie zellschddigend wirken kann.
Nach Ablosung der Zellen durch leichtes Klopfen gegen den Kulturflaschenboden
wurden sie von der Kulturflasche abgespiilt. Durch Zugabe von 30 ml frischem MEM
Earle Medium (37 °C, 10 % FBS) wurde die Trypsinierung gestoppt und die Zellen
durch mehrfaches Pipettieren suspendiert und in 24-Well-Platten 4 1 ml vereinzelt.

Die iibrig gebliebenen fiinf bis sechs ml der Zellsuspension wurden in eine neue
Zellkulturflasche mit einer Bodenfliche von A = 25 cm’ ausgesit und bis zu einer
Konfluenz von 90 % kultiviert. Wahrend der néchsten 24 Stunden erfolgte kein weiterer
Mediumwechsel oder eine andere Manipulation mit den frisch eingesiten Zellen. Mit
jeder Passage nahm der Anteil gut proliferierender Zellen zu und der schlecht
proliferierenden ab. Damit wurde die Zellkultur von Passage zu Passage uniformer und

homogener (bis zu 40 Passagen). Sdmtliche Arbeiten erfolgten unter einer sterilen

Werkbank.
2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Konservierung von Kulturzellen erfolgte durch Einfrieren der Zellen in fliissigem
Stickstoff bei —195 °C. Nach Zugabe von Trypsin-EDTA-L6sung wurden die Zellen in
einer konfluent bewachsenen Gewebekulturplatte (Durchmesser 100 mm, ca. 5 x 10°
Zellen) abgeldst und in frischem Medium resuspendiert. Durch Zentrifugation (200 x g,
3 min) wurden die Zellen anschlieBend pelletiert und in 1.0 ml Einfriermedium

(Medium, 10 % (v/v) FBS, 10 % DMSO) resuspendiert. Die erhaltene Zellsuspension
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wurde in Kryor6hrchen tiberfiihrt und innerhalb von zwei Tagen im Nalgene Cryo
Freezing Container in Isopropanol kontinuierlich auf —80 °C abgekiihlt. Fiir eine ldngere
Lagerzeit wurde fliissiger Stickstoff verwendet.

Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem Wasserbad (37 °C). Schrittweise wurden die
Zellen im Medium (5 ml 4 °C) resuspendiert. Nach schonender Zentrifugation (200 x g,
3 min) wurden die Zellen erneut im Medium resuspendiert. Zum vollstindigen
Auswaschen des aus dem Einfriermedium stammenden DMSO wurde dieser Vorgang
erneut wiederholt. Die Zellen wurden zur ersten Passage mit Medium, dem 20 % FBS

zugesetzt wurde, kultiviert.

2.5 Methoden der Enzymbestimmungen

2.5.1 Bestimmung der Aktivitit der NEP

2.5.1.1. Aufnahme einer Kalibriergeraden fiir 7-Amino-4-methylcumarin

Die NEP- Aktivititsmessung beruht auf der Fluoreszenzmessung des 7-Amino-4-
methylcumarin (AMC). Zunichst musste eine Kalibriergerade mit bekannten AMC-
Konzentrationen erstellt werden und die dazugehorige Fluoreszenz wurde anschlieBend
gemessen. Dafiir wurden bei Raumtemperatur aus einer 1 mg/ml AMC-Stammldsung
Verdiinnungen von 10.0; 5.0; 2.5; 1.0; 0.5 und 0.1 pg/ml AMC mit HEPES-Puffer
hergestellt und jeweils 50 pl der jeweiligen Verdiinnung in 1.5 ml Eppendorfréhrchen
gegeben.

Anschliefend erfolgte in jedes Eppendorfrohrchen die Zugabe von 350 ul HEPES-
Puffer und 800 pl Aceton. Nach sorgfiltigem Mischen wurde jede AMC- Verdiinnung
drei-mal gegen einen Nullwert aus 350 pl HEPES-Puffer und 800 pul Aceton bei einer
Extinktion von A= 367 nm und einer Emmision von A¢,n,= 440 nm (Spaltbreiten 3 nm)

vermessen (Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu).
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Kalibriergerade fiir 7-Amino-4-methylcumarin in HEPES-Puffer pH 7,4
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Abbildung 9: Kalibriergerade fiir NEP-Assay. Jeweils 50 pl jeder AMC wurde bei einer Extinktion
von Aex= 367 nm und einer Emmision von Aem= 440 nm in 350 pl HEPES-Puffer und 800 pl Aceton
bei einem Split von 3 nm gegen die Kontrolle gemessen.

2.5.1.2. NEP-Bestimmung im Akutversuch

Die Bestimmung basierte auf der von Bormann und Melzig (2000) beschriebenen,
zweistufigen Methode mit N-Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-Amino-4-methylcumarin (SAAP-
AMC) als Substrat. Wihrend der ersten Reaktion setzte NEP aus dem Substrat Phe-
AMC frei, das in einer weiteren enzymatischen Reaktion durch Leucin-
Aminopeptidase-Zugabe (LAP) zu AMC abgebaut wurde, dessen Konzentration
fluorimetrisch bestimmt werden konnte.

Hierzu musste das Medium von den in den Wells adhdrent gewachsenen Zellen
abgesaugt werden. Danach wurden 50 pl Testldsung mit 50 pl SAAP-AMC (50 uM)
und 400 ul HEPES-Puffer (50 mM + 154 mM NaCl, pH 7,4) auf die Zellen gegeben
und die Ansdtze wurden fiir 60 Min bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe von 50 pl
Phosphoramidon (50 pM) wurde die Reaktion gestoppt. 400 pl Uberstand wurden in 1.5
ml Eppendorfréhrchen tiberfiihrt. Die Zugabe von 20 ul LAP (1:235 in HEPES-Puffer
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verdiinnt), die zeitgleich zur ersten Reaktionszeit bei 56 °C vorinkubiert worden war,
startete die zweite Reaktion zur Bildung von AMC. Die Ansdtze wurden dabei fiir 60
min bei 56 °C inkubiert. Durch 800 pl Aceton wurde die Reaktion durch
Proteindenaturierung gestoppt. Danach wurde die Fluoreszenz der Ansdtze bei einer
Anregungswellenldnge von 367 nm, einer Emissionswellenldnge von 440 nm und
Spaltbreiten von jeweils 3 nm gemessen (Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa.
Shimadzu).

Zeitgleich wurde je Testwert ein Kontrollwert, der 50 ul SAAP-AMC, 400 ul HEPES-
Puffer, 50 pul Phosphoramidon, 20 ul LAP und 800 pul Aceton enthielt, mitgefiihrt.

2.5.1.3. NEP-Bestimmung im Langzeitversuch

Bei den Langzeitversuchen mussten die Extrakte sowie Reinsubstanzen zunichst in
Wasser oder DMSO gelost werden. Diese wurden anschlieend unter der Sterilbank
durch einen Sterilfilter von 0.2 um Porendurchmesser filtriert und 24 Stunden nach dem
Passagieren der Zellen zum Medium zugegeben. Dabei wurde die gewiinschte
Konzentration angesetzt. Analog zu den Akutversuchen wurde ebenfalls eine Kontrolle
mitgefiihrt. Nach weiteren drei bis vier Tagen wurde das Medium vollstindig abgesaugt
und 400 ul HEPES-Puffer, 50 pl SAAP-AMC wurden auf die Zellen pipettiert und fiir
60 min im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Der weitere Ablauf entsprach dem

Vorgehen im Abschnitt 2.5.1.2.

2.5.2 Bestimmung der Aktivitit des ACE
2.5.2.1. Aufnahme einer Kalibriergeraden fiir das Reaktionsprodukt aus H-Histidyl-L-
Leucin (H-His-L-Leu) und o-Phthalaldehyd

Durch die Fluoreszenzmessung eines Komplexes aus H-His-L-Leu mit o-Phthalaldehyd
konnten Riickschliisse auf die ACE-Aktivitit gewonnen werden. Hierzu musste
zundchst eine Kalibriergerade mit bekannten H-His-L-Leu-Konzentrationen erstellt und
die dazugehorige Fluoreszenz gemessen werden. Dafiir wurden bei Raumtemperatur aus
einer 1 mg/ml H-His-L-Leu —Stammldsung Verdiinnungen von 10.0; 5.0; 2.5; 1.0; 0.5
und 0.1 pg/ml L-His-L-Leu mit Phosphat-Puffer hergestellt und jeweils 20 pl der
jeweiligen Verdiinnung in 2.0 ml Eppendorfrohrchen gegeben.. Anschlieend erfolgte
in jedes Eppendorfrohrchen die Zugabe von 230 pl Phosphat-Puffer, 1.0 ml NaOH (0.4
N), 100 pl o-Phthalaldehyd und 300 pl HCI1 (2.0 N). Nach sorgfaltigem Mischen wurde
jede Verdiinnung dreimal gegen einen Nullwert aus 250 pl Phosphat-Puffer, 1 ml
NaOH (0.4 N), 100 pl o-Phthalaldehyd und 300 ul HCl (2 N) bei einer
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Anregungswellenldnge von 360 nm, einer Emissionswellenldnge von 500 nm und
Spaltbreiten von jeweils 3 nm gemessen (Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa.

Shimadzu).

Kalibriergerade fiir H-Histidyl-L-Leucin-o-Phthalaldehyd-Komplex
in Phosphat-Puffer, pH 8.3

Fluoreszcenz

O T T T 1
0 2 4 6 8

H-His-L-Leu (nmol)

Abbildung 10: Kalibriergerade fiir ACE-Assay. Jeweils 20 pl jeder H-His-L-Leu-Verdiinnungen
wurde bei einer Extinktion von Aex = 360 nm und einer Emmision von Azem = 500 nm in 230 pl
Phosphat-Puffer, 1 ml (0.4 N) NaoH und 100 pl o-Phthalaldehyd bei einem Split von 3 nm
gemessen.

2.5.2.2. ACE-Bestimmung im Langzeitversuch

Die Bestimmung wurde nach der Vorschrift von Bormann und Melzig (2000)
durchgefiihrt. Das Enzym ACE katalysiert dabei die Bildung von His-Leu aus Hip-His-
Leu. Nach Ende der Reaktionszeit bildete das Dipeptid mit o-Phthalaldehyd einen
fluoreszierenden Komplex, dessen Emission als Mal3 fiir die Enzymaktivitit benutzt
wurde.

Bei den Langzeitversuchen mussten die Extrakte sowie Reinsubstanzen zunichst in
Wasser oder in DMSO gelost werden. Diese wurden anschlieBend unter der Sterilbank
durch einen Sterilfilter mit 0.2 um Porendurchmesser filtriert und 24 Stunden nach dem
Passagieren der Zellen zum Medium zugegeben. Dabei wurde eine Konzentration
angesetzt. Nach weiteren 72-96 Stunden wurde das Medium vollstindig abgesaugt und

260 pl Phosphat-Puffer, 20 ul Hip-His-Leu wurden auf die Zellen pipettiert und fiir 20
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min im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. 250 pl davon wurden in 2 ml
Eppendorfrohrchen gegeben und die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1.0 ml
NaOH (0.4 N) gestoppt.

Nach der Zugabe von 100 pl einer frisch hergestellten methanolischen o-
Phthalaldehydlosung (2 % in Methanol) wurden die Proben fiir 10 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln gelassen. Durch Zusatz von 300 pl HCI (2 N) wurde die
Reaktion beendet. Danach wurde die Fluoreszenz der Ansédtze bei einer
Anregungswellenldnge von 360 nm, einer Emissionswellenlinge von 500 nm und
Spaltbreiten von je 3 nm gemessen (Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu).
Zeitgleich wurde je Testwert ein Kontrollwert, der 20 ul Hip-His-Leu, 260 pl Phosphat-
Puffer, 1.0 ml NaOH (0.4 N), 100 pl o-Phthalaldehydlésung und 300 ul HCI enthielt,
mitgefiihrt.

2.6 DNA-Bestimmung

2.6.1 Prinzip der Bestimmung

Die Menge an Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist ein zuverldssiger Endpunkt fiir einen
Zellproliferations-Assay. Die Bestimmung der DNA-Menge innerhalb weniger Minuten
mit Bisbenzimid (Hoechst 33258) ist bereits eine etablierte Methode (Brunk et al. 1979;
Cesarone et al. 1979; Labarca and Paigen 1980). Die Messung basiert auf der
Verstiarkung der Fluoreszenz und der Verschiebung der Emissionswellenldnge des
Bisbenzimids nach Bindung an die zellulire DNA. Daraus folgt eine lineare
Abhingigkeit zwischen der Fluoreszenz und der DNA-Konzentration iiber einen weiten
Konzentrationsbereich. Diese Reaktion war selbst bei Vorhandensein von anderen
zelluliren Komponenten wie RNA, Proteinen oder Carbohydraten sehr spezifisch
(Brunk et al. 1979). Der Assay wurde mit zelluldren Extrakten in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen durchgefiihrt, da hier wahrscheinlich durch Dissoziation der DNA
und Chromatin die DNA-Bindungsstellen besser zugédnglich sind, was mit einer
Erhoéhung der Fluoreszenz einhergeht (Labarca and Paigen 1980). Es zeigte sich, dass
mit Zellrohextrakten und hohen Salzkonzentrationen diese fluorimetrische Methode der
DNA- Bestimmung zuverldssig und bis zu einer DNA-Konzentration von 10 ng (DNA-

Menge in ca. 1000 Zellen) sensitiv ist (Labarca and Paigen 1980).
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2.6.2 Aufnahme einer Kalibriergeraden

Um Riickschliisse auf die Zellzahl pro Well zu erhalten, musste zundchst eine
Kalibriergerade mit bekannten DNA-Konzentrationen erstellt und die dazugehorige
Fluoreszenz gemessen werden. Dafiir wurden bei Raumtemperatur aus einer 1 mg/ml
DNA-Stammldsung (Typ XIV) Verdiinnungen von 10.0; 5.0; 2.5; 1.0 und 0.5 pg/ml
DNA mit H,O hergestellt und jeweils 370 pl der jeweiligen Verdiinnung in 1.5 ml
Eppendorfréhrchen gegeben.

AnschlieBend erfolgte in jedes Eppendorfrohrchen die Zugabe von 370 ul 2fach
konzentriertem DNA-Puffer und 60 pl Hoechst-33258-Arbeitslosung. Nach
sorgfaltigem Mischen wurde jede DNA-Verdiinnung drei-mal gegen einen Nullwert aus
740 pl 2fach konzentriertem DNA-Puffer und 60 pl Hoechst-33258-Arbeitslosung bei
einer Anregungswellenldnge von 356 nm, einer Emissionswellenldnge von 458 nm und

Spaltbreiten von je 5 nm gemessen (Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu).

Kalibriergerade fiir DNA-Assay
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DNA (ug)

Abbildung 11: Kalibriergerade fiir DNA-Assay. Jeweils 370 pl jeder DNA-Verdiinnung wurde bei
einer Extinktion von Aex=356 nm und einer Emmision von Aem=458 nm in 370 pl 2fach
konzentriertem DNA-Puffer und 60 pl Hoechst 33258 Arbeitslosung bei Spaltbreiten von 5 mm
gemessen.
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2.6.3 Bestimmung der DNA-Konzentration in 24-Well Zellkulturplatten

Die Bestimmung wurde in 24-Well Zellkulturplatten mit Hoechst 33258 Reagenz nach
der Lyse der Zellen durch Einfrieren in deionisiertem destillierten Wasser durchgefiihrt
(Labarce et al. 1980; Rago et al. 1990). Fiir die DNA-Bestimmung wurden die in den
Wells adhdrent gewachsenen Zellen nach dem Enzym-Assay vorsichtig mit 1.0 ml 37
°C warmer 0.9 % NaCl-Losung gewaschen. Danach wurden 400 ul H>O zugegeben und
die Platten bei —20 °C eingefroren. Ein erneutes Auftauen und Einfrieren der Platten
erfolgte nach 24 Stunden. Dadurch wurde gewihrleistet, dass die Zellen aufbrachen und
die DNA freigesetzt wurde. Fiir den DNA-Assay wurden die Platten aufgetaut, die
Losungen in jedem Well durch mehrfaches Pipettieren resuspendiert und jeweils 50 pl
in ein 1.5 ml Eppendorfrohrchen tiberfiihrt, in denen 690 pl DNA-Puffer und 60 pl
Hoechst-33258-Arbeitslosung vorgelegt wurden. Nach sorgfaltigem Mischen, wurde
jedes Rohrchen dreimal gegen einen Nullwert aus 740 pl DNA-Puffer und 60 pl
Hoechst-33258-Arbeitslosung bei einer Anregungswellenldnge von 356 nm und einer
Emissionswellenldinge von 458 nm (Spaltbreiten von je 5 nm) gemessen
(Spectrofluorometer RF 5001 PC, Fa. Shimadzu). Mit den erhaltenen Werten wurde
iiber die zuvor erstellte Kalibriergerade die DNA-Menge in pg ermittelt.

2.7 Bestimmung des p-Amyloid-Peptids (1-42)

Die Bestimmung wurde nach der Vorschrift des menschlichen B-Amyloid-Peptids (1-
42) (N) Assay Kit (L), (Code Nr.27712 Immuno-Biological Laboratories Co.)
durchgefiihrt. Dieser Kit ist ein Sandwich ELISA, welcher zwei Arten hoch spezifischer
Antikdrper benutzt. Tetramethylbenzidine (TMB) wird als Substrat (Chromogen)
verwendet.

Die Methode kann 6.25 - 400 pg/ml AB1-42 erfassen, das entspricht 1.4 - 88.7 pmol/l.
AB1-42 (N) Assay Kit (L) ist fiir die qualitative Ermittlung von menschlichem AB1-42
in der Cerebrospinal-Flissigkeit, in Zellkulturmedien oder im Extrakt von
Gehirngewebe geeignet (Horikoshi et al. 2004). Sowohl rekombinante als auch native

Formen von menschlichem AB1-42 konnen mit diesem Kit erfasst werden.
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2.7.1 Vorbereitung der Losungen

e Wasch-Puffer:
Der Wasch-Puffer wurde auf Raumtemperatur eingestellt. Vor dem Gebrauch sollte der
Wasch-Puffer vollstindig gemischt werden, danach wurden 50 ml Wasch-Puffer mit
1.950 1 destilliertem Wasser verdiinnt und gemischt. Er wurde im Kiihlschrank
aufbewahrt und musste innerhalb von zwei Wochen nach der Verdiinnung verbraucht
werden.

e Antikorperlosung
Der Antikorper war 30fach konzentriert. Er wurde mit 11.6 ml der entsprechenden
Losung fiir die Antikorper verdiinnt. Dieser Schritt erfolgte kurz vor der Anwendung
des Antikorpers.

e Standardloésung
Der Standard wurde mit 1.0 ml destilliertem Wasser aufgelost. Die vorbereitete Losung
enthielt 800 pg/ml AB1-42.

e Verdiinnung der Standardlosung
Fiir die Verdiinnung der Standardlosung wurden acht Eppendorfrohrchen vorbereitet. Es
erfolgte die Zugabe von 230 pl EIA-Puffer in jedes Eppendorfrohrchen.
Anschlieend wurden 230 pl aus der 800 pg/ml Standardldsung bei Raumtemperatur in
das erste Eppendorfréhrchen iiberfiihrt. Die Losung wurde gemischt. Die Konzentration
der Losung betrug 400 pg/ml. Danach wurden 230 ul aus der 400 pg/ml Losung in das
zweite Eppendorfrohrchen gegeben und die Losung wurde gemischt. Die Konzentration
der Losung betrug 200 pg/ml. Die folgenden Verdiinnungen (100; 50; 25; 12.5; 6.25
pg/ml) wurden in der gleichen Art und Weise durchgefiihrt.

2.7.2  Vorbereitung der Testproben

2.7.2.1. Erste Experimentserie

Zellen in Konzentrationen von 100000 Zellen/ml wurden in 6-Well-Platten (a* 2ml)
ausgesit und fiir weitere ein bis zwei Tage, bis die Zellen konfluent waren, kultiviert.
AnschlieBend wurde das Medium (10 % FBS) abgesaugt und durch 1 ml FBS (1 %)
Medium ersetzt. Die Extrakte und die Reinsubstanzen mussten zunédchst in Wasser oder
in DMSO geldst werden. Im néchsten Schritt wurden die Extrakte und Reinsubstanzen
unter der Sterilbank durch einen Sterilfilter von 0.2 pm Porendurchmesser filtriert, auf

die gewiinschte Konzentration verdiinnt und zum Medium zugegeben. Die Zellen in den
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Platten wurden drei Tage im Brutschrank bei 37 °C in einer mit Wasserdampf
gesittigten Atmosphdre, die 5 % CO; und 95 % Luft enthielt, kultiviert. Darauthin
wurde das Medium bei -20 °C gesammelt und bis zur Bestimmung des AB1-42 Peptids
gelagert.

2.7.2.2. Zweite Experimentserie

Die Platten wurden wie oben (erster Kit) beschrieben, vorbereitet. Sobald die Zellen
konfluent waren, wurden die zu untersuchenden Substanzen und Extrakte in die Platten
fiir zwei Tage zum Medium zugegeben. AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt
und durch 1.0 ml 1 % FBS Medium ersetzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium bei —
20 °C gesammelt und bis zum Zeitpunkt der Bestimmung des AP1-42 Peptids gelagert.

2.7.3 Messverfahren

Alle Reagenzien wurden ungefihr 30 Minuten vor der Weiterverarbeitung auf
Raumtemperatur gebracht. Sie wurden vollstindig vor dem Gebrauch gemischt. Die
Standardkurve wurde gleichzeitig mit den Testproben vorbereitet. Hierzu mussten 100
ul der Standardlosung, Nullwert und Testproben in die geordneten Wells zugegeben
werden. Die Platte wurde fiir eine Nacht bei 4 °C nach Bedeckung mit einer
Plattenkappe inkubiert. Am nédchsten Tag folgte der zweite Schritt bei dem die Wells
kraftig mit dem Wasch-Puffer gewaschen wurden. Jedes Well wurde mit dem Wasch-
Puffer aufgefiillt, 15-30 Sekunden inkubiert. Anschliefend wurde der Wasch-Puffer aus
den Well vollstindig entfernt. Dieser Schritt wurde sieben bis neun-mal wiederholt.
AnschlieBend wurde 100 pl von der Antikorperldsung in die Wells zugegeben und die
Platte wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Wells
mit dem Wasch-Puffer neun-mal wie vorher gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl
Chromogen (TMB) wurde die Platte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen
belassen. Es entstand eine blaue Losung. Durch 100 pl Stopplosung (1.0 N H,SOy)
wurde die Reaktion beendet. Danach wurde die Absorption der Ansidtze bei einer

Wellenlidnge von 450 nm innerhalb von 30 Minuten gemessen (Spectrafluor, Tecan).
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2.8 Bestimmung der intrazelluliren Konzentration von zyklischem

Adenosinmonophosphat (cAMP)

Intrazelluldres cAMP wurde mit Hilfe des ,,Cyclic AMP Enzyme Immunoassay Kit* der
Firma Cayman Chemical (Vertriecb BIOZOL Diagnostica GmbH, Eching, Germany)
bestimmt. Der Test basiert auf einer Konkurrenzreaktion vom freien (zu bestimmenden)
cAMP und Acetylcholinesterasegebundenen cAMP um eine limitierte Anzahl an
Bindungsstellen eines cAMP-spezifischen Antikorpers. Bei dem Test wird die bekannte
Konzentration des an die Acetylcholinesterase gebundenen cAMP konstant gehalten,
wihrend die Konzentration des zu bestimmenden cAMP variiert. Der letztlich an den
Antikdrper gebundene Anteil des cAMP mit konjugierter Acetylcholinesterase ist
umgekehrt proportional zur unbekannten Menge an freiem cAMP. Der cAMP-
spezifische Antikorper bindet an einen sekundédren Antikorper auf einer Mikrotiter-
Platte. Gemessen wird die Aktivitit der Acetylcholinesterase, die Acetylcholin in
Thiocholin spaltet. Thiocholin reagiert in einer weiteren Reaktion mit 5,5’-Dithio-bis-2-
Nitrobenzoesdure zu 5-Thio-2-Nitrobenzoesdure. Die resultierende Gelbfiarbung kann
spektralphotometrisch mit Hilfe der Absorption bei 412 nm bestimmt werden. Der Test
wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.8.1 Vorbereitung der Testproben

Zellen in Konzentrationen von 100000 Zellen/ml wurden in 6-Well-Platten (a* 2ml)
ausgesit und fiir weitere zwei bis drei Tage, bis die Zellen konfluent waren, kultiviert.
Die Extrakte und die Reinsubstanzen mussten zuerst in Wasser oder in DMSO geldst
werden. Im nédchsten Schritt wurden die Extrakte und Reinsubstanzen unter der
Sterilbank durch einen Sterilfilter von 0.2 um Porendurchmesser filtriert, auf die
gewiinschte Konzentration verdiinnt und zum Medium zugegeben. Die Zellen in den
Platten wurden drei Tage im Brutschrank bei 37 °C in einer mit Wasserdampf
gesittigten Atmosphére, die 5 % CO; und 95 % Luft enthielt, kultiviert. AnschlieSend

wurde die Isolierung des intrazelluliren cAMP durchgefiihrt.
2.8.2 Isolierung des intrazelluliren cAMP

Nach drei Tagen Kultivation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 2.0 ml
PBS gewaschen. Zunichst wurden 300 pl HCI (0.1 M) in jedes Well zugegeben. Die

Zellen mit HCl wurden bei Raumtemperatur fiir 20 min inkubiert. Danach wurden die
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Zellen abgekratzt und durch mehrfaches Pipettieren suspendiert. Die Zellen wurden in
Eppendorfrohrchen umgefiillt und fiir 10 min zentrifugiert (1000 g). Der Uberstand
wurde in neue saubere Eppendorfrohrchen umgefiillt und konnte entweder bei —20 °C

gelagert oder sofort fiir die Bestimmung der cAMP-Konzentration verwendet werden.
2.8.3 Vorbereitung der Losungen

e  Wasch-Puffer:
Der Wasch-Puffer wurde auf Raumtemperatur eingestellt. Vor dem Gebrauch sollte der
Wasch-Puffer vollstindig gemischt werden, danach wurden 5.0 ml des Wasch-Puffer-
Konzentrats mit 1.995 1 destilliertem Wasser verdiinnt und gemischt. Anschliefend
wurde 1.0 ml von Tween 20 hinzugefiigt und gemischt. Er wurde im Kiihlschrank
aufbewahrt. Die Haltbarkeit dieser Verdiinnung betrug zwei Monate.

e EIA Puffer
Der EIA Puffer war 10fach konzentriert. Es wurden 10.0 ml vom EIA Puffer mit 90.0
ml destilliertem Wasser verdiinnt und gemischt. Der Puffer wurde im Kiihlschrank
aufbewahrt. Die Haltbarkeit betrug zwei Monate.

e cAMP AChE Tracer (Acetylcholinesterasegebundener cAMP)
Der cAMP AChE Tracer wurde mit 6.0 ml EIA Puffer verdiinnt. 60 pl Tracer-Farbstoff
wurden zugegeben. Die Losung wurde gemischt und im Kiihlschrank autbewahrt. Die
Haltbarkeit betrug vier Wochen.

e CcAMP Antiserum
Das cAMP Antiserum wurde mit 6.0 ml EIA Puffer verdiinnt, 60 pl Antiserum-
Farbstoff wurden zugegeben. Die Losung wurde im Kiihlschrank aufbewahrt. Die
Haltbarkeit betrug vier Wochen.

e Standardlésung
Der Standard wurde mit 1.0 ml EIA Puffer aufgeldst. Die vorbereitete Losung enthielt
3.0 pmol/ml cAMP. Die Losung wurde im Kiihlschrank aufbewahrt und musste
innerhalb von sechs Wochen nach der Verdiinnung verbraucht werden.

e Verdiinnung der Standardlosung
Fiir die Verdiinnung der Standardlésung wurden acht Eppendorfrohrchen vorbereitet. In
Eppendorfrohrchen Nr. 1 wurden 900 ul EIA Puffer gegeben. Es erfolgte die Zugabe
von 500 pl EIA-Puffer in die Eppendorfrohrchen zwei bis acht. Zundchst wurden 100 pl
aus der 3.0 pmol/ml Standardlosung bei Raumtemperatur in das erste

Eppendorfrohrchen iiberfiihrt. Die Losung wurde gemischt. Die Konzentration der
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Losung betrug 1.5 pmol/ml. Danach wurden 500 pl aus der 1.5 pmol/ml Losung in das
zweite Eppendorfrohrchen gegeben und die Losung wurde gemischt. Die Konzentration
der Losung betrug 0.75 pg/ml. Die folgenden Verdiinnungen (0.375; 0.187; 0.093;
0.046; 0.023 pg/ml) wurden in der gleichen Art und Weise hergestellt.

2.8.4 Messverfahren

Die Bestimmung erfolgte in einer 96 Well-Platte (Abb. 14). Ungefdhr 30 Minuten vor
der Weiterverarbeitung wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Sie
wurden vollstindig vor dem Gebrauch gemischt. Die Standardkurve wurde gleichzeitig
mit den Testproben vorbereitet.

Zuerst wurden 50 pl EIA Puffer in die sogenannte ,,non-spezifische Binding* (NSB)
Wells und 50 pl EIA Puffer in die sogennante ,,die Maximum-Bindung®* (By) Wells
zugegeben. Danach wurden 50 pl Verdiinnung der Standardlésung in die sogenannte
»dtandardswells® und 50 pl Untersuchungsldsung in die sogenannte ,,Samples® Wells

gegeben (Abb. 12).

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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D Q000D OO0
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BLK-Blank

TA-Total Aktivitit
NSB-Non-specific Binding
S1-S8 — Standards 1-8
1-24 Samples

Abbildung 12: Format der 96 Well-Platte fiir die Bestimmung der Konzentration des
intrazelluléiren cAMP.

Dann wurden 50 pl von cAMP AChE Tracer in die Wells mit Ausnahme der Total
Aktivitdt (TA) und Blank (Blk) Wells zugegeben. AnschlieBend wurden 50 pl von
cAMP Antiserum in die Wells mit Ausnahme von TA, NSB und Blk Wells zugegeben.
Die Platte wurde fiir 18 Stunden bei 4 °C nach Bedeckung mit einer Plattenkappe
inkubiert, und am nichsten Tag folgte der zweite Schritt, bei dem die Wells kriftig mit
dem Wasch-Puffer gewaschen wurden. Jedes Well wurde mit dem Wasch-Puffer
aufgefiillt, 15-30 Sekunde inkubiert und anschlieend wurde der Wasch-Puffer aus den
Wells vollstindig entfernt. Dieser Schritt wurde flinfmal wiederholt. AnschlieBend

wurden 200 pl von dem Ellman’s Reagenz in die Wells und 5 pl vom Tracer in die TA

51



Wells zugegeben. Die Platte wurde nach Bedeckung mit einer Plattenkappe fiir 90-120
min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Danach wurde die Absorption der
Ansidtze bei einer Wellenldnge von 405 bis 420 nm gemessen (B, Wells gleich 0.3
A.U.) (Spectrafluor, Tecan).

2.9 Himatoxylin-Farbung von Zellkulturen nach Arabinosylcytosin-

Behandlung

Material:

1. Brenner zur Sterilisation der Deckgldschen

2. Deckgléschen, steril

3. Objekttrager, steril

4. sterile 6-Well-Gewebekulturplatten

Bei allen folgenden Arbeitsschritten musste insbesondere darauf geachtet werden, dass
die Zellen nicht austrockneten. Generell wurden die Deckglidschen mit Methanol/ HCI
entfettet, mit Ethanol oder Methanol gewaschen und ggf. zum Sterilisieren abgeflammt.
Durchfiihrung:

SK-N-SH-Zellen wurden auf sterilisierten Deckgldschen in einer 6-Well
Gewebekulturplatte kultiviert (jeweils Zugabe von 2.0 ml Medium nach Anhaftung der
Zellen auf dem Deckgldschen). Zur optimalen Vorbereitung der Zellen wurde auf eine
gut vereinzelte Aussaat geachtet. Die Kultivierungsdauer betrug 24 h. Danach wurden
die Zellen mit Arabinosylcytosin 60 ng/ml behandelt und weitere vier Tage inkubiert.
AuBerdem wurden Kontrollen ohne Arabinosylcytosin verwendet. Im ersten Schritt
wurde das Kulturmedium vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Danach wurden
die adhirenten SK-N-SH-Zellen zwei-mal mit PBS, pH 7.4, (1x konz., ca. 1.5 ml/
Schale) gewaschen.

Formaldehydfixierung:

Nach zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurde 10 % Paraformaldehydlésung, pH
7.4, zupipettiert (2 ml/Well), fiir 30 min bei Raumtemperatur fixiert und danach 3x mit
destilliertem Wasser gewaschen. Im folgenden Schritt wurde die Himatoxylinfarbung
vorgenommen. Danach wurden die Deckgldschen 3x mit destilliertem Wasser
gewaschen. Zur Vorbereitung der Lagerung sowie der Beobachtung im Lichtmikroskop
wurde das Deckgldschen umgekehrt (Zellen nach unten!) mit den préparierten Zellen
auf einen Tropfen Glycerol-PBS-Losung auf einen Objekttrager gelegt. Zum Schluss
wurden die Priparate getrocknet, lichtgeschiitzt und kiihl gelagert.
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3 ERGEBNISSE

Die Bestimmungsmethoden fiir die Enzymaktivitit und die Zellproliferation wurden auf
SK-N-SH-Zellen (humane Tumorzellen aus Neuroblastomgewebe) iibertragen, auf
deren Oberflichen NEP- und ACE-Enzyme lokalisiert sind. Durch die Arbeit an Zellen
war es moglich, Langzeiteffekte der Naturstoffe zu untersuchen. Ermittelt und
verglichen wurden die Verdnderung der Enzymaktivititen auf den Zelloberflichen
sowie die Proliferationsentwicklung nach 96stiindiger Inkubation unter Zusatz der
untersuchten Substanzen. Die Enzymaktivitdt wurde in pmol/min/ug DNA berechnet.
Die mittlere spezifische NEP-Aktivitdt betrug 2.8 + 0.2 pmol/min/ug DNA (n=66 mit
vier parallelen Proben), die mittlere spezifische ACE-Aktivitit betrug 0.7 + 0.06
pmol/min/pug DNA (n=39 mit vier parallelen Proben). Eine DNA-Menge von 1.0 ug
entspricht ca. 100000 Zellen. Ein weiterer Mittelwert flir die Enzymaktivitit von allen
Kontrollen wurde fiir die beiden Enzyme (NEP und ACE) in fmol/min/Zelle
umgerechnet. Die NEP-Aktivitdt betrug 0.028 + 0.002 fmol/min/Zelle, fiir die ACE-
Aktivitdt 0.007 = 0.0006 pmol/min/Zelle.

3.1 Einfluss von Griintee-Extrakt und seinen Inhaltsstoffen auf die

NEP-AKktivitit und auf die Zellproliferation
3.1.1 Einfluss des Griintee-Extrakts

Fiir die Klarung des Einflusses des Griintee-Extraktes (Nr.85.942-3000220) auf die
NEP-Aktivitit und die Zellproliferation wurden Langzeitversuche in den
Konzentrationsbereichen von 1.0 pg/ml bis 100.0 pg/ml durchgefiihrt (Tab. 1). Der
Griintee-Extrakt erhdhte in einer Konzentration von 25.0 pg/ml die NEP-Aktivitdt um
20 %. Bei 50.0 pg/ml konnte er die NEP-Aktivitit sogar um 150 % erhohen.

In der maximalen Konzentration wurde eine NEP-Aktivitétssteigerung von iiber 2000 %
beobachtet. Die Induktion der NEP-Aktivitit war von einer Hemmung der

Zellproliferation begleitet.
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Tabelle 1: Einfluss des Griintee-Extrakts auf NEP-Aktivitit und Zellproliferation

Extraktkonzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in pg/ml in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
1.0 100+ 7 100+ 8
10.0 117+7 91+9
25.0 122 + 5% 87 + 12%*
50.0 250 + 4% 45 + 5%*
100.0 2100 + 8* 6+ 10%**

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 =+ 8);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 6)).

3.1.2 Untersuchung von Coffein, Theophyllin, Theobromin und Theanin

In diesem Abschnitt wurden die Wirkungen der Inhaltsstoffe des Griintee-Extraktes,
Coffein, Theophyllin, Theobromin und Theanin auf die NEP-Aktivitit und die
Zellproliferation gepriift. Der Einfluss von diesen Substanzen auf die NEP-Aktivitit und
die  Zellproliferation =~ wurde im Rahmen von Langzeitversuchen im

Konzentrationsbereich von 1.0 uM bis 1.0 mM durchgefiihrt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Untersuchung der Wirkungen von Coffein, Theophyllin, Theobromin und Theanin
auf die NEP- Aktivitit

Methode: NEP-Assay (sieche Abschnitt 2.5.1.3); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle )

Coffein erhohte die NEP-Aktivitit in der maximalen Konzentration um 130 % und
hemmte die Zellproliferation um 55 %. Theophyllin konnte die NEP-Aktivitit in der
hochsten Konzentration um 90 % steigern bei einer gleichzeitigen Hemmung der
Zellproliferation um 44 %. Theobromin lieB die NEP-Aktivitit in der maximalen
Konzentration um 40 % ansteigen und hemmte die Zellproliferation um 20 %. Theanin
konnte die NEP-Aktivitdt in der maximalen Konzentration um 45 % erhohen (Abb. 13)

und die Zellproliferation um 18 % hemmen (Tab. 2).
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Tabelle 2: Der Einfluss von Coffein, Theophyllin, Theobromin und Theanin auf die

NEP-Aktivitit und auf die Zellproliferation

Konzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
Coffein 1.0 103+ 6 97+9
10.0 109+ 4 95+ 10
100.0 145+ 11* 83+9
500.0 178 + 8* 64 £ 11**
1000.0 233+ 10* 45+ 10%*
Theophyllin 1.0 110+ 4 93 +£8
10.0 115+8 88+9
100.0 140 + 7* 88+9
500.0 170 + 6* 66 + 11%*
1000.0 189 + 4* 56 + 10**
Theobromin 1.0 109 £ 6 99 +4
10.0 1105 99+ 6
100.0 1105 9 +5
500.0 117 £7* 90+9
1000.0 140 + 5* 75 £ 8%**
Theanin 1.0 103+7 99 + 4
10.0 111+4 96 + 4
100.0 119 £ 5% 91 +4
500.0 137 £ 10* 83 &+ 11**
1000.0 145 + 6* 82 + 5**

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; ** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur

Kontrolle (100 + 8)).
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3.1.3 Untersuchung von Polyphenolen: (-) Epicatechin, (-)Epigallocatechin und
Epigallocatechingallat

Zuerst wurden die Effekte des jeweiligen Polyphenols einzeln auf die NEP-Aktivitit
und die Zellproliferation in den Konzentrationen von 1.0 uM und 10.0 uM untersucht
(Tab. 3 und 4). Der Einfluss von diesen Substanzen wurde im Rahmen von
Langzeitversuchen auf die NEP-Aktivitdt und die Zellproliferation untersucht.

Epicatechin (EC) erhohte die NEP-Aktivitdt in 10.0 uM Konzentration um 20 % und
hemmte die Zellproliferation um 12 %. Epigallocatechin (EGC) konnte die Aktivitét der
NEP um 29 % steigern mit gleichzeitiger Hemmung der Zellproliferation um 16 %. Das
Epigallocatechingallat (EGCQG) hatte keinen Einfluss auf die NEP-Aktivitit und die

Zellproliferation.
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Abbildung 14: Einfluss von Epicatechin (EC), Coffein (Coff) und Theophyllin (ThP) sowie deren
Kombinationen auf die NEP-AKktivitiit

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle).
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Die Einfliisse von EC, EGC und EGCG auf die NEP-Aktivitit und die Zellproliferation
wurden weiterhin in Kombination mit Coffein und/oder Theophyllin und/oder
Theobromin untersucht. EC in Kombination mit Coffein steigerte die NEP-Aktivitit um
25 % und erhohte die Zellproliferation bis 95 %, anstatt 88 % mit EC allein. EC mit
Theophyllin hob die Enzymaktivitit um 39 % ohne signifikante Hemmung der
Zellproliferation an. Wiahrend EC mit Coffein und Theophyllin zusammen die
Enzymaktivitit um 30 % erhohten (Abb. 14), wurde auf die Zellproliferation kein
Einfluss registriert (Tab. 3).

Tabelle 3: Einfluss von Epicatechin (EC) und seinen Kombinationen auf die NEP-
Aktivitit und die Zellproliferation

Konzentration NEP-AKktivitit Zellproliferation

in pM in % zur in % zur

Kontrolle Kontrolle
EC 1.0 111+3 95+7

10.0 121 + 3* 88 + 6**
EC + Coff 1.0 119 £ 6* 95+5
10.0 125 +3* 95+5
EC + ThP 1.0 121 + 6* 94 +4
10.0 139 + 6* 94+ 4
EC + ThB 1.0 109 + 6* 98+ 3
10.0 120 £ 5* 98 + 4
EC + Coff + ThP 1.0 117 £ 5% 98 £1
10.0 132 + 5% 94 +2

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle (100 = 5);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 6).

Die Kombination von EGC mit Coffein und/oder Theophyllin steigerte die
Enzymaktivitit um 50 % (Abb. 15) wobei bei der Zellproliferation keine Hemmung
festgestellt wurde (Tab. 4).

Die Kombination von EGCG mit Coffein und/oder Theophyllin hatte weder
Auswirkungen auf die NEP-Aktivitit noch auf die Zellproliferation (Tab. 4). Die

Kombination von EC, EGC und EGCG mit Theobromin hatte auf die NEP-Aktivitit

58



keinen Effekt mehr, fiihrte jedoch zum Anstieg der Zellproliferation im Gegensatz zur

Hemmung der Zellproliferation mit EC und EGC als Einzelsubstanzen (Tab. 3 und 4).

Tabelle 4: Einfluss von Epigallocatechin (EGC), Epigallocatechingallat (EGCG) und
thren Kombinationen auf die NEP-Aktivitdt und die Zellproliferation

Konzentration NEP-AKktivitiit Zellproliferation

in uM in % zur in % zur

Kontrolle Kontrolle
EGC 1.0 116 + 4* 89+9
10.0 129 + 2% 84 + 9**
EGC + Coff 1.0 119 £ 9* 97+3
10.0 150 £ 7* 95+3
EGC + ThP 1.0 140 + 7% 94 +4
10.0 148 + 4* 95+3

EGC + ThB 1.0 114 + 5% 100+3
10.0 125+ 3* 99+3
EGC + Coff + ThP 1.0 115+2* 99 +2
10.0 125 +£ 2% 96 +4
EGCG 1.0 108 + 10 99 +7
10.0 112+6 99+£5

EGCG + Coff 1.0 113+8 100 + 7
10.0 113+9 103+6

EGCG + ThP 1.0 110+ 6 100 + 4
10.0 119+9 97+6

EGCG + ThB 1.0 104+ 5 104+ 5
10.0 105+ 8 100+ 6
EGCG + Coff + ThP 1.0 114+3 97+6
10.0 1175 97+5

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 =+ 5);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 6).
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Abbildung 15: Einfluss von Epigallocatechin (EGC), Coffein (Coff) und Theophyllin (ThP) sowie
deren Kombinationen auf die NEP-Aktivitit

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.3); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle).

3.2 Einfluss von Ginkgo-biloba-Extrakt und seinen Inhaltsstoffen auf

die NEP-Aktivitit und auf die Zellproliferation
3.2.1 Einfluss des Ginkgo-biloba-Extrakts

Der Einfluss des Ginkgo-biloba-Extrakts auf die NEP-Aktivitit und die
Zellproliferation wurde im Rahmen von Langzeitversuchen ermittelt. Der Ginkgo-
biloba-Extrakt (EGb 761%) wurde in unterschiedlichen Losungsmitteln (Wasser,
Ethanol 50 %, DMSO 50 %) aufgenommen.

Die wassrige Losung des Extrakts induzierte signifikant ab einer Konzentration von 50
ng/ml die NEP-Aktivitdt. In der maximalen Konzentration des Extraktes wurde die
NEP-Aktivitit um 80 % erhoht. Die ethanolische Losung des Extrakts steigerte die
Enzymaktivitit in der Konzentration von 100.0 pg/ml um 82 %. Durch den DMSO-
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Losung des Extrakts stieg die NEP-Aktivitét in der maximalen Konzentration um 20 %

(Tab. 5).

Tabelle 5: Einfluss des Ginkgo-biloba-Extrakts auf die NEP-Aktivitit und auf die

Zellproliferation
Extrakt- NEP-Aktivitit Zellproliferation
konzentration in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
in pg/ml
Wasser Ethanol DMSO| Wasser Ethanol DMSO
100 % 50 % 50 % 100 % 50 % 50 %
1.0 103+9 10014  100+6 101+7 100+7 10045
5.0 100+8 99+14  100+6 | 103+5 103+4 100+6
10.0 108+19 10612 98+4 103+4 100+6 105+7
25.0 118+17 130+12* 98+3 96+8 83+10** 101+6
50.0 138+19*  173+£16* 108+ 9 | 82+ 10**  63+£]12** 9249
75.0 140+£16*  175+14* 118+ 6 | 80£13** 61£]12** 86+8
100.0 180+£19*  182+8*  128+7*| 73£11**  534£5%* TRLET**

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 =+ 8);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 8)); Ethanol
und DMSO wurden in der Konzentration von 0.5 % auf die Kontrolle gegeben.

3.2.2 Einfluss von Bilobalid, Ginkgolid A, Ginkgolid B und Amentoflavon

Da der Ginkgo-biloba-Extrakt das Enzym induzierte, wurden zunichst die Substanzen,
die im Extrakt vorhanden sind, einzeln hinsichtlich ihrer Wirkung auf die NEP-Aktivitit
und die Zellproliferation untersucht. Hierdurch konnten Hinweise auf die
verantwortlichen Inhaltstoffgruppen gewonnen werden. Es wurden die Einfliisse des
Bilobalids, der Ginkgolide A und B sowie des Amentoflavons auf die NEP-Aktivitit
und die Zellproliferation im Rahmen von Langzeitversuchen im Konzentrationsbereich
von 1.0 uM bis 50.0 uM gepriift. Bilobalid, Ginkgolid A und B hatten keinen Einfluss
auf die Enzymaktivitéit und auf die Zellproliferation.

Amentoflavon hemmte in der maximalen Konzentration sowohl die NEP-Aktivitét als

auch die Zellproliferation (Tab. 6).
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Tabelle 6: Einfluss von Bilobalid, Ginkgolid A, Ginkgolid B und Amentoflavon auf die
NEP-Aktivitit und auf die Zellproliferation

Konzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle

Bilobalid 1.0 97+ 10 104+ 6

10.0 103+9 105+7

20.0 102 +£10 107 £8

50.0 107+£9 102+7
Ginkgolid A 1.0 101 £7 102 + 14

10.0 105+9 99 + 13

20.0 108 + 12 98 +9

50.0 113£10 99 +4
Ginkgolid B 1.0 108 £9 97 +7

10.0 109+13 95+ 10

20.0 108 + 14 99+ 11

50.0 11211 91+6
Amentoflavon 1.0 104+ 6 100 + 12

10.0 98 +4 107 £8

20.0 98 + 12 105+7

50.0 85 + 9* 73 & TH*

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant schwichere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 +
9); ** signifikant stairkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 9)).

3.2.3 Einfluss von Bilobalids und der Ginkgolide A und B in Kombination

Zunichst wurden die Substanzen als Kombination bei den Konzentrationen 10.0 pM

und 20.0 uM im Rahmen von Langzeitversuchen auf die NEP-Aktivitit und auf die

Zellproliferation untersucht. Die Kombination von Bilobalid, Ginkgolid A und B

hemmte die NEP-Aktivitdt und die Zellproliferation in den getesteten Konzentrationen

(Tab. 7).
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Tabelle 7: Einfluss der Kombination von Bilobalid, Ginkgolid A und B auf die NEP-
Aktivitit und auf die Zellproliferation

Konzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
10.0 62 + 7* 56 + 14%*
20.0 67 £ 7* 52 + 8**

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant schwichere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle (100 +
10); ** signifikant stdrkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 11)).

3.3 Einfluss von Flavonoiden auf die NEP-Aktivitit und auf die

Zellproliferation

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Experimente mit Apigenin und Luteolin
zusammengefasst. Der Einfluss von Apigenin und Luteolin auf die NEP-Aktivitit und
die Zellproliferation wurde in den Konzentrationsbereichen von 1.0 uM bis 50.0 uM im
Rahmen von Kurz- und Langzeitversuchen erfasst.

In den Kurzzeitversuchen hemmte Apigenin die NEP-Aktivitdt bei der Konzentration
10.0 uM um 20 % und in der maximalen Konzentration um 32 %. Luteolin konnte die
NEP-Aktivitit in der maximalen Konzentration um 47 % hemmen (Tab. 8).

In den Langzeitversuchen konnten Apigenin und Luteolin bei einer Konzentration von
10 uM die NEP-Aktivitdt um 150 % erhohen (Abb. 16) und die Zellproliferation um 70
% hemmen (Tab. 9).
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Tabelle 8: Einfluss von Apigenin und Luteolin (Kurzzeit) auf die NEP-Aktivitat

Konzentration NEP-Aktivitit
in pM in % zur Kontrolle

Apigenin 10.0 80 + 9%

20.0 73 £12*

30.0 69 + 9*

50.0 68 + 10*

10.0 80 + 7*
Luteolin 20.0 77 £ 8%

30.0 67 + 9*

50.0 53+ 8*

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.2), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 1
Stunde (Kurzzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle (100 = 10)).

Tabelle 9: FEinfluss von Apigenin und Luteolin (Langzeitversuche) auf die NEP-
Aktivitit und auf die Zellproliferation.

Konzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in uM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle

Apigenin 1.0 104+ 11 92 +10

5.0 106 =7 86+ 5

10.0 254 + 17* 31 & 13%*

20.0 507 £ 18%* 15+ 11%*

30.0 638 £ 13* 12 + 13%*

50.0 816 £ 9* 10 + 7**
Luteolin 1.0 105+ 8 97+ 11

5.0 107 +7 85+ 6

10.0 250 + 13* 23 £ 22%%*

20.0 580 + 7* 9+ 12%*

30.0 623 £ 16* 8 £ 10%*

50.0 1452 + 17* 5+ 9**

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 72—
96 Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit
vier parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle (100 +
11); ** signifikant starkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 12)).
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Abbildung 16: Untersuchung des Einflusses von Apigenin und Luteolin auf die NEP-AKktivitit
Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 5.2.1.3); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stirkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle 100 £ 11).

3.4 Untersuchung von weiteren Naturstoffen

In diesem Kapitel wurden die Einfliisse der folgenden Substanzen im Rahmen von
Langzeitversuchen dargestellt: Vinpocetin, Curcumin, Nikotin, Deoxypeganin und
Triiodotyronin (T3). Die Auswahl der Substanzen erfolgte aufgrund ihrer positiven
Wirkungen bei Demenz und AD (Imamoto et al. 1984; Ono et al. 2004; Belluardo et al.
2004; Tarasiuk et al. 1989; Latasa et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden diese
Substanzen hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die NEP-Aktivitdit und auf die
Zellproliferation untersucht.

Vinpocetin wurde im Konzentrationsbereich von 1.0 uM bis 50.0 uM untersucht. In der
maximalen Konzentration induzierte Vinpocetin die NEP-Aktivitdit um 62 % und
hemmte die Zellproliferation um 72 % (Tab. 10). Curcumin wurde im
Konzentrationsbereich von 0.5 pM bis 5.0 uM untersucht. In der maximalen
Konzentration konnte Curcumin die NEP-Aktivitit um 190 % erhdhen und die

Zellproliferation um 73 % hemmen (Tab. 10). Triiodotyronin wurde bei
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Konzentrationen von 0.01 uM bis 10.0 uM untersucht. Triiodotyronin hatte weder

Einfluss auf die NEP-Aktivitit noch auf die Zellproliferation (Tab. 10).

Tabelle 10: Einfluss von Vinpocetin, Curcumin und Triiodotyronin (T3) auf die NEP-
Aktivitit und die Zellproliferation

Konzentration NEP-AKktivitiit Zellproliferation
in pM in % in %
Vinpocetin Kontrolle 100+ 9 100 + 7
1.0 100+ 5 100 £ 4
10.0 119 + 4* 80 & 8%**
20.0 128 + 10* 52 + Q%
30.0 137 £ 10* 39 &+ [2%*
50.0 162 + 5% 28+ 6**
Curcumin Kontrolle 100+ 10 100 £7
0.5 101 +£38 95+5
1.0 107 £ 16 85+8
2.5 143 £ 11* 60 £ 13%*
5.0 290 + 10* 27 £ 15%*
Triiodotyronin Kontrolle 100 + 8 100+ 6
0.01 99+ 8 100+ 6
0.1 102+7 101 +4
1.0 98 +9 101 +£6
5.0 93+10 102+5
10.0 90+9 102 +4

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle; **
signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle).

Nikotin und Deoxypeganin wurden in Konzentrationen von 1.0 uM bis 1.0 mM
untersucht. Deoxypeganin erhdhte in der maximalen Konzentration die NEP-Aktivitét
um 44 % mit gleichzeitiger Hemmung der Zellproliferation um 34 %. Nikotin hatte

keinen Einfluss, weder auf die NEP-Aktivitit, noch auf die Zellproliferation (Tab. 11).
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Tabelle 11: Einfluss von Deoxypeganin und Nikotin auf die NEP-Aktivitit und die

Zellproliferation
Konzentration NEP-Aktivitit Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
Deoxypeganin 1.0 105+ 10 98 +5
10.0 120+ 12 85+ 11
100.0 126 + 8* 80 & 9**
500.0 132 £ 5% 68 + 12%*
1000.0 144 £ 11%* 66 + 49%*
Nikotin 1.0 100+ 5 100 + 4
10.0 99 +7 100+ 6
100.0 100+ 5 101 +7
500.0 105+7 99+9

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant starkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 = 7);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle(100 £ 10)).

3.5 Untersuchungen zu Wirkungsmechanismen der untersuchten

Extrakte und Reinsubstanzen

3.5.1 Blockade der Synthese von DNA durch Arabinosylcytosin

Die ersten Untersuchungen zu den Wirkungsmechanismen wurden an SK-N-SH-Zellen
mit Blockade der DNA-Synthese durchgefiihrt. Arabinosylcytosin wirkt als ein
selektiver Blocker der DNA-Synthese (Kufe and Major 1982). Verschiedene
Konzentrationen (5.0-100.0 ng/ml) von Arabinosylcytosin wurden iiber einen Zeitraum
von 96 Stunden ins Zellsystem appliziert und die Auswirkungen auf die NEP-Aktivitét
und auf die Zellproliferation untersucht.

Am Verlauf der Kurve der Wachstumshemmung wurde deutlich, dass kein pldtzlicher
Zelltod stattfand, sondern eine Hemmung des Zellwachstums vorlag, welche von der
Konzentration abhingig war. Arabinosylcytosin induzierte allein die NEP-Aktivitit in
Zusammenhang mit einer starken Hemmung der Zellproliferation. Bei einer
Konzentration von 60.0 ng/ml wurde die Aktivitit der NEP um 264 % erhoht und die
Zellproliferation um 72 % gehemmt (Abb. 17). Dies wies auf eine Erhéhung der

Zelldifferenzierung hin.
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Mit Hilfe der Himatoxylinfarbung konnte die vermutete Zelldifferenzierung durch 60.0
ng/ml Arabinosylcytosin bestitigt werden, die verstidrkte Ausbildung von Neuriten-

dhnlichen Auslaufer (Abb. 18).

Alle weiteren Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus fanden bei einer

Konzentration von 60.0 ng/ml statt.
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Abbildung 17: Untersuchung des Einflusses von Arabinosylcytosin auf die NEP-Aktivitit und die
Zellproliferation

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle 100 + 10;
** signifikant stirkere Proliferationshemmung im Vergleich zur Kontrolle 100 + 11).
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Licht-und Floureszenzmikroskopische Abbildung von SK-N-SH-Monolayern mit und
ohne Arabinosylcytosin (60.0 ng/ml)

a) Monolayer einer intakten SK-N-SH- Zelllinie
(Proliferationszeit: 72h, Himatoxylinfirbung)

SO0Oum

b) SK-N-SH-Zellen mit Arabinosylcytosin (60.0 ng/ml)
(Proliferationszeit: 72h, Himatoxylinfarbung)
Héamatoxylinfarbung: siche Abschnitt 2.9

Abbildung 18: Einfluss von Arabinosylcytosin auf die Proliferation der SK-N-SH-Zelllinie
a) SK-N-SH-Zellen ohne Arabinosylcytosin

b) SK-N-SH-Zellen mit Arabinosylcytosin (60.0 ng/ml)
s N curiten-ihnliche Ausldufer — Kennzeichen fiir differenzierte Nervenzellen
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3.5.2 Einfluss von ausgewihlten untersuchter Substanzen in Kombination mit

Arabinosylcytosin

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente dargestellt, die den Einfluss
von ausgewdihlten Substanzen auf die NEP-Aktivitit nach der Blockade der DNA-
Synthese untersuchten. Diese Substanzen konnten konzentrationsabhingig die NEP-
Aktivitit erhohen und die Zellproliferation hemmen (siehe Tab. 2; 3; 4; 9 und 10). Aus
diesem Grund wurden sie fiir diese Versuche ausgewdhlt. Es sollte herausgefunden
werden, ob die Erhohung der Enzym-Aktivitit durch diese Substanzen von der
Zelldifferenzierung abhdngig war. Fiir diese Untersuchungen wurde Arabinosylcytosin,
als Blocker der DNA-Synthese, in einer Konzentration von 60.0 ng/ml verwendet. Im
Rahmen von Langzeitversuchen wurden die untersuchten Substanzen zusammen mit
Arabinosylcytosin (60.0 ng/ml) auf die SK-N-SH-Zellen gegeben. Coffein, Theophyllin
und Theanin wurden in der Konzentration von 50 uM untersucht, wéhrend Apigenin,
Luteolin und die Kombination von EC, EGC, EGCG und Coffein in der Konzentration
von 10 uM untersucht wurden. Vinpocetin wurde in der Konzentration von 10 uM und
20 uM untersucht und Curcumin wurde in in der Konzentration von 2.5 uM und 5 uM
getestet. Nach der Blockade der DNA-Synthese durch Arabinosylcytosin hatten
Coffein, Theophyllin und Theanin keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitdt der
NEP. Die Kombination von EC, EGC, EGCG und Coffein erh6hte die NEP-Aktivitat
um 20 %.

Curcumin hatte keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitit der NEP. Apigenin und
Luteolin konnten die NEP-Aktivitét zusdtzlich um 35 % bzw. 38 % erhohen (Tab. 12).
Vinpocetin hemmte bei 10.0 pM die NEP-Aktivitit um 30 % und erhdhte die
Zellproliferation um 59 %. In der Konzentration von 20 uM konnte Vinpocetin die
NEP-Aktivitdt um 55 % hemmen und die Zellproliferation um 90 % im Vergleich zur
Kontrolle erhdhen. Im Vergleich zur Zellproliferation ohne Arabinosylcytosin konnte
diese Erhohung damit erkldrt werden, dass Vinpocetin den totalen Effekt von

Arabinosylcytosin auf die Zellproliferation nicht authebt (Tab. 12).
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Tabelle 12: Einfluss von Coffein (Coff), Theophyllin (ThP), EC in Kombination mit
EGC, EGCG und Coftein (Coff), Theanin (ThN), Curcumin (Cur), Apigenin (Api),
Luteolin (Lut) und Vinpocetin (Vin) nach der Blockade der DNA-Synthese durch
Arabinosylcytosin (ARC) (60.0 ng/ml) auf die Aktivitdt der NEP

Konzentration NEP-AKktivitat Zellproliferation
in % in %

Ohne ARC 00.00 100 £ 10 100 £ 11
ARS 60.0 ng/ml 364 £ 13* 28 +£11
Coff 50.0 uM 377+ 12 27+ 12
ThP 50.0 uM 366+ 11 27+ 13
EC+EGC+EGCG+Coff 10.0 uM 384 + 8% 25+ 6
ThN 50.0 uM 368 £ 10 25+11
Cur 2.5 uM 370 £ 10 25+5

5.0 uM 3775 28+9
Api 10.0 uM 499 + 12* 34+13
Lut 10.0 uM 500 + 6* 25+9
Vin 10.0 uM 334 £ 10* 34 £ 10**

20.0 uyM 309 + 7* 45 + 9**

Methode: NEP-Assay (siehe Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle (60 ng/ml
Arabinosylcytosin)); ** signifikant stirkere Erhohung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle
(60 ng/ml Arabinosylcytosin)).

3.5.3 Einfluss von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram

Trotz der Blockade der DNA-Synthese durch Arabinosylcytosin wurde die NEP-
Aktivitdt durch einige der untersuchten Substanzen erhoht. Das konnte dadurch erklart
werden, dass andere Wirkungsmechanismen neben der Zelldifferenzierung fiir die
Induktion der NEP-Aktivitédt verantwortlich sind. Es wurde vermutet, dass die Erh6hung
der NEP-Aktivitit von der Erhohung des intrazelluliren zyklischen
Adenosinmonophosphats (cAMP), das die NEP Gen-Expression iiber die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren erhoht, abhéngig ist. Deshalb wurde der Einfluss anderer
Substanzen, welche den intrazelluliren cAMP-Spiegel erhéhen konnen, gepriift.
Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram wurden in den Konzentrationsbereichen von

1.0 uM bis 10.0 uM untersucht. Die drei Substanzen erhohten die Aktivitit der NEP
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ohne die Zellproliferation zu hemmen (Abb. 19). Die NEP-Aktivitdt konnte durch
Rolipram (10.0 uM) um 50 %, durch Forskolin um 35 % und durch Dibutyryl-cAMP
um 26 % erhoht werden (Tab. 13).

Tabelle 13: Einfluss von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram auf die NEP-
Aktivitat und auf die Zellproliferation

Konzentration NEP-AKktivitiit Zellproliferation
in pM in % in %
Rolipram
Kontrolle 100 + 8 100 + 8
1.0 115+ 6* 100 + 8
5.0 122 + 5* 102+ 6
10.0 150 £9* 101 £7
Forskolin
Kontrolle 100 £ 11 100 £8
1.0 110+ 6 106 £ 6
5.0 118 £4* 100+ 5
10.0 132 + 10* 106 £ 10
20.0 135+ 8* 90+ 8

Dibutyryl-cAMP

Kontrolle 100 £ 6 100 +5
0.5 110+5 99+5
1.0 113+7 97 +£3
2.5 117 + 6* 95+6
5.0 124 + 6* 95+6
10.0 126 + 5% 94 +8

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle; keine
signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 19: Untersuchung des Einflusses von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram auf die
NEP-Aktivitit

Methode: NEP-Assay (siche Abschnitt 2.5.1.3); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stidrkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle).

3.6 Einfluss ausgewihlter Substanzen auf die ACE-Aktivitit

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente zusammengefasst, die den
Einfluss von ausgewihlten Substanzen, welche die NEP-Aktivitit erhohten, auf die
ACE-Aktivitdit untersuchten. Diese Untersuchungen waren notwendig um

herauszufinden, ob diese Substanzen spezifisch nur die NEP-Aktivitét beeinflussten.
3.6.1 Einfluss von Coffein und Theophyllin

Der Effekt von Coffein und Theophyllin wurde in den Konzentrationsbereichen von 1.0
uM bis 1000.0 uM untersucht (Tab. 14). Coffein konnte die ACE-Aktivitit nur in der
maximalen Konzentration um 30 % erhohen und die Zellproliferation um 28 %
hemmen. Mit Theophyllin konnten keine signifikanten Effekte auf die ACE-Aktivitét

und auf die Zellproliferation registriert werden.
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Tabelle 14: Einfluss von Coffein und Theophyllin auf die ACE-Aktivitit und auf die

Zellproliferation
Konzentration ACE-AKktivitat Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
Coffein
1.0 98 + 12 98 £ 10
10.0 103+ 13 92 +11
100.0 112+ 10 85+ 13
500.0 119 + 8* 80 + 10**
1000.0 130 = 9* 72 £ 12%*
Theophyllin
1.0 108 + 13 96 £8
10.0 110+ 13 97+6
100.0 110+9 97+7
500.0 124 + 6* 76 £ 5%*
1000.0 136 + 6* 64 + 9**

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitidt im Vergleich zur Kontrolle (100 + 10);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 £ 7)).

3.6.2 Einfluss von EC und EGC in Kombination

EC in Kombination mit Coffein hatte keinen Einfluss auf die ACE-Aktivitdt und auf die
Zellproliferation. Wahrend EC mit Theophyllin die Enzymaktivitit um 14 % anhob und
die Zellproliferation um 8 % hemmte, hatte EC mit Coffein und Theophyllin zusammen
keinen Einfluss auf die Enzymaktivitdt und auf die Zellproliferation (Tab. 15).

EGC in Kombination mit Coffein und/oder Theophyllin konnte weder die ACE-
Aktivitit noch die Zellproliferation beeinflussen (Tab. 15).
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Tabelle 15: Einfluss von Epicatechin (EC) und Epigallocatechin (EGC) in Kombination
mit Coffein (Coff) und/oder Theophyllin (ThP) auf die ACE-Aktivitit und auf die

Zellproliferation
Konzentration ACE-Aktivititin  Zellproliferation
in pM % zur Kontrolle in % zur Kontrolle

EC + Coff 1.0 106 +£7 100+ 6

10.0 110+ 6 95+8
EC + ThP 1.0 110+ 4 95+9

10.0 114 £ 9* 92 +8
EC + Coff + ThP 1.0 110+9 94 +£10

10.0 111 +8 95+ 11
EGC + Coff 1.0 99 + 10 100 + 8

10.0 103+ 11 97 £11
EGC + ThP 1.0 100 £ 10 99 +11

10.0 103 +£11 94+9
EGC + Coff + ThP 1 98 + 6 100 £ 10

10 102 +£6 97+7

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siehe Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0,05; * signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle; keine
signifikante Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle).

3.6.3 Einfluss des Ginkgo-biloba-Extrakts

Ginkgo-biloba-Extrakt wurde in Ethanol (50 %) geldst und im Konzentrationsbereich
von 1.0 pg/ml bis 100.0 pg/ml hinsichtlich seiner Auswirkungen auf die ACE-Aktivitét
und die Zellproliferation untersucht. Ab einer Konzentration von 50.0 pg/ml wurde ein
Induktionseffekt auf die Enzymaktivitdit und eine Hemmungswirkung auf die
Zellproliferation registriert. In der maximalen Konzentration konnte Ginkgo-biloba-
Extrakt die Enzymaktivitit um 38 % erhohen und die Zellproliferation um 36 %
hemmen (Tab. 16).
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Tabelle 16: Einfluss des Ginkgo-biloba-Extrakts auf die ACE-Aktivitidt und auf die

Zellproliferation
Konzentration ACE-Aktivitit Zellproliferation
in pg/ml in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
1.0 100 £ 11 100 £7
5.0 99 + 10 103+4
10.0 107 £ 10 96 £ 8
25.0 112+ 11* 86+ 11**
50.0 121 + 8* 76 £ 10**
75.0 131+ 5% 65 + 4%**
100.0 138 = 10* 64 + 11%*

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siehe Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (100 + 12);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 + 9)).

3.6.4 Einfluss von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram

Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram wurden in der Konzentration von 10.0 uM
auf die ACE-Aktivitdit und auf die Zellproliferation untersucht. Hier konnte kein
Einfluss auf die Enzymaktivitit und auf die Zellproliferation festgestellt werden (Tab.

17).

Tabelle 17: Einfluss von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram auf die ACE-
Aktivitit und auf die Zellproliferation

Konzentration ACE-Aktivitit Zellproliferation

in pM in % in %
Dibutyryl-cAMP Kontrolle 100 +7 100+ 7
10.0 105+ 10 101 + 10
Forskolin Kontrolle 100 + 4 100 +3
10.0 100 £ 6 104 £6
Rolipram Kontrolle 100 + 4 100+3
10.0 106 £8 98 +4

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle).
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3.6.5 Einfluss von Apigenin und Luteolin

Apigenin und Luteolin wurden in den Konzentrationen von 10.0 uM und 20.0 uM auf
die Enzymaktivitit und auf die Zellproliferation untersucht. Die Enzymaktivitdt konnte
durch Apigenin in der Konzentration von 10.0 puM um 130 % gesteigert werden.
Luteolin erhohte die Enzymaktivitidt um 230 % (Abb. 20).

Die Zellproliferation wurde durch 10.0 uM Apigenin um 54 % und durch 10.0 uM
Luteolin um 67 % gehemmt (Tab. 18). In der Konzentration von 20.0 uM konnten
Apigenin und Luteolin die Enzymaktivitit um {iber 700 % erhdhen und die

Zellproliferation iiber 80 % hemmen (Tab. 18).

Tabelle 18: Einfluss von Apigenin und Luteolin auf die ACE-Aktivitit und auf die

Zellproliferation
Konzentration ACE-Aktivitat Zellproliferation
in pM in % zur Kontrolle in % zur Kontrolle
Apigenin  10.0 230 + 16%* 46 + 14**
20.0 800 £ 14* 13 + 4%*
Luteolin  10.0 330+ 13* 33+ 11%*
20.0 850+ 11* 12 + 5%*

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siehe Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitidt im Vergleich zur Kontrolle (100 + 13);
** signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (100 £ 7)).
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Abbildung 20: Untersuchung des Einflusses von Apigenin und Luteolin auf die ACE-Aktivitit
Methode: ACE-Assay (sieche Abschnitt 2.5.2.2); Inkubationszeit: 96 Stunden (Langzeitversuche);
Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier parallelen Proben; p < 0.05; *
signifikant stirkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle).

3.6.6 Einfluss von Vinpocetin, Curcumin und Triiodotyronin

Der Effekt von Vinpocetin auf die ACE-Aktivitit und die Zellproliferation wurde in den
Konzentrationen von 10.0 uM und 20.0 pM untersucht. Vinpocetin konnte die
Enzymaktivitit in der Konzentration von 10.0 pM um 30 % und in der Konzentration
von 20.0 uM um 78 % erhdhen. Bei 20.0 uM Vinpocetin wurde eine Hemmung der
Zellproliferation von iiber 40 % registriert. Curcumin wurde in den Konzentrationen
von 2.5 puM und 5.0 pM auf die Enzymaktivitit und die Zellproliferation untersucht.
Durch 5.0 uM Curcumin konnte die Enzymaktivitit um 147 % erhoht und die
Zellproliferation um 65 % gehemmt werden (Tab. 19). Der Einfluss von Triiodotyronin
auf die ACE-Aktivitédt und auf die Zellproliferation in den Konzentrationsbereichen von
0.1 uM bis 10.0 uM wurde untersucht. In der maximalen Konzentration hemmte
Triiodotyronin die Enzymaktivitdt um 10 %, bei einer Erhohung der Zellproliferation

um 12 % (Tab. 19).
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Tabelle 19: Einfluss von Vinpocetin, Curcumin und Triiodotyronin (T3) auf die ACE-
Aktivitit und auf die Zellproliferation

Konzentration ACE-Aktivitit Zellproliferation
in uM in % in %
Vinpocetin Kontrolle 100 + 16 100+ 10
10.0 130 £ 15* 81 + 13**
20.0 178 +£20* 54 + 10**
Curcumin Kontrolle 100 + 14 100+ 7
2.5 134 +20* 76 + 15%*
5.0 247 £ 7* 35+ 11%*
Triiodotyronin Kontrolle 100+ 6 100+3
0.1 9 +5 105+5
1.0 97+6 101 £8
5.0 92+9 110+6
10.0 90+ 10 112+6

Methode: ACE-Assay (siche Abschnitt 2.5.2.2), DNA-Assay (siche Abschnitt 2.6.3); Inkubationszeit: 96
Stunden (Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=3 mit vier
parallelen Proben; p < 0.05; * signifikant stirkere Enzymaktivitit im Vergleich zur Kontrolle; **
signifikant stirkere Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle).

3.7 Einfluss von ausgewihlten Substanzen auf die Menge von

endogen gebildetem B-Amyloid-Peptid 1-42 (Ap1-42)

Amyloid-Peptid 1-42 (AB1-42) wird durch verschiedene Enzyme in vivo abgebaut.
NEP spielt eine gro3e Rolle beim Abbau von B-Amyloid in vivo (Iwata et al. 2001). Die
wichtige Rolle von NEP wurde durch die Infusion des Metalloprotease-Inhibitors
Thiorphan in den Hippocampus von Ratten gezeigt. Diese Infusion zeigte einen
eingeschriankten AB-Abbau durch Hemmung von NEP (Iwata et al. 2000).

Die Bestimmung des AP1-42 wurde auf SK-N-SH-Zellen, die AP produzieren kénnen
(Haugabook et al. 2001), libertragen (siche Abschnitt 2.7). Die Menge von AB1-42 in
pg/ml wurde fiir das erste Experiment nach der Kalibriergerade der Abbildung 23 und
fiir das zweite Experiment nach der Kalibriergerade der Abbildung 24 berechnet.
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3.7.1 Erste Experimentserie

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente dargestellt, die den Effekt
von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin, Curcumin, Rolipram und Phosphoramidon
auf die Menge des AB1-42 untersuchten. Diese Substanzen wurden zu 1.0 ml Medium
(1 % FBS) in 6-Well Platten gegeben, in welche SK-N-SH-Zellen ausgesit worden
waren. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer mit Wasserdampf
gesittigten Atmosphére, die 5 % CO, und 95 % Luft enthielt, fiir 72 Stunden kultiviert.
Dann wurde das Medium zur Bestimmung der endogenen AP1-42 gesammelt (Kap.
2.7.2.1).

Griintee-Extrakt wurde in der Konzentration von 50.0 pg/ml getestet, wéhrend
Apigenin, Luteolin, Rolipram und Phosphoramidon in der Konzentration von 10.0 uM
untersucht wurden. In der Konzentration von 5.0 uM wurde Curcumin untersucht.
Apigenin, Luteolin Curcumin und Rolipram hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
Menge von AP1-42. Griintee-Extrakt konnte die Menge von endogenen produzierten
und ins Medium sezernierten Af1-42 um 162 % erhdhen. Phosphoramidon, ein NEP-
Inhibitor, in der Konzentration von 10 uM konnte die Menge von AB1-42 um 31 %
erhdhen (Tab. 20 ).
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Abbildung 21: Kalibriergerade fiir f-Amyloid-Peptid—Assay von Kit (Nr. 1). Jeweils 100 ul jeder p-
Amyloid-Peptide-Verdiinnung wurde mit 100 pl Antikérperléosung, 100 pl Chromogen und 100 pl
Stopplosung bei einer Wellenléinge von 450 nm gemessen.
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Tabelle 20: Einfluss von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin, Curcumin und Rolipram

auf die Menge von AB1-42

Substanzen Ap1-42 AP1-42 per ng  Ap1-42 per pg
in pg/ml DNA DNA in %

Kontrolle 262+ 1.3 0.45 +0.0225 100+ 5
Griintee-Extrakt (50.0 pg/ml 70.0 £ 4.9* 1.18 £ 0.082* 262 + 7*
Apigenin (10.0 uM) 22.1+£1.32 0.44 £ 0.026 98+ 6
Luteolin (10.0 uM) 23.2+2.01 0.46 +£0.041 102+9
Curcumin (5.0 uM) 20.0+£0.6 0.43 +£0.012 96 £3
Rolipram (10.0 uM) 153+1.22 0.42 £0.034 94 + 8
Phosphoramidon (10.0 pM) 56.0 + 3.36%* 0.59 £0.035* 131 £ 6*

Methode: Bestimmung von AB1-42 mit ELISA-Kit (siche Abschnitt 2.7.3); Inkubationszeit: 72 Stunden
(Langzeitversuche); Zelllinie: SK-N-SH; Kalibriergerade: Abb. 21; 1.0 pg DNA entspricht 100000 Zellen
(U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n=8; p < 0.05; * signifikant stirkere Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle).

3.7.2 Zweite Experimentserie

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente wiedergegeben, die mit dem
zweiten Kit (siche Abschnitt 2.7.2.2) durchgefiihrt wurden. Hierbei wurde der Effekt
von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin und Curcumin auf die Menge des endogen
gebildeten AP1-42 untersucht. Phosphoramidon wurde zu 1.0 ml Medium (1 % FBS) in
6-Well-Platten gegeben, in welche SK-N-SH-Zellen ausgesidt worden waren, und fiir
weitere 3 Tage kultiviert. Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin und Curcumin wurden zu
2.0 ml Medium (10 % FBS) in 6-Well-Platten gegeben, in welche SK-N-SH-Zellen
ausgesdt worden waren. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer mit
Wasserdampf gesittigten Atmosphire, die 5 % CO; und 95 % Luft enthielt, fiir 48
Stunden kultiviert. Das Medium wurde auf 1.0 ml (1 % FBS) Medium gewechselt und
die Zellen wurden im Brutschrank fiir weitere 24 Stunden kultiviert.

Griintee-Extrakt wurde in der Konzentration von 50.0 pg/ml getestet, wiahrend Apigenin
und Luteolin in der Konzentration von 10.0 uM untersucht wurden. In der
Konzentration von 5.0 puM wurde Curcumin untersucht. Apigenin, Luteolin und
Curcumin konnten signifikant die Menge von endogenen produzierten und im Medium
sekretierten AB1-42 hemmen. Griintee-Extrakt konnte die Menge von AB1-42 um 34 %
erhohen (Tab. 21).
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Abbildung 22: Kalibriergerade fiir f-Amyloid-Peptid (Ap1-42)-Assay von Kit (Nr. 2). Jeweils 100
pl jeder einzelnen B-Amyloid-Peptid-Verdiinnung wurde mit 100 pl Antikérperlésung, 100 pl
Chromogen und 100 pl Stopplosung bei einer Wellenléinge von 450 nm gemessen.

Tabelle 21: Einfluss von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin und Curcumin auf die

Menge von AB1-42

Substanzen AB1-42 in pg/ml AP1-42 per pg  AB1-42 per pg
DNA DNA in %
Kontrolle 37.5+2.25 0.50 +£0.03 100+ 6
Griintee-Extrakt (50.0pg/ml) 42.8 +1.28* 0.67 = 0.02* 134 + 3*
Apigenin (10.0 uM) 28.0 £ 0.56* 0.43 = 0.009* 86 + 3*
Luteolin (10.0 uM) 25.8+1.03* 0.44+0.017* 88 £ 4*
Curcumin (5.0 uM) 34.0+ 1.02* 0.45+0.018* 90 + 4*

Methode: Bestimmung von AB1-42 mit ELISA-Kit (Abschnitt 2.7.3); Inkubationszeit: 24 Stunden;
Zelllinie: SK-N-SH; Kalibriergerade: Abb. 22; 1.0 ug DNA entspricht 100000 Zellen (U-Test nach
Wilcoxon; Mittelwert £ SD, n=8; p < 0.05; * signifikant stirkere Unterschiede im Vergleich zur
Kontrolle).
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3.8 Einfluss von ausgewihlten Testsubstanzen auf die intrazellulire

cAMP-Konzentration

Das cAMP kann als second Messenger verschiedene Enzyme durch Induktion der
Phosphorylierung oder der Dephosphorylierung von den Enzymen aktivieren oder
inhibieren. Um nachzuweisen, dass die Induktion der NEP-Aktivitdt mit einer Erh6hung
von intrazelluldrem zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) verbunden war, wurde
die intrazellulire cAMP-Konzentration nach der Inkubation von SK-N-SH-Zellen mit
den ausgewdhlten Substanzen bestimmt (siche Abschnitt 2.8). Die cAMP-Konzentration
wurde in pmol/ml nach der Kalibrierkurve von Abbildung 23 berechnet und wiederum
in pmol/min/pug DNA (1.0 pg DNA entspricht ca. 100000 Zellen) kalkuliert.

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Experimente dargestellt, die den Effekt
von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin, Curcumin und Rolipram auf die intrazelluldre
cAMP Konzentration untersuchten. Diese Substanzen wurden zu 2.0 ml Medium (10 %
FBS) in 6-Well Platten gegeben, in welche SK-N-SH-Zellen ausgesdt worden waren.
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C in einer mit Wasserdampf geséttigten
Atmosphire, die 5 % CO; und 95 % Luft enthielt, fiir 72 Stunden kultiviert. Griintee-
Extrakt wurde in der Konzentration von 50.0 pg/ml getestet, wiahrend Curcumin in der
Konzentration von 5.0 uM untersucht wurde. In der Konzentration von 10.0 uM wurden
Apigenin, Luteolin und Rolipram untersucht. Rolipram als positive Kontrolle konnte die
intrazellulire cAMP-Konzentration um 154 % erhéhen. Durch Griintee-Extrakt konnte
die intrazellulire cAMP-Konzentration um 100 % erhoht werden. Apigenin und
Luteolin hatten den stdrksten signifikanten Einfluss auf die intrazellulire cAMP-
Konzentration. Apigenin erhohte die intrazellulire cAMP-Konzentration um 539 %,
Luteolin um 556 %. Curcumin erhohte die intrazellulire cAMP-Konzentration um 130

% (Tab. 22 und Abb. 24).
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Abbildung 23: Kalibrierkurve fiir intrazellulires cAMP-Assay. Jeweils 50 pl jeder cAMP-
Verdiinnung wurde mit S0 pl cAMP AChE Tracer, 50 pl cAMP-Antiserum und 200 pl Ellman’s
Reragent bei einer Wellenléinge von 405 nm bis 450 nm gemessen.

Tabelle 22: Einfluss von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin, Curcumin und Rolipram

auf die Konzentration des intrazellularen cAMP

Substanzen cAMP in cAMP in cAMP in
pmol/ml pmol/pg pmol/ng

DNA DNA in %
Kontrolle 264 £13.2 1.22 £ 0.056 100+ 5
Rolipram (10.0 uM) 1040 + 52* 3.1+0.14* 254 + 5%
Apigenin (10.0 uM) 660 + 39.6* 7.8+0.21* 639 + 6*
Luteolin (10.0 uM) 620 + 37.2* 8.0+0.18* 656 + 6*
Curcumin (10.0 uM) 200 + 8.0* 2.8 £0.044* 230 + 4%
Griintee-Extrakt (50.0 pg/ml) 440 + 22.0* 2.45+0.08* 200 + 5*

Methode: Bestimmung von cAMP mit EIA-Kit (Abschnitt 2.8); Inkubationszeit: 72 Stunden; Zelllinie:
SK-N-SH; Kalibriergerade: Abb. 23; 1.0 ug DNA entspricht 100000 Zellen (U-Test nach Wilcoxon;
Mittelwert £ SD, n = 8; p < 0.05; * signifikant stirkere Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle).
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Abbildung 24: Untersuchung des Einflusses von Rolipram (10.0 pM), Griintee-Extrakt (50.0
pg/ml), Curcumin (5.0 pM), Apigenin (10.0 pM) und Luteolin (10.0 pM) auf die intrazellulire
cAMP-Konzentration

Methode: Bestimmung von cAMP mit EIA-Kit (Abschnitt 2.8); Inkubationszeit: 72 Stunden; Zelllinie:
SK-N-SH (U-Test nach Wilcoxon; Mittelwert + SD, n = 8; p < 0.05; * signifikant stirkere Unterschiede
im Vergleich zur Kontrolle 100 + 5).
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4 DISKUSSION

Seit etwa 15 Jahren wird mit groem Interesse an der AD geforscht, dennoch blieb die
Ursache der Krankheit bisher unbekannt. Eine Diagnose der Krankheit ist bis heute nur
durch Gespriache mit den Patienten und deren Angehorigen moglich. Obwohl die ersten
Medikamente jetzt auf den Markt kommen, ist eine Heilung der Krankheit noch nicht in
Sicht. Ein Grund, warum trotz intensiver Forschung der medizinische Fortschritt relativ
klein ist, liegt unter anderem im Fehlen eines Modells fiir diese Krankheit. So ist es
bisher noch nicht gelungen, die Krankheit auf ein Versuchstier zu iibertragen. Sehr viele
Experimente werden daher in vitro unter Bedingungen durchgefiihrt, die nicht den sehr
komplexen in vivo- Bedingungen im Gehirn entsprechen. Da die bisherigen
Medikamente, wie Donzepil, Galantamin, Tarcin und Memantine die Krankheit
lediglich verzogern oder bestenfalls stoppen, nicht jedoch den Abbau der Gehirnzellen
riickgéingig machen konnen, ist eine friihzeitige Diagnose der Krankheit von
grundlegender Bedeutung. Ein Molekiil, das nach allgemeiner Auffassung mit der
Krankheit in Verbindung steht, ist das AB1-42. Es tritt verstarkt im Gehirn der Patienten
in Form unl6slicher Plaques auf und kann auch in anderen Korperfliissigkeiten
nachgewiesen werden. Derzeit wird intensiv nach Stoffen, die diese Plaques aufzuldsen
vermdgen bzw. deren Bildung verhindern konnen, gesucht; bisher jedoch ohne grof3eren
Erfolg. Als ein therapeutischer Ansatz gilt die Stimulation von Proteasen, die AP
abbauen, um die Ablagerungen von A zu verhindern und die AD zu behandeln
(Leissring et al. 2003). In der Literatur wurde beispielsweise iiber den Einfluss der
Protease NEP auf die AB-Konzentration im Gehirn von Knock-out-Méusen berichtet:
NEP kann A in vivo abbauen (Iwata et al. 2001; Selkoe 2001b; Marr et al. 2003;
2004). Auch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) kann durch den Abbau von
AB1-40 an Asp7-Ser8 die Aggregation, die Ablagerung und die Zytotoxizitdt von A in
vitro hemmen (Hu et al. 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Einfliisse von ausgewéhlten
Arzneipflanzenextrakten (Ginkgo-Biloba- und Griintee-Extrakt) und phenolischen
Naturstoffen (Flavonoide, Proanthocyanidine) auf die Aktivitdt der NEP in SK-N-SH-
Zellen in vitro hinsichtlich einer Induktion des Abbaus von AP-Peptid. Zusitzlich
wurden die Effekte von ausgewdhlten Substanzen auf die ACE-Aktivitit untersucht, um

die Spezifitit dieser Substanzen beziiglich der NEP-Aktivitit nachzupriifen. Aullerdem
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sollte die Arbeit Ansdtze zum moglichen Wirkungsmechanismus der vermuteten
neuroprotektiven Wirkung der ausgewdhlten Drogen und Naturstoffe bei
neurodegenerativen Erkrankungen aufzeigen. Die Bestimmungsmethoden fiir die
Enzymaktivitit und die Zellproliferation wurden auf SK-N-SH-Zellen (humane
Tumorzellen aus Neuroblastomgewebe) iibertragen, auf deren Oberflichen NEP und
ACE lokalisiert sind. Durch die Arbeit an Zellen war es moglich, Langzeiteffekte der
Naturstoffe zu untersuchen. Ermittelt und verglichen wurden die Verdanderungen der
Enzymaktivititen an den Zelloberfldchen, sowie die Proliferationsentwicklung nach 96-
stiindiger Inkubation unter Zusatz der untersuchten Substanzen.

Ein Vorteil der Zellsysteme bestand darin, dass Effekte konzentrationsabhingig
betrachtet werden konnen, unter der genauen Kenntnis der Toxizitit fiir das
entsprechende Modell. Ein Nachteil fiir die Arbeit mit Zellkulturen ist, dass die Wahl
der Zelllinie die Ergebnisse entscheidend beeinflussen kann und somit Ergebnisse
verschiedener Arbeitsgruppen noch schwerer vergleichbar werden, als z. B. durch

unterschiedliche Wahl von Substraten in Enzymassays.

4.1 Beeinflussung der NEP-AKktivitit und der Zellproliferation durch

Griintee-Extrakt und seine Inhaltsstoffe

Die Kultivierung der Zellen mit Griintee-Extrakt, Coffein, Theophyllin, Theobromin,
Theanin, Epicatechin (EC), Epigallocatechin (EGC) und Epigallocatechingallat (EGCG)
fiilhrte dazu, dass die Zellen vermehrt NEP bildeten. Bei Konzentrationen, die eine
Aktivititssteigerung der Enzyme hervorriefen, war parallel eine Proliferationshemmung
zu verzeichnen (Kap. 3.1). Aufgrund der gleichzeitigen Aktivitétssteigerung der
verbliebenen Zellen konnte abgeleitet werden, dass die Proliferationshemmung nicht
auf einer toxischen Wirkung der Stoffe beruhte (Ayoub and Melzig 2006a).

Eine mogliche Erkldrung fiir die beobachtete Enzyminduktion konnte das Verhiltnis
zwischen der Zelldifferenzierung und der Zellproliferation sein. Fiir NEP wurde
berichtet, dass in verschiedenen Zellarten die Zunahme der zelluldren Enzym-Aktivitét
mit einer erhohten Zelldifferenzierung sowie einer Hemmung der Zellproliferation
verbunden ist. Gleichzeitig ist die Erhhung der zelluldren Enzym-Aktivitit ein Beweis
dafiir, dass die Hemmung der Zellproliferation nicht auf einer toxischen Wirkung der
Stoffe beruht (Uehara et al. 2001). Bei den verwendeten SK-N-SH-Zellen handelte es

sich um eine Tumorzelllinie aus Neuroblastomgewebe, somit konnte die Zunahme der
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Enzymaktivitit als Differenzierungsforderung von Tumorzellen sowie die
Proliferationshemmung als Hemmung des Tumorzellwachstums interpretiert werden.
Weiterhin wurde der Effekt der Polyphenole (EC, EGC und EGCG) in Kombination mit
Coffein und/oder Theophyllin und/oder Theobromin auf die NEP-Aktivitét und auf die
Zellproliferation bestimmt, um einen synergistischen Effekt dieser Substanzen zu
klaren. Diese Kombinationen fiihrten zu einer zusétzlichen Erh6hung der NEP-Aktivitét
ohne zusitzliche Hemmung der Zellproliferation bzw. mit einer Erhdhung der
Zellproliferation (Kap. 3.1.3). Dies zeigte, dass diese Induktion der NEP-Aktivitét
unabhingig von der Hemmung der Zellproliferation erfolgte.

Eine Erklirung fiir diese zu beobachtende Enzyminduktion konnte die Erhéhung der
Konzentration von cAMP sein, was durch Methylxanthine wie Coffein, Theophyllin
und Theobromin verursacht wird. Nach der Spezifikation des Herstellers (HPLC)
enthdlt der Griintee-Extrakt 47.5-52.5 % Polyphenole (EGCG ca. 61 %), 5-10 %
Coffein und 0.3-1.2 % Theobromin. Der Griintee-Extrakt konnte die NEP-Aktivitit
erhohen (Melzig and Janka 2003). In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Methylxanthine zu dem Induktionseffekt der NEP-Aktivitét beitragen, sie sind jedoch
nicht die hauptsédchlich verantwortlichen Inhaltstoffe fiir die Enzyminduktion.

Die Besonderheit vom Griinen Tee ist sein Gehalt an niedermolekularen Catechinen und
deren Gallussdureestern. Der epidemiologisch nachgewiesene Zusammenhang zwischen
der regelmdBigen Aufnahme von Griinem Tee und dem verringertem Auftreten von
Krebs und koronarer Herzkrankheit konnte experimentell vor allem durch die
pharmakologischen Eigenschaften der Komponente Epigallocatechingallat (EGCG)
gestlitzt werden (Metz 2000; Dufresne and Farnworth 2001; Riemersma et al. 2001).
Die wichtigsten Catechine im Tee sind EGCG, EGC, ECG und EC.

Coffein und andere Methylxanthine wie Theophyllin und Theobromin in hoher
Konzentration (>500 uM) sind in der Lage, die Differenzierung von
Neuroblastomzellen iiber eine Erhohung der cAMP-Histone H1 Phosphorylierung,
welche durch die Hemmung der Phosphodiesterase-Aktivitdt verursacht wird, zu
erreichen (Ajiro et al. 1990). Dagegen erhoht sich in klinisch relevanten
Konzentrationen von Coffein (10 bis 50 uM) die cAMP-Konzentration in Gegenwert
von Adenosin (Belibi et al. 2002). Die Gabe von Coffein in einer Dosis von 5 mg pro
kg Korpergewicht resultiert in einer Plasmakonzentration von ~ 45 umol/l (Graham and

Spriet 1995) und in bedeutend hoheren Konzentrationen von cAMP (Thong et al. 2002).
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In der vorliegenden Arbeit konnte Coffein bei einer Konzentration von 100 uM die
NEP-Aktivitit um 45 % erhohen. Es wurde berichtet, dass eine Konzentration von
weniger als 100 pM Methylxanthin, die pharmakologischen Wirkungen von Adenosin
in Nervengewebe hemmen kann (Daly et al. 1981). Coffein kann die Neurotoxizitét,
welche von AP verursacht wurde, sowohl in vitro als auch in vivo iiber die Blockade
von Adenosin A2A Rezeptoren hemmen (Dall'lgna et al. 2003).

Zusétzlich zu seinen neuroprotektiven ~ Wirkungen konnen fiir Coffein
gedichtnisverbessernde Wirkungen insbesondere bei dlteren Menschen nachgewiesen
werden (Brice and Smith 2002). Coffein hat ein Verteilungsvolumen dhnlich dem des
Korperwassers, passiert schnell die Blut-Hirn-Schranke und dringt ins Gehirn ein
(Axelrod and Reisenthal 1953). Letale Intoxikationen werden mit Blutkonzentrationen
von hoher als 500 uM beobachtet (Rall 1980). In der vorliegenden Arbeit wurde der
Induktionseffekt der NEP-Aktivitdit durch 500 pM Coffein von einer
Proliferationhemmung von tiber 60 %, welche als Zelltoxizitidt bezeichnet wurde,
begleitet. Nach Administration einzelner oraler Dosen vom Griintee-Extrakt (20 mg
Teeextrakt/Kg, Gegenwert zu ~ 2 Tassen Tee) sind die maximalen
Plasmakonzentrationen von EGCG, EGC und EC in drei wiederholten Versuchen 77.9
+ 22.2,223.4 £ 35.2 und 124.03 + 7.86 ng/ml bzw. 0.17 uM 0.73 puM, und 0.43 uM.
Die maximalen Konzentrationen werden nach 1.3-1.6 h erreicht (Lee et al. 2002). Diese
Angaben konnten als Referenz fiir die Planung der in-vitro-Versuche zur Aufklirung
der Wirkungsmechanismen der Catechine dienen. Da die Bedingungen in vitro weniger
empfindlich und intensiv als in vivo sind, wurden EC, EGC und EGCG im
Zellkultursystem im Konzentrationsbereich von 1.0 uM und 10.0 uM untersucht. Bei
der Untersuchung von diesen Polyphenolen wurde ein Induktionseffekt der NEP-
Aktivitidt ohne Proliferationshemmung gezeigt. Lee et al. wiesen weiterhin nach, dass
EGCG im Plasma groftenteils frei vorliegt, wahrend EGC und EC zumeist in der
gebundenen Form auftreten (Lee et al. 2002). Das Niveau von EGC im Plasma liegt bei
0.2-2.0 % der aufgenommenen Menge (Nakagawa et al. 1997).

Zusammenfassend trifft fiir Griintee-Extrakt und seine Inhaltstoffe die Aussage zu, dass
der Induktionseffekt der NEP-Aktivitdt durch Griintee-Extrakt und seine Inhaltstoffe
nicht nur von der Proliferationshemmung abhédngig war. Diese Substanzen konnten
eventuell die Gen-Expression des NEP-Enzyms iiber die Erhdhung des Niveaus von

zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) beeinflussen.
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Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram erhéhen die Konzentration des cAMP.
Deshalb werden ihre beobachteten Induktionseffekte auf die NEP-Aktivitit und die

Zellproliferation in einem eigenen Abschnitt (Kap. 4.6) bewertet.

4.2 Beeinflussung der NEP-Aktivitit und der Zellproliferation durch
Ginkgo-biloba-Extrakt und seine Inhaltsstoffe

Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761%) wird aus den Blittern von Ginkgo biloba L.
gewonnen. Es enthdlt Substanzen, die positive Wirkungen auf die Zellen des Gehirns
haben. EGb 761" enthilt zwei Anteile: einen Flavon-Anteil mit Quercetin, Kampferol
und Isorhamnetin und den Anteil ohne Flavon mit Bilobalid und den Ginkgoliden A, B,
C und J (DeFeudis 1998). Fiir die Wirksamkeit des Extrakts sind nach heutigen
Erkenntnissen die Diterpenlactone und Flavonolglykoside verantwortlich.

Zahlreiche Studien zeigten, dass Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761%) die Neuronen
schiitzen kann. Es wurde belegt, dass die Aufnahme von EGb 761% oder Bilobalid vor
Ischédmie schiitzt, welches zum Neuronentod fiihrt (Chandrasekaran et al. 2001). Ginkgo
biloba hat weiterhin einen Effekt als Antioxidans (McKenna et al. 2001). Ginkgo-
biloba-Extrakt (EGb 761%) kann die kognitive Funktion bei Patienten mit Demenz (z. B.
die AD) verbessern und die Produktion von A hemmen (Le Bars et al. 1997; Yao et al.
2004).

Wihrend der letzten 25 Jahre bestitigten zahlreiche Studien die positive Wirkung des
Ginkgospezialextrakts EGb 761° auf die mentale Kompetenz und die emotionale
Befindlichkeit von Patienten mit kognitiven Stérungen vaskuldrer Ursache und der AD.
Eine Studie zeigte einen deutlich positiven Effekt des Ginkgo-biloba-Extrakts EGb
761® auf die subjektive emotionale Befindlichkeit gesunder élterer Menschen (Gieza et
al. 2003). Das Ginkgo-Extrakt (EGb 761%) und Ginkgolid B kénnen Neuronen vor der
Toxizitdt von Glutamat durch Reduktion des Anstiegs von Calcium (Ca2") schiitzen
(Zhu et al. 1997). Eine weitere Studie belegte, dass Ginkgo-biloba-Extrakt (EGb 761%)
bei Alzheimer-Patienten wirkt. Der Anteil von EGb 761 ohne Flavone besitzt
Neuronenschutz und Antiapoptose-Effekte, speziell das Bilobalid (Ahlemeyer et al.
2003). EGb 761% schiitzte die Neuronen vor oxidativem Stress, der durch
Hydroperoxide (Oyama et al. 1996), Apolipoprotein E (Schindowski et al. 2001) und
AB-Peptid (Zhou et al. 2000) induziert wird. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass
EGb 761® in den PCIl2-Zellen die Verarbeitung des APP wund die

Cholesterolverursachte Uberproduktion von APP reduzieren und damit die Produktion
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von A verhindern kann. Es kann in den NT2-Zellen den Influx des freien Cholesterols
hemmen und seinen Efflux erhohen (Yao et al. 2004).

Amentoflavon wurde als Neuroprotektivum gegen Zytotoxizitit, die durch oxidative
Belastungen und AB-Peptide verursacht wird, entdeckt. Deshalb wird Amentoflavon fiir
die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen (wie AD und Ischdmie)
vorgeschlagen (Kang et al. 2005). In einer neuen Studie wurde nachgewiesen, dass EGb
761° die Entstehung der Alpha-APPS (nicht schidlicher Metabolit) von Amyloid
Precursor Protein (APP) erhoht (Colciaghi et al. 2004).

Im Rahmen von Langzeitversuchen wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt des
Ginkgo-biloba-Extrakts und seiner Inhaltstoffe (Bilobalid, Ginkgolid A, B und
Amentoflavon) auf die NEP-Aktivitit untersucht (Kap. 3.2). Der Ginkgo-biloba-
Extrakt wurde in drei unterschiedlichen Losungsmitteln (Wasser, Ethanol 50 %, DMSO
50 %) aufgenommen.

Die Untersuchungen beziiglich der Induktionsaktivitit gegeniiber NEP zeigten, dass die
ethanolische Losung die NEP-Aktivitdt am stdrksten beeinflussen konnte. Im Vergleich
zu den ethanolischen und wésserigen Losungen war die DMSO-Ldsung schwécher
aktiv.

Die Enzyminduktion war mit einer Proliferationshemmung der Zellen verbunden,
welche sich als Zelldifferenzierung erkldren lidsst (Kap. 3.2.1). Diese Ergebnisse
konnten vor allem durch die Loslichkeit und Stabilitit der Inhaltsstoffe des Ginkgo-
biloba-Extrakts begriindet werden. Da der Flavon-Anteil des Ginkgo-biloba-Extrakts in
Alkohol besser 16slich ist, induzierte der ethanolische Extrakt starker die NEP-Aktivitét.
Von dem Anteil ohne Flavon wurde Bilobalid und die Ginkgolide A und B auf die
NEP-Aktivitit untersucht, um herauszufinden, ob sie auch fiir den Effekt des gesamten
Extrakts verantwortlich waren.

Im Rahmen der Langzeitversuche der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass
Bilobalid, Ginkgolid A und B die NEP-Aktivitit nicht beeinflussen. Die Kombination
von Bilobalid, Ginkgolid A und B fiihrte in den Konzentrationen von 10 uM und 20 uM
zur Aktivitditshemmung und Proliferationshemmung, welche als zumindest teilweise
Zelltoxizitdt interpretiert werden kann (Kap. 3.2.2 und Kap. 3.2.3). Durch
Amentoflavon konnte keine signifikante Steigerung der NEP-Aktivitit registriert
werden. Diese Ergebnisse =zeigten, dass diese Substanzen nicht fiir die

Induktionsaktivitit des Extrakts verantwortlich waren. Es wird vermutet, dass der
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Flavon-Anteil und andere Inhaltsstoffe fir die Induktionsaktivitit des Extrakts

verantwortlich waren.

4.3 Beeinflussung der NEP-AKktivitit und der Zellproliferation durch

Flavonoide

Von den weiteren Substanzen, die im Rahmen dieser Arbeit eine Induktionswirkung auf
die NEP-Aktivitdt aufwiesen, hoben sich Apigenin und Luteolin als Einzelstoffe durch
ihre starke Langzeitwirkung gegeniiber NEP ab (Kap. 3.3). Die Feststellung dieses
biochemischen Effektes lie sich fiir die Erklarung der zwei Theorien, welche die
Wirkungsweise von Griintee-Extrakt und seinen Inhaltsstoffen beschreiben, nutzen. Die
erste Theorie ist mit einer Differenzierungsforderung und einer Teilhemmung
verbunden, wihrend die zweite Theorie mit einer Erhéhung der cAMP-Konzentration
korreliert. Die Erhohung der cAMP-Konzentration durch die Hemmung des
Phosphodiesterase-Enzyms (PDE), die durch den Effekt von Apigenin und Luteolin
hervorgerufen wurde, konnte fiir die Enzyminduktion und die Teilungshemmung
verantwortlich sein bzw. zu einem direkten Induktionseffekt auf die NEP-Gen-
Expression flihren.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die Untersuchungen von Apigenin und Luteolin in
Kombination mit Arabinosylcytosin, als Hemmer der DNA-Synthese, dass die
Enzyminduktion durch  Apigenin und Luteolin nicht nur mit einer
Proliferationshemmung und einer erhohten Zelldifferenzierung einherging, sondern
auch mit einer Erh6éhung der intrazelluliren cAMP-Konzentration verbunden war
(Ayoub and Melzig 2006b).

Flavonoide sind eine in den meisten Pflanzen vorkommende Gruppe von Polyphenolen.
Flavonoide zeigten in sehr vielen pharmakologischen Testsystemen Aktivitét. Sie haben
entziindungshemmende (Ferrandiz and Alcaraz 1991), antimutagene (Edenhardder et al.
1993), tumorsuppressive (Menon et al. 1995) und antioxidative (Chen et al. 1990)
Eigenschaften. Eine reichliche Aufnahme von Flavonoiden trdgt zum Schutz vor
chronischen Krankheiten bei (Knekt et al. 2002). Flavonoide kénnen auch verschiedene
Enzyme wie die Xanthinoxidase (Hayashi et al. 1988), die Proteinkinase C (Ferriola et
al. 1989) und das Phosphodiesterase-Enzym (PDE) (Kuppusamy and Das 1992)
hemmen. Apigenin hemmt PDE1-3 mit einer ICsy von 10-25 puM, wihrend Luteolin
PDEI1-5 mit einer ICsp von 10-20 uM hemmt (Ko et al. 2004). Deswegen wurden

Apigenin und Luteolin in der vorliegenden Arbeit bei diesen Konzentrationen
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untersucht. Bei diesen Konzentrationen konnten Apigenin und Luteolin die NEP-
Aktivitdt signifikant erhéhen. Die chronische Behandlung mit Flavonoiden hebt die
kognitiven Defizite bei alten und LPS-behandelten Miausen auf (Patil et al. 2003).
Apigenin hat eine neuroprotektive Wirkung durch die Abnahme des AB-verursachten
Zelltods (Wang et al. 2001). Apigenin kann die Apoptose der BV-2-Zellen und den
Zellzyklusarrest in aktivierter Microglia, welche zu Neurotoxizitét beitragen, induzieren
(Elsisi et al. 2005).

Flavonoide kdnnen den Lipopolysaccharid (LPS)-angeregten Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-alpha) und die Freisetzung von Interleukin 6 hemmen. Interleukin 6 und
Tumornekrosefaktor-alpha regulieren die Entziindungsbotenstoffe, die in vielen
progressiv neurodegenerativen Prozessen, einschlielich AD, viraler und bakterieller
Meningitis nachgewiesen wurden (Patil et al. 2003). Flavonoide werden in Pflanzen
entweder in Form von Aglykonen oder in Form von Glykosiden gefunden. Die
Aglykone konnen im Diinndarm durch passive Diffusion absorbiert werden, wéhrend
die Glykoside normalerweise zu den entsprechenden Aglykonmolekiilen vor der
weiteren gastro-intestinalen Absorption hydrolysiert werden (Manach et al. 1996). Die
Bioverfiigbarkeit der Flavonoide (sowohl Aglykone, als auch Glykoside) ist jedoch
nicht so hoch wie aufgrund der Lipophilie zu erwarten wére. Wahrscheinlich hat diese
Diskrepanz seinen Grund hauptsdchlich im umfangreichen First-Pass-Effekt im
Diinndarm (Pietta et al. 1997). Daten iiber die genaue Konzentration von den

Flavonoiden im Gehirn gibt es nicht.

4.4 Beeinflussung der NEP-AKktivitit und der Zellproliferation durch

weitere Substanzen

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Experimente bewertet, die den Effekt von
Vinpocetin, Curcumin, Nikotin, Deoxypeganin und Triiodotyronin (T3) auf die NEP-
Aktivitat untersuchten. Die Bestimmungen beziiglich der Induktionsaktivitidt gegeniiber
NEP zeigten, dass die Enzym-Aktivitét durch Vinpocetin, Curcumin und Deoxypeganin
erhoht wurde.

Triiodotyronin und Nikotin hatten keinen signifikanten Einfluss auf die NEP-Aktivitit.
Die Induktionsaktivitit durch Vinpocetin, Curcumin und Deoxypeganin war von einer
Proliferationshemmung begleitet (Kap. 3.4). Diese konnte so erkldrt werden, dass die

Induktionsaktivitét mit einer Erhdhung der Zelldifferenzierung verbunden ist.

93



Die Untersuchungen von Vinpocetin und Curcumin als Einzelsubstanzen in
Kombination mit Arabinosylcytosin als DNA-Synthese-Hemmer zeigten, dass die
Erhohung der Enzym-Aktivitit nicht nur von der Zelldifferenzierung abhéngt, sondern

auch mit einer Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration verbunden ist.

Vinpocetin ist ein synthetischer Ethylester von Apovincamin, einem Vinca-Alkaloid,
das aus den Blittern von Vinca minor L. erhalten wird. Vinpocetin wurde 1960 entdeckt
(Lorinz et al. 1976). In Europa ist Vinpocetin unter dem Handelsnamen Cavinton® fiir
die Behandlung zerebrovaskuldrer Erkrankungen auf dem Markt (Bereczki and Fekete
1999). Vinpocetin kann den Gehirnblutdurchfluss und die zerebral-metabolische Rate
erhohen sowie Schiden von freien Radikalen durch die Verbesserung der
Sauerstoffversorgung vermindern (Miyamoto et al. 1989; Stolc 1999). Vinpocetin ist
ein spezifischer Hemmer der Phosphodiesterase Typl (PDE 1) Isoform (Beavo 1995).
Diese Wirkung fiihrt theoretisch zu einer Erhéhung der cAMP-Konzentration und der
cGMP-Konzentration und kann fiir die positiven Effekte von Vinpocetin in der
zerebralen Blutzirkulation und die Hemmung der Thrombozytenagreggation
verantwortlich sein (Chiu et al. 1988). Vinpocetin kann die PDEl von
Meerschweinchen Taeniacoli-Préparation mit einer ICsp von 30 uM hemmen und zu
einer Erh6hung der cAMP-Konzentration fithren (Kaneda et al. 2004).

Weiterhin kann Vinpocetin die Neurone vor toxischen Einfliissen von Glutamat und N-
Methyl-d-aspartat schiitzen und wirkt als Antioxidationsmittel (Miyamoto et al. 1989).
Zur Erklarung der neuroprotektiven Eigenschaften von Vinpocetin im ZNS werden
zwei Mechanismen vorgeschlagen: eine direkte Hemmung der Ca*'-Kanile und eine
Hemmung der PDE (Sitges and Nekrassov 1999). Vinpocetin erreicht den Blutkreislauf
ungefihr eine Stunde nach Einnahme, unabhingig davon, ob es mit der Nahrung oder
auf niichternem Magen aufgenommen wird (Lohmann et al. 1992). Es hat eine
Absorptionsrate von 6.7 % ohne Nahrung und von 60-100 % mit Nahrung (Miskolczi et
al. 1990). Nach intravendser Infusion {iberwindet Vinpocetin bei Patienten mit
zerebrovaskuldren Storungen die Blut-Hirn-Schranke und wird in zerebrales Gewebe
aufgenommen (Polgar et al. 1985; Gulyas et al. 1999). Eine weitere tierische Studie
zeigte, dass Vinpocetin im ZNS in doppelt so hoher Konzentration wie im
Gesamtkorper vorliegt. Die hochste Aufnahmefihigkeit wird fiir den Thalamus, das
Putamen und die Neokortikalgebiete nachgewiesen (Gulyas et al. 2002). Aufgrund der
beschriebenen Effekte wurde der Einfluss von Vinpocetin in der vorliegenden Arbeit

auf die NEP-Aktivitit untersucht (Kap. 3.4). Die NEP-Aktivitit konnte durch
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Vinpocetin in der Konzentration von 50 uM um 62 % induziert werden. Nach diesem
Ergebnis konnte der Induktionseffekt von Vinpocetin auf die NEP-Aktivitit niitzlich

beim Abbau von A sein.

Deoxypeganin wirkt als Cholin-Esterase-Hemmer und wird fiir die Behandlung der
Schizophrenie und weiteren Nervenerkrankungen eingesetzt (Vovin et al. 1991;
Tarasiuk et al. 1989). Aus diesen Griinden wurde Deoxypeganin in der vorliegenden
Arbeit als Einzelsubstanz ausgewdhlt, um seinen Effekt auf die NEP-Aktivitit zu
untersuchen. Deoxypeganin konnte die Enzymaktivitit von SK-N-SH-Zellen erhéhen

mit einer gleichzeitigen Teilhemmung der Zellproliferation (Kap. 3.4).

Der Effekt von Nikotin auf die NEP-Aktivitit wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Viele Studien wurden durchgefiihrt, um den schidlichen oder protektiven
Effekt von Nikotin auf AD nachzuweisen. In einer Studie wurde gezeigt, dass Nikotin
das Defizit der Langzeitpotenzierung, welches von AB1-40 und AB1-42 produziert wird,
verstirkt (Freir and Herron 2003). Andere Studien zeigten, dass Nikotin einen
neuroprotektiven Effekt hat. Es kann die Fibroblast-Wachstumsfaktor-Expression
(FGF-2) im Gehirn der Ratten induzieren. Das fiihrt dazu, dass FGF-2 RNA und
Proteine im Gehirn zunehmen (Belluardo et al. 2004). Weitere Studien zeigten, dass
Nikotin einen antioxidativen Effekt hat (Linert et al. 1999). In einer Studie erhielten 18
Patienten mit einer wahrscheinlichen AD jeweils vier Wochen lang im Cross-over-
Tausch (nach einer zweiwochigen Auswaschphase) Placebo oder ein Nikotinpflaster.
Das Pflaster setzte 21 mg Nikotin pro Tag frei. Unter der Gabe von Nikotin und auch
unter der Gabe von Placebo verbesserte sich das Kurzzeitgedidchtnis signifikant
(Snaedal et al. 1996). Aus diesen Griinden wurde der Effekt von Nikotin auf die NEP-
Aktivitit in der Arbeit untersucht. Es konnte kein signifikanter Effekt auf die NEP-
Aktivitat durch Nikotin gezeigt werden (Kap. 3.4).

Die Dysfunktion des Schilddriisenhormons (TH) ist mit der Pathogenese der AD
verbunden (Heyman et al. 1983; Mortimer 1989). Andere Studien zeigten, dass TH die
Gen-Expression des Amyloid-Vorlduferproteins (APP-Amyloid Precursor Protein)
regulieren kann (Belandia et al. 1998; Latasa et al. 1998). Viele epidemiologische
Studien unterstiitzen die Vermutung iiber einen Zusammenhang zwischen Unter- oder
Uberfunktion der Schilddriise und dem Risiko der Entstehung der AD bei ilteren
Menschen (Yoshimasu et al. 1991; Ganguli et al. 1996; Kalmijn et al. 2000). Eine
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aktuelle Studie ergab, dass es einen abnormalen Metabolismus des
Schilddriisenhormons bei den Alzheimer-Patienten gibt (Sampaolo et al. 2005).

Aus diesen Griinden wurde in der Arbeit der Effekt von Triiodotyronin auf die NEP-
Aktivitit untersucht. Es konnte kein signifikanter Effekt auf die NEP-Aktivitit durch
Triiodotyronin registriert werden (Kap. 3.4).

Curcumin wurde in der vorliegenden Arbeit als Differenzierungsagens fiir die NEP
eingesetzt (Kap. 3.4). Die Untersuchung des Effektes von Curcumin auf die NEP-
Aktivitdt, nach der Blockade der DNA-Synthese, zeigte, dass es keinen signifikanten
Effekt auf die Enzymaktivitdt gab (Kap. 3.5.2). Dieses Ergebnis wurde damit erklart,
dass der Induktionseffekt durch Curcumin mit einer Teilhemmung der SK-N-SH-Zellen
begleitet wurde. Der gelbe Curryfarbstoff Curcumin ist ein Hauptbestandteil von
Curcuma longa L. Curcumawurzelstock ist als ein Currygewiirz und als Bestandteil der
Krautermedizin in Indien bekannt. Seit Jahrtausenden wird Curcumin in der
traditionellen indischen Medizin fiir die Behandlung einer Anzahl von Erkrankungen, z.
B. Krebs genutzt (Ammon and Wahl 1991; Aggarwal et al. 2003; Bharti et al. 2003).
Epidemiologische Studien in Indien, wo Curcumin regelmédBig benutzt wird, zeigten,
dass das Vorkommen der AD bei Personen zwischen dem 70. und 79. Lebensjahre 4.4-
mal seltener als in den USA ist (Ganguli et al. 2000). In einer Tierversuchsstudie und in
in-vitro-Modellen wurde gezeigt, dass die Gabe einer geringen Dosis von Curcumin
(0.1-1.0 uM) zur Reduktion der vorhandenen B-Amyloid-Plaques (43-50 %) im Gehirn
von Maiusen und Sprage-Dawley Ratten, die ein altersgebundenes Gedéchtnisdefizit
aufzeigen, fiihrt (Lim et al. 2001; Frautschy et al. 2001; Yang et al. 2004; Ono et al.
2004). Curcumin kann die Blut-Hirn-Schranke passieren und ebenso neuronale Zellen
gegen B-Amyloidschidigung schiitzen (Park and Kim 2002). Curcumin bindet redox-
aktive Metalle wie Eisen und Kupfer stirker als redox-inaktives Zink. Aufgrund dessen
besitzt Curcumin eine schiitzende Wirkung gegeniiber der Toxizitdt von AP und konnte
entziindliche Schadigungen durch Verhinderung der Induktion des Nekrose Faktors-
kappa B (NF-kappa B), der durch Metalle (Kupfer, Eisen und Zink) induziert wird,
supprimieren (Baum and Ng 2004). In weiteren Studien wurde gezeigt, dass durch
Curcumin die Phorbolester (4p-Phorbol 12-myristat 13-acetat; PMA) aktivierte
Reaktion von Early growth response-1 (Egr-1) und von Nekrose Faktor-Kappa-B (NF-
kappa-B) in endothelialen Zellen gehemmt werden kann (Pendurthi et al. 1997;
Pendurthi and Rao 2000). Curcumin kann sowohl PC12-Zellen von Ratten, als auch
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HUVECs (humane Nabelschnur-Endothelzellen) vor dem AB1-42-Insult schiitzen (Kim
etal. 2001).

Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass die Administration von Curcumin an
amyloid-transgenen Maiusen, die altersbezogene Plaques (Hsiao et al. 1996) und
altersbezogene Gedichtnisdefizite (Chapman et al. 1999) aufwiesen, zur Reduktion der
Plaques fiihrte (Lim et al. 2001). In einer neuen Studie wurde gezeigt, dass Curcumin
ein durch eine AB-Infusion verursachtes Gedéchtnisdefizit und AP-Ablagerungen in
Ratten verhindert (Frautschy et al. 2001). Eine weitere Studie zeigte, dass Curcumin die
entziindliche Reaktion des AP in den Monocyten blockieren kann (Giri et al. 2004).
Wegen all dieser Auswirkungen von Curcumin wurde in dieser Arbeit sein Effekt auf
die NEP-Aktivitit untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass Curcumin in einer
Konzentration von 5 pM die NEP-Aktivitdt um 190 % erhohte und damit den Abbau
von AP durch NEP stimuliert (Kap. 3.4). Eventuell wird Curcumin als mogliche
Kandidat fiir Prophylaxe und/oder Behandlung der AD angesehen.

4.5 Beeinflussung der NEP-Aktivitit durch Arabinosylcytosin und
andere ausgewihlte Substanzen in Kombination mit

Arabinosylcytosin

Zur Aufklarung der moglichen Wirkungsmechanismen der untersuchten Substanzen, die
an der Induktion der Enzym-Aktivitét beteiligt sind, wurde der Effekt von ausgewéhlten
Substanzen auf die NEP-Aktivitdit nach Blockade der DNA-Synthese mit
Arabinosylcytosin (Kufe and Major 1982) untersucht (Kap. 3.5.1 und Kap. 3.5.2).

Arabinosylcytosin  (1-B-D-Arabinofuranosylcytosin, ARC) ist ein Pyrimidin-
Antimetabolit, der fiir die Behandlung der akuten Leukidmie genutzt wird. Der
Wirkungsmechanismus von diesem strukturellen Analogon von 2'-Deoxycytidin ist
noch nicht vollig aufgeklirt (Kufe and Major, 1982). Es kann wie natiirliche Nukleoside
in das Innere der Zelle durch erleichterte Diffusion iiber einen Membranentransporter
eintreten (Plagemann et al. 1978; Wiley et al. 1982; Yunge and Jarvis 1983).
Arabinosylcytosin wird durch Kinasen in 1-B-D-Arabinofuranosylcytosin-triphosphat
phosphoryliert. Arabinosylcytosin kann an die DNA binden und die DNA-Synthese
inhibieren (Kufe and Major 1982). Es hemmt das f-DNA-Polymerase-Enzym, welches
in der DNA-Reparatur von Bedeutung ist (Fram and Kufe 1985). In nicht-toxischen

Konzentrationen kann Arabinosylcytosin die Gen-Expression von c-fos und c-myc
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modifizieren (Mitchell et al. 1986) und eine Differenzierung der menschlichen
Mpyeloblastic-Leukdmiezelllinie (ML-1) verursachen (Takeda et al. 1982).
Arabinosylcytosin wird fiir die Differenzierung von SK-N-SH-Zellen benutzt (Melzig
and Janka 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte es die NEP-Aktivitdt induzieren bei gleichzeitiger
starker Proliferationshemmung (Kap. 3.5.1). Nach der Blockade der DNA-Synthese
bestdtigte eine Erhohung der NEP-Aktivitidt durch die untersuchten Testsubstanzen,
dass die Induktion der Enzym-Aktivitdt unabhingig von der Differenzierungsférderung
war. Die Untersuchungen der ausgewéhlten Substanzen, wie Apigenin, Luteolin, und
Polyphenole (EC, EGC, EGCG) mit Coffein in Kombination mit Arabinosylcytosin
filhrten zur signifikanten Erhohung der NEP-Aktivitit (Kap. 3.5.2). Die Enzym-
Aktivitdt wurde durch die Kombination dieser Testsubstanzen mit Arabinosylcytosin im
Gegensatz zu den Einzelsubstanzen (ohne Arabinosylcytosin) geringer beeinflusst.
Diese Ergebnisse zeigten, dass ein anderer Wirkungsmechanismus neben der
Differenzierungsforderung der Zellen hinter der Zunahme der Enzym-Aktivitdt stehen
muss. Eine Erkldrung fiir diese beobachtete Enzyminduktion konnte auf der Erhéhung
der Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) in der Zelle
basieren. Deshalb wurde in der Arbeit der Einfluss von ausgewéhlten Testsubstanzen,
die die Konzentration von cAMP erhohen konnen, auf die NEP-Aktivitidt untersucht,
um herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen beiden Effekten gibt. Im

nichsten Abschnitt wird der Effekt dieser Substanzen diskutiert.

4.6 Beeinflussung der NEP-AKktivitit und der Zellproliferation durch
Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram

Im néchsten Schritt zur Kldrung der Wirkungsmechanismen der untersuchten
Substanzen wurde der Effekt von drei Substanzen, die den intrazelluliren cAMP-
Spiegel erhohen, auf die NEP-Aktivitit untersucht. Aus diesem Grund wurden die
Langzeiteffekte von Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram auf die Enzymaktivitét
und die Zellproliferation untersucht (Kap. 3.5.3). Es sollte gepriift werden, ob die
Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration zur Induktion der NEP-Aktivitét
filhren kann. Dibutyryl-cAMP wirkt als Proteinkinase A Aktivator (Graf et al. 1995),
und Forskolin wirkt als Adenylatcyclase Aktivator (Wan Kim et al. 2004). Rolipram
wirkt als ein spezifischer Hemmer der Phosphodiesterase 4 Isoform (PD4). Rolipram

kann die Aktivitit des cAMP/ cAMP-dependent protein kinase/ cAMP regulatory
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element binding Protein (cAMP/ PKA/ CREB)-Signalweges im Hippocampus und sein
Langzeitpotential (LTP) wiederherstellen (Vitolo et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass durch die Kultivierung der SK-N-SH-
Zellen mit Dibutyryl-cAMP, Forskolin und Rolipram die NEP-Aktivitit erhoht wurde.
Bei Konzentrationen, die eine Aktivitétssteigerung der NEP hervorriefen, war keine
Proliferationshemmung zu verzeichnen. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Substanzen
die Gen-Expression der NEP iiber eine Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels
steigerten. Der cAMP-Spiegel ist in vivo wichtig fiir den Schutz, das Wachstum und die
Mpyelinisierung von geschiadigten ZNS-Axons und fiir die Wiederaufnahme ihrer
Funktion (Pearse et al. 2004). Die Erhohung des cAMP-Spiegels wird als ein
therapeutischer Ansatz fiir die Verzogerung der AD betrachtet. Die AD konnte somit
durch Behandlung mit Stoffen, wie Dibutyryl-cAMP, Theophyllin und Isoproterenol,
die die intrazellulire cAMP-Konzentration erhohen, verzégert werden (Wolozin et al.

1993). Im Kapitel 4.9 wird der Effekt von cAMP diskutiert.

4.7 Beeinflussung der ACE-Aktivitit und der Zellproliferation durch

ausgewahlte Substanzen

Ausgewihlte Substanzen, welche die NEP-Aktivitdt erhohten (Kap. 3.1.2; Kap. 3.1.3;
Kap. 3.2.1; Kap. 3.3; Kap. 3.4 und Kap. 3.5.3), wurden hinsichtlich einer
Beeinflussung der ACE-Aktivitdt untersucht, um herauszufinden, ob diese Substanzen
spezifisch nur die NEP-Aktivitdt beeinflussten. Coffein und Theophyllin konnten die
ACE-Aktivitit nur bei hohen Konzentrationen (500 uM und 1000 pM) im Vergleich zu
NEP leicht induzieren (Kap. 3.6.1). Die Kombination von EC und EGC mit Coffein
und/oder Theophyllin konnte die ACE-Aktivitét nicht beeinflussen (Kap. 3.6.2). Diese
Ergebnisse konnten so erkldrt werden, dass Coffein, Theophyllin, EC, EGC und ihre
Kombinationen spezifisch die NEP-Aktvitit induzierten und das NEP-Gen direkt
beeinflussten. Ginkgo-biloba-Extrakt konnte sowohl die ACE-Aktivitdt als auch die
NEP-Aktivitdt induzieren und die Zellproliferation hemmen (Kap. 3.6.3). Dibutyryl-
cAMP, Forskolin und Rolipram hatten keinen Einfluss auf die ACE-Aktivitdt und auf
die Zellproliferation (Kap. 3.6.4). Diese Substanzen konnten nur die NEP-Expression
induzieren. Apigenin, Luteolin, Vinpocetin und Curcumin konnten sowohl die ACE-
Aktivitdt als auch die NEP-Aktivitit signifikant induzieren und die Zellproliferation
hemmen (Kap. 3.6.5 und Kap. 3.6.6).
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Angiotensin Converting Enzyme (ACE; EC 3.4.15.1) ist ein Peptidyl-Dipeptidase-
Enzym. Trotz verschiedener EC-Klassifizierung von ACE (EC 3.4.15.1) und NEP (EC
3.4.24.11) besitzen die beiden Enzyme groBe Ahnlichkeit im Aufbau des aktiven
Zentrums (siche Kap. 1.2). ACE katalysiert vorrangig die Abspaltung von Dipeptiden
vom C-terminalen Ende des Substrates. Die pharmakologisch bedeutendste Funktion ist
die Bildung des potenten Vasokonstriktors Angiotensin II aus dem Dekapeptid
Angiotensin [ innerhalb des Blutdruckregulierenden Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems. Eine Studie zeigte, dass der ACE D-Allel-Genotyp vor Entstehung der AD
schiitzen kann (Kehoe et al. 1999). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass in der
japanischen Bevolkerung (im Gegensatz zur britischen) eine hohe Korrelation zwischen
dem Vorkommen des ACE-Genotyps und der AD besteht (Hu et al. 1999). ApoE und
ACE-Genotyp wurden als Risikofaktoren fiir AD bei Russen und Nord-Amerikanern
gefunden (Farrer et al. 2000). ACE kann die Aggregation, die Ablagerung und die
Zytotoxizitidt von AP durch den Abbau von AB1-40 an Asp7-Ser8 in vitro hemmen (Hu
et al. 2001). Eine Studie iiber das Renin-Angiotensin-System (RAS) im Gehirn von
Sdugern konnte den Zusammenhang zwischen ACE und AD erkldren. Diese Studie
zeigte, dass Angiotensin II und Angiotensin IV in den Astrozyten fiir die
Funktionswartung der Blut-Hirn-Schranke nétig ist, welche bei der AD beeintrachtigt
ist (Kakinuma et al. 1998; Skoog et al. 1998). Angiotensin II und Angiotensin IV regen
die Neuronal-Aktivitdt des Hippocampus an und regulieren die Durchblutung im Gehirn
(Albrecht et al. 1997; Kramar et al. 1997). Die Aktivierung des ACE-Enzyms wird als
ein neuer Ansatz zur Behandlung der AD durch Induktion des Abbaus von AP
vorgeschlagen. Die ausgewihlten Substanzen, welche die ACE-Aktivitit erhdhten,
konnten moglicherweise den Abbau von AP induzieren.

Die Stimulation sowohl der NEP- als auch der ACE-Aktivitit gilt als ein
therapeutischer Ansatz um die Ablagerungen von AP zu verhindern und die AD zu

behandeln.

4.8 Beeinflussung der Menge von endogen produzierten Ap1-42

durch ausgewéihlte Substanzen

Das pB-Amyloid-Peptid (AB) ist der Hauptbestandteil der Amyloid-Plaques, die ein
spezifisches morphologisches Merkmal der AD sind. AP ist ein aus 40 bis 42
Aminosdurenresten bestehendes Spaltprodukt (Caughey et al. 2003). Das freigesetzte 3-
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Amyloid-Peptid wird aus den Zellen ausgeschleust und lagert sich im Extrazellularraum
mit Fibrillen zu [-Faltblattstrukturen zusammen, die durch stindige Apposition
schlieBlich zu den Kernen der Plaques heranwachsen. Der Grad der AB-Akkumulation
ist von seiner Produktion und von seinem Abbau abhidngig. Ein Ungleichgewicht
zwischen Produktion und Abbau von A ist fiir die Degeneration der Neuronen und so
fiir die Entwicklung der AD verantwortlich (Glabe 2000).

Eine Stimulation des Abbaus von A soll dazu fiihren, dass die Ablagerung von AP
vermindert wird. In der Literatur ist iiber den Einfluss von NEP auf die Ap-
Konzentration im Gehirn von Knock-out-Mausen berichtet: hier kann NEP A in vivo
abbauen (Iwata et al. 2001; Selkoe 2001b; Marr et al. 2003; 2004). Viele Studien
zeigten, dass die Hemmung der NEP-Aktivitit zur Ablagerung der AP im Gehirn fiihrte
(Shiratoni et al. 2001; Iwata et al. 2005). Tatsichlich fiihrt die Uber-Expression der
NEP zu einer signifikanten Abnahme von AP in primédren kortikalen Neuronen (Hama
et al. 2001).

Eine Beziehung zwischen der AD und dem Angiotensin Converting Enzyme (ACE; EC
3.4.15.1) konnte in Polymorphismen-Studien hergestellt werden. Diese Studien zeigten,
dass ein (I)/deletion (D) Polymorphismus innerhalb des Intron 16 des ACE-Gens mit
der AD verbunden ist (Kehoe et al. 1999). Speziell wurde nachgewiesen, dass das I-
Allel mit einem erhohten Risiko fiir AD verbunden ist, wihrend das D-Allel zum
Schutz vor AD fiihrt (Elkines et al. 2004; Lehemann et al. 2005). Es wurde
herausgefunden, dass das I-Allel mit AD, aber nicht mit anderen Formen der vaskuldren
Demenz zusammenhéngt (Kolsch et al. 2005; Sleegers et al. 2005). Der Genotypus III
steht in direktem Zusammenhang mit einem geringeren Volumen des Hippocampus und
des Mandelkerns (Corpus amygdaloideum) (Sleegers et al. 2005). Eine
Obduktionsanalyse (post mortem-Analyse) der Alzheimerpatienten zeigte, dass die
Patienten mit dem Genotypus III eine hohere Wahrscheinlichkeit zur Belastung des
APB1-42 im Gehirn haben als die Patienten mit Genotypus DID (Lendon et al. 2002).
Autopsiestudien zeigten, dass die Patienten mit der AD ein erhdhtes ACE-Niveau in der
temporalen Cortex und vor allem innerhalb der pyramidal-kortikalen Neurone haben
(Savaskan et al. 2001; Barnes et al. 1991) sowie bedeutend erhohte ACE-Aktivitit im
mittleren Hippocampus, im Gyrus parahippocampalis, in der Frontalrinde und dem
Nucleus caudatus (Arregui et al. 1982). Ein mechanistischer Zusammenhang zwischen

dem ACE und der AD wurde aufgestellt, als nachgewiesen wurde, dass ACE die
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Aggregation, die Ablagerung und die Zytotoxizitdt von A in vitro durch den Abbau
von AB1-40 an Asp7-Ser8 hemmen kann (Hu et al. 2001).

Auf der Grundlage des AB-Abbaus durch ACE (Hu et al. 2001) werden die moglichen
Einflisse von ACE-Varianten auf das Niveau von Af1-42 in der
Zerebrospinalfliissigkeit (ZSF) beobachtet. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
durch den Effekt der ACE-Varianten das Niveau von AB1-42 bei Alzheimer-Patienten
im Vergleich zur Kontrolle geringer war (Andreasen and Blennow 2002). Eine neue
Studie zeigte, dass ACE das Niveau von produziertem AB1-40 und AB1-42 in lebenden
Zellen senken und diese Wirkung durch ACE-Inhibitoren aufgehoben werden kann
(Hemming and Selkoe 2005).

Die ,lingeren Formen® von AP-Peptid, AP1-42 und AP1-43 haben eine groBere
Tendenz als AB1-40 zu aggregieren. Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit
die Menge von endogen produziertem AP1-42 bestimmt. In der Arbeit wurde
untersucht, ob der Induktionseffekt der NEP-Aktivitdt durch ausgewédhlte Substanzen zu
einer Hemmung der Menge von endogen produziertem AB1-42 in SK-N-SH-Zellen
fiihren kann (Ayoub and Melzig 2006¢). Die menschliche Neuroblastomazelllinie (SK-
N-SH) konnte sowohl AB1-40 als auch AB1-42 produzieren (Haugabook et al. 2001).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die SK-N-SH-Zellen AB1-42 bis
zu einer Konzentration von 0.48 pg/ug Zell-DNA produzieren konnten (1.0 pg DNA
enthélt ca. 100000 Zellen).

In ersten Experimenten (Kap. 3.7.1) wurde der Effekt von Griintee-Extrakt, Apigenin,
Luteolin, Curcumin, Rolipram und Phosphoramidon auf die Menge des endogen
produzierten AP1-42 untersucht. Die ausgewédhlten Substanzen wurden zu 1.0 ml
Medium (1 % FBS) in 6-Well-Platten gegeben, in welche SK-N-SH-Zellen ausgesit
worden waren. Nach 72 h wurde das Medium, welches die Substanzen enthielt, zur
Bestimmung des AP1-42 gesammelt, um den Kurzzeiteffekt der ausgewédhlten
Substanzen zu untersuchen (Kap. 2.7.2.1). In der Kontrolle war die Menge des Ap1-42
im Medium nach 72 Stunden Inkubation in der Anwesenheit der ausgewdhlten
untersuchten Substanzen in den ersten Experimenten (Tab. 20) niedriger als die Menge
nach 24 Stunden Inkubation in den zweiten Experimenten ohne die ausgewéhlten
untersuchten Substanzen (Tab. 21). Dies konnte damit erklirt werden, dass entweder die
Zellen in den ersten Experimenten weniger AB1-42 als Reaktion zur direkten Hemmung
der NEP-Aktivitdt durch die ausgewéhlten untersuchten Substanzen produzierten, oder

dass die Zellen in den zweiten Experimenten mehr AB1-42 als Reaktion zur Induktion
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der NEP-Aktivitit durch die ausgewéhlten untersuchten Substanzen produziert hatten.
Phosphoramidon als Standard wurde aufgrund seiner Wirkung als spezifischer NEP-
Hemmer benutzt (Kenny et al. 1981).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass Phosphoramidon zu einer
Erhohung des AB1-42 im Medium der Zellen um 31 % fiihrte, wéhrend Griintee-Extrakt
zu einer Erh6hung um 162 % fiihrte. Fiir Apigenin, Luteolin, Curcumin und Rolipram
wurde kein signifikanter Effekt registriert (Kap. 3.7.1). Dies konnte damit erkldrt
werden, dass der Kurzzeiteffekt des Griintee-Extrakts die NEP-Aktivitdit hemmte und
das zu einer Zunahme von AB1-42 im Medium fiihrte. In der Arbeit wurde gezeigt, dass
in den Kurzzeitversuchen auch Apigenin und Luteolin die NEP-Aktivitit hemmen
konnten (Kap. 3.3). Trotzdem konnte keine Erhohung von AB1-42 im Medium der
Zellen durch diese beiden Substanzen festgestellt werden. Dies konnte damit erklart
werden, dass Apigenin und Luteolin in den Langzeitversuchen sowohl die NEP- als
auch die ACE-Aktivitit, welche den Abbau von AB1-42 induzierte, erhdhten (Kap. 3.3
und Kap. 3.6.5). Rolipram erhdhte nur die NEP-Aktivitdt in den Langzeitversuchen
ohne Wirkung in den Kurzzeitversuchen.

In weiteren Experimenten wurde der Effekt von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin
und Curcumin auf die Mengen des AP1-42 im Medium der Zellen untersucht. Die
Testsubstanzen wurden zu 2.0 ml Medium (10 % FBS) in 6-Well-Platten gegeben, in
welche SK-N-SH-Zellen ausgesidt wurden. Das Medium wurde nach 48 h auf 1.0 ml
Medium (1 % FBS) gewechselt und die Zellen wurden fiir weitere 24 h kultiviert.
Danach wurde das Medium, welches keine Testsubstanzen mehr enthielt, zur
Bestimmung des AP1-42 im Medium der Zellen gesammelt (Kap.2.7.2.2), um den
Langzeiteffekt der ausgewdhlten Substanzen zu untersuchen. Die Ergebnisse dieses
Experiments zeigten, dass durch Apigenin, Luteolin und Curcumin die Menge des
endogen gebildeten AB1-42 signifikant gehemmt wurde, wihrend sie durch Griintee-
Extrakt um 34 % erhoht wurde (Kap. 3.7.2). Dies konnte damit erklidrt werden, dass
Apigenin, Luteolin und Curcumin in den Langzeitversuchen sowohl die NEP- als auch
die ACE-Expression erhohen konnten, wihrend der Griintee-Extrakt die NEP-
Expression erhohte ohne die ACE- Expression zu beeinflussen (Melzig and Janka
2003).

Eine andere mogliche Erkldrung fiir die beobachteten Ergebnisse konnte auf der
unterschiedlichen Produktion der Menge von AB1-42 und AP1-40 basieren. Viele
Studien wurden durchgefiihrt, um die Rolle der NEP im Abbau von AB1-42 und AB1-40
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im Gehirn zu erkldren. Es wurde gezeigt, dass NEP AB1-42 und AP1-40 in einer
gleichwertigen Menge abbauen konnte (Iwata et al. 2001; Shiratoni et al. 2001). Eine
andere neue Studie zeigte, dass die Wild-Typ-NEP und alle weiteren Isoformen
(Chiméren) beim Abbau des intrazelluliren AB1-40 effektiver sind als beim Abbau des
intrazelluldren AB1-42 (Hama et al. 2004).

4.9 Beeinflussung der intrazelluliren cAMP-Konzentration durch

ausgewahlte Substanzen

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist ein second messenger, welcher
verschiedene Enzyme durch Induktion der Phosphorylierung oder der
Dephosphorylierung aktivieren oder inhibieren kann. In der vorliegenden Arbeit werden
zwei Theorien fiir die Erklirung der Wirkungsmechanismen der beobachteten
Enzyminduktion vorgestellt. Die erste Theorie basiert auf dem Verhiltnis zwischen der
Zelldifferenzierung und der Zellproliferation. Der anderen Theorie liegt die Erh6hung
des Niveaus von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) zugrunde, was durch die
untersuchten ausgewihlten Substanzen verursacht wird. In der Arbeit wurde
vorausgesetzt, dass die Gen-Expression der NEP durch die Aktivierung der CREB-
Phosphorylierung (CREB: cAMP responsive element-binding protein), welche durch
die Erhohung der cAMP-Konzentration verursacht wird, induziert wird. Das CREB-
Protein ist ein Transkriptionsaktivator, der eine stimulierende Wirkung auf die
Transkription von Genen ausilibt, die cis-regulatorische, cAMP-sensitive DNA-
Elemente (cAMP responsive elements, CREs) tragen. CREs sind DNA-Abschnitte, die
eine von cAMP ausgehende Transkriptionsregulation vermitteln. Bei einer Erhohung
der cAMP-Konzentration werden Proteinkinasen aktiviert, die auf direktem oder
indirektem Weg die Phosphorylierung und Regulation von Transkriptionsaktivatoren
bewirken konnen. Fiir die Transkriptions-Stimulation der betreffenden Genabschnitte ist
zum einen die Bindung von CREB an die CREs und zum anderen eine
Phosphorylierung von CREB an Ser133 notwendig. Die Phosphorylierung von CREB
an der Serl33 wird iiber einen cAMP-abhingigen Signaliibertragungsweg vermittelt.
Das CBP (CREB-binding protein) bindet sich spezifisch an CREB und vermittelt die
Wechselwirkung von CREB. Diese Bindung ist von dessen Phosphorylierung an Ser113
abhingig. Nur wenn Serl13 des CREB phosphoryliert ist, kommt es zur spezifischen
Interaktion zwischen CREB und CBP, und nur damit kann CBP seine
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Vermittlerfunktion zwischen basalem Transkriptionsapparat und

Transkriptionsaktivator wahrnehmen (Abb. 26) ( Gerhard Krauss 1997).

DNA
CRE
Tranakriptionskomplex
Signalketten - gesteuerte
Phosphorylisrung von CREB

-

il R

CREB
w13
cBP

Trans kriptionskom plex

Abbildung 25: Regulation der Aktivitit eines Transkriptionsfaktors durch Phosphorylierung
(Gerhard Krauss 1997, S. 61).

Die Erhohung des cAMP-Spiegels besitzt ein therapeutisches Potential fiir die
Verzogerung der AD. Diese Krankheit kann durch Behandlung mit Stoffen, wie
Dibutyryl-cAMP, Theophyllin und Isoproterenol, die das intrazellulire cAMP erhdhen,
verzogert werden (Wolozin et al. 1993). Das cAMP-Signal wird als Gedichtnisregulator
bezeichnet. Viele Studien zeigten, dass die Erhohung des Niveaus von cAMP die
synaptische Plastizitit und die Leistungsfahigkeit des Gedédchtnisses erhoht (Wang et al.
2004; Barad et al. 1998). Ferner sind der Schweregrad und die Dauer der AD mit der
Hemmung des Niveaus von cAMP und CREB verbunden (O’Neill et al. 1994;
Yamamoto-Sasaki et al. 1999; Yamamoto et al. 2000). Die Neurotoxizitit, welche durch
AP induziert wird, kann durch Erhéhung des Niveaus von intrazellulirem cAMP
verringert werden (Parvathenani et al. 2000). Die Erhohung der Konzentration von
intrazellulirem cAMP hemmt die Stimulation, welche zur Produktion von TNF-alpha
fiihrt, durch Hemmung der nuklearen Translokation und der DNA-Bindungsaktivitit
von NF-kappaB (Chong et al. 2002). Weiterhin wirkt die Erhéhung von cAMP auch
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entzlindungshemmend und unterdriickt die Aktivierung der Immunzellen (Souness et al.
2000; Kammer 1988). Viele Studien zeigten, dass solche Stoffe, die die cAMP-Bildung
stimulieren, neuroprotektiv fiir viele Neuronal-Typen durch verschiedene Mechanismen
sind. Diese Stoffe konnen den Effekt von neurotrophischen Molekiilen potenzieren
(Meyer-Franke et al. 1995), die Phosphorylierung von Neuronal-Ca?’-Kanilen durch
Proteinkinase A (PKA) induzieren und den Ca?"-Influx verhindern (Nijjar et al. 2000).
Zusiétzlich konnen diese Stoffe den antiapoptotischen MAPK-ERK-Signalweg
aktivieren (Troadec et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass CREB im
Hippocampus in der Formation des Langzeitgedidchtnisses impliziert ist (Silva et al.
1995). CREB wird als ein Uberlebensfaktor fiir Zellen und als ein molekularer
Signalwandler fiir verschiedene Faktoren fiir den Tod der Zellen, welcher mit
neurologischer Krankheit verbunden ist, bezeichnet (Dawson and Ginty 2002). Es
wurde berichtet, dass das cAMP-Analogon (Dibutyryl-cAMP) den Amyloid 105-
Aminosdure Carboxyl-Terminal-Fragment (CT105)-induzierten Signalweg durch
exzessive CREB-Phosphorylierung unterdriicken kann, was zur Hemmung der CREB-
DNA-Bindungs-Aktivitdt und zur Hemmung der Expression von Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-alpha) fiihrt (Chong et al. 2003). Die NEP-Expression wird von
Transkriptionsfaktoren in gewebespezifischer Weise bei Menschen und Ratten reguliert.
Die NEP-mRNA-5'-Region wird von Exon 1 bis 3 wechselweise gespaltet, was in vier
verschiedenen mRNA-Transkripten resultiert (D'Adamio et al. 1989; Li et al. 1995).
Dexamethason inhibiert die NEP durch die Hemmung der Transkription von NEP-
mRNA auf B-Lymphozyten (Cupic et al. 2005). Vor kurzem wurde nachgewiesen, dass
die NEP-Expression und NEP-Aktivitit, welche durch Transkription der Amyloid-f3-
Vorlduferprotein-Intrazelluldr-Doménen (AICDs) kontrolliert werden (Pardossi-Piquard
et al. 2005), durch einen y-Sekretase Presenilin-abhdngigen Mechanismus erzeugt
werden (Passer et al. 2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Induktion der NEP-Aktivitit
durch die untersuchten Substanzen mit einer Erhohung der cAMP-Konzentration
verbunden war (Kap. 3.5.2 und Kap. 3.5.3). Apigenin, Luteolin, Griintee-Extrakt,
Curcumin und Rolipram konnten das Niveau von cAMP in den SK-N-SH-Zellen
erhohen. Dies korreliert mit Angaben aus der Literatur, in der nachgewiesen wurde,
dass sowohl Apigenin, Luteolin und Rolipram (Ko et al. 2004; Vitolo et al. 2002) als
auch Hauptinhaltsstoffe des Griintee-Extrakts wie Methylxanthine und Polyphenole das
Niveau von cAMP erhohen (Ajiori et al. 1990; Dulloo et al. 2000). Rolipram kann die
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Hemmung in der maximalen CRE-Bindung im basalen Vorderhirn im Alter auftheben
(Asanuma et al. 1996). Ferner erhoht Rolipram die Expression und die
Phosphorylierung von CREB (Monti et al. 2006). Aullerdem kann Rolipram die CREB-
DNA-Bindungsaktivitit erhdhen und die Neurotoxizitdt hemmen (Zou and Crews
2006). Eine aktuelle Studie zeigte, dass die Hemmer der Phosphodiesterase IV (PDE4)
die CREB-abhingige-Gen-Expression erhohen und die Langzeitgedédchtnisstorung von
CBP +/- mutierten Miusen konzentrationsabhingig verbessern (Bourtchouladze et al.
2003).

Aus all diesen Griinden wurde der Effekt von Griintee-Extrakt, Apigenin, Luteolin,
Curcumin und Rolipram im Rahmen dieser Arbeit auf die intrazellulire cAMP-
Konzentration untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass der
Induktionseffekt dieser Substanzen auf die NEP-Aktivitit unabhidngig von der
Zellproliferationshemmung war.

Um nachzuweisen, dass der Induktionseffekt dieser Substanzen auf die NEP-Aktivitit
mit einer Erhdhung von intrazellulirem cAMP in SK-N-SH-Zellen einherging, wurde
die intrazellulire cAMP-Konzentration nach der Langzeitinkubation der Zellen mit
diesen ausgewidhlten Substanzen bestimmt (Kap. 3.8). Die Ergebnisse dieser
Experimente zeigten, dass die Enzyminduktion durch diese Substanzen von einer
Erh6hung des Niveaus von intrazellulirem cAMP begleitet war. Dies konnte ein Beleg
dafiir sein, dass ein direkter Induktionseffekt auf die Gen-Expression der NEP durch die
Erhohung der intrazelluldiren cAMP-Konzentration fiir die beobachtete Enzyminduktion
von den untersuchten Substanzen verantwortlich wire, und das dieser Effekt NEP-
spezifisch ist, da eine Erhohung der cAMP-Konzentration durch Dibutyryl-cAMP.
Forskolin und Rolipram keine Induktion der ACE-Aktivitit ausloste (Kap. 3.6.4).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Neutrale Endopeptidase (NEP, EC 3.4.24.11) ist ein interessantes Target in der
Forschung der Alzheimer-Demenz (AD). Uberexpression und/oder eine physiologisch
gesteigerte Aktivitdt der NEP haben fiir den Abbau von B-Amyloid (AB) und fiir die
Verhinderung der Ablagerung von A, welches fiir die Entstehung und Progression der
AD verantwortlich ist, eine funktionelle Bedeutung. Seit kurzem gilt die Stimulation
von NEP und anderen Enzymen, die AP abbauen, als therapeutischer Ansatz fiir die
AD. Auch Angiotensin-Converting Enzyme (ACE, EC 3.4.15.1) kann AP abbauen und
die Ablagerung von AP hemmen. Zahlreiche Studien mit Griinem Tee, Ginkgo-biloba
und Flavonoiden belegen einen neuroprotektiven Effekt dieser Naturprodukte. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie Griintee-Extrakt und seine Inhaltsstoffe,
Ginkgo-biloba-Extrakt und seine Inhaltstoffe, ausgewidhlte Flavonoide und andere
ausgewdhlte Substanzen die NEP- und ACE-Aktivitit in SK-N-SH-Zellen beeinflussen
und welche Mechanismen dafiir verantwortlich sein konnten. Zusitzlich wurde der
Induktionseffekt der NEP- und ACE-Aktivitit durch die ausgewdihlten Substanzen
hinsichtlich der Menge von AP1-42, die von SK-N-SH-Zellen produziert und im
Medium sekretiert wird, beobachtet.

e Erstmals wurde ein konzentrationsabhidngiger Induktionseffekt beziiglich der
Aktivitit von NEP durch Griintee-Extrakt, Coffein, Theophyllin, Theobromin,
Theanin, Deoxypeganin, Ginkgo-biloba-Extrakt, Apigenin, Luteolin, Vinpocetin, und
Curcumin im Vergleich zu den Kontrollen beobachtet.

e Dieser Induktionseffekt wurde von einer Proliferationshemmung der SK-N-SH-
Zellen begleitet. Dieser konnte so interpretiert werden, dass die Zunahme der
zelluldren Enzym-Aktivitét mit einer erhohten Zelldifferenzierung verbunden ist.

e Zusitzlich konnte die Kombination zwischen Arabinosylcytosin und ausgewihlten
Substanzen, wie Apigenin, Luteolin, Vinpocetin und EC, EGC, EGCG in
Kombination mit Coffein als Einzelstoffe zeigen, dass der Induktionseffekt der NEP-
Aktivitit durch  die  untersuchten  Substanzen unabhdngig von der
Zellproliferationshemmung war. Rolipram, Forskolin und Dibutyryl-cAMP konnten

die NEP-Aktivitdt induzieren ohne die Zellproliferation zu beeinflussen.
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¢ Die Untersuchungen der cAMP-Bildung durch die ausgewéhlten Substanzen lieferten
Ansatzpunkte fiir die Beziehung zwischen der Erhéhung der NEP-Aktivitdt und der
Erhohung von cAMP in SK-N-SH-Zellen.

e Die Induktion der NEP-Aktivitdt konnte auf einer Stimulation der Zelldifferenzierung
basieren.

e Um die Spezifitdt der untersuchten Substanzen auf die NEP-Aktivitit aufzuzeigen,
wurde ihr Effekt auch auf die ACE-Aktivitdt untersucht. Griintee-Extrakt, Ginkgo-
biloba-Extrakt, Coffein und Theophyllin konnten die ACE-Aktivitit im Vergleich zu
NEP nur leicht induzieren. Rolipram, Forskolin und Dibutyryl-cAMP hatten keinen
Effekt auf die ACE-Aktivitit, wihrend Apigenin, Luteolin und Vinpocetin sowohl
die ACE- als auch die NEP-Aktivitdten signifikant induzieren konnten.

e Zusidtzlich wurde festgestellt, dass die Erhohung der NEP und ACE-Aktivititen
durch Apigenin, Luteolin und Curcumin zur Hemmung der produzierten und ins
Medium sezernierten Menge an AP1-42 fiihren. Der Kurzzeiteffekt des Griintee-
Extrakts flihrte zur direkten Hemmung der NEP-Aktivitit und zu einer Zunahme von
endogenem AB1-42 um 162 %. Der Griintee-Extrakt ist ein direkt NEP-Inhibitor. Die
gesteigerte NEP-Aktivitdt durch den Langzeiteffekt des Griintee-Extrakts fiihrte zu
einer Zunahme von endogenem APB(1-42) um 34 %. Diese Ergebnisse konnten damit
erklart werden, dass Apigenin, Luteolin und Curcumin in den Langzeitversuchen
sowohl die NEP- als auch die ACE-Aktivitit erhohen, wiahrend der Griintee-Extrakt
die NEP-Aktivitédt erhohte ohne die ACE-Aktivitét zu beeinflussen.

e Die Induktion sowohl der NEP- als auch der ACE-Aktivitit konnte einen
vielversprechenden neuartigen Ansatz zur Behandlung und/oder Pravention der AD

durch die Zunahme des Abbaus von A darstellen.

109



6 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die NEP beeinflusst eine Vielzahl von physiologischen/ pathophysiologischen
Prozessen, indem sie endogene Mediatoren mit Peptidstruktur hydrolysiert. Aus diesen
vielfaltigen Funktionen des Enzyms konnen bestimmte pathologische Vorgéinge durch
eine pharmakologische Modulation der NEP (Aktivierung oder Hemmung) beeinflusst

werden (z. B. Blutdruck, Adipositas, Alzheimer-Demenz (AD)).

In den letzten 10-15 Jahren wurde die Mdglichkeit einer Hochregulierung der NEP
besonders in Zusammenhang mit der AD héaufiger diskutiert (Iwata et al. 2005), aber
realistische Behandlungsansitze fehlen immer noch. Die gentechnischen Ansitze zur
Erhohung der NEP-Aktivitit bei Méusen unter Nutzung von Lentiviren als Genfdhren
(Marr et al. 2003) sind sicher kein praktikabler Weg als Therapieform der niheren
Zukunft. Die Induktion der NEP-Aktivitit an Zellmodellen durch Somatostatin,
Quercetin, Resveratrol und Griintee-Extrakt sind viel versprechende Ansatzpunkte fiir
spéitere Arzneimittelentwicklungen (Saito et al. 2005; Melzig et al. 2002; 2003). Die
Erhoéhung der NEP-Aktivitdt konnte auch fiir die Behandlung des Adipositas forderlich
sein. Bei iibergewichtigen Méusen wird eine Reduktion des Korpergewichtes durch die
regelméfige Gabe von Epigallocatechinen, welche in groBem MaB in Griintee-Extrakt
vorkommen, beobachtet (Klaus et al. 2005). Gleichzeitig muss aber das Risiko einer
unerwiinschten Beeinflussung anderer Funktionen, wie der Regulierung des Blutdrucks

und der Natriurese, beachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen NEP und der AD
beschrieben. Ziel dieser Arbeit war es nicht nur, die Einfliisse von ausgewihlten
Arzneipflanzenextrakten auf die NEP-Aktivitit in SK-N-SH-Zellen in vitro hinsichtlich
einer Induktion des Abbaus von B-Amyloid-Peptid (AB) zu untersuchen, sondern auch
Ansitze zu den moglichen Wirkungsmechanismen der vermuteten neuroprotektiven
Wirkung der ausgewdhlten Drogen und Naturstoffe bei neurodegenerativen
Erkrankungen aufzuzeigen. Zusitzlich sollten in der Arbeit die Einfliisse von
ausgewdhlten Naturstoffen, welche die Aktivitit der NEP erhohten, auf das Enzym
ACE untersucht werden, um die Spezifitét dieser Naturstoffe beziiglich ihrer Wirkungen
auf die NEP zu priifen.

Trotz der groBen Ahnlichkeit beider Enzyme zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass

manche Testsubstanzen nur die NEP-Aktivitit erhohten ohne die ACE-Aktivitit zu
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beeinflussen. Dies konnte damit erkldrt werden, dass die beiden Enzyme mit
unterschiedlichen Mechanismen induzierbar sind. Eine mogliche Erkldrung dafiir
konnte die Struktur der Enzyme auf DNA-Ebene bzw. die unterschiedlichen
Mechanismen der Transkriptionssteuerung sein. Die Erhohung der cAMP-Bildungsrate
konnte eine gesteigerte CREB-Phosphorylierung (cAMP responsive element-binding
protein, als Transkriptionsfaktor) verursachen. Bis jetzt gibt es keine Studien, die auf
einen Zusammenhang zwischen NEP-Gen-Expression und CREB-Phosphorylierung
hinweisen. Fiir manche der untersuchten Substanzen in der Arbeit (Rolipram, Forskolin,
Dibutyryl-cAMP, Apigenin, Luteolin und Catechine) wurde nachgewiesen, dass sie die
Expression und die Phosphorylierung von CREB erhéhen konnen. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die These aufgestellt, dass die Aktivierung von CREB-
Phosphorylierung die Gen-Expression der NEP induzieren konnte. Kiinftig sollte durch
weitere Untersuchungen die Beziehung zwischen CREB und Gen-Expression der NEP
sowie der Zusammenhang zwischen der Erhéhung des cAMP-Niveaus und der
Induktion der NEP- und ACE-Aktivitit (die hier vorgestellten Ansitze) abgeklért

werden.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AP
ACE
AChE
AChT
AD
AGEs
AMC
AMP
Apo-E4
APP
cAMP
CBP
Coff
CREB
CREs
DMSO
DNA
EC
EDTA
EGb 761®
EGC
EGCG
EIA
ELISA
EMF
FBS
GSH
HEPES

Hip-L-His-L-Leu

HSV 1
ICso
LAP

beta-Amyloid
Angiotensin-Converting-Enzyme (EC 3.4.15.1)
Acetylcholinesterase
Acetylcholintransferase
Alzheimer-Demenz

Advanced Glycation Endproducts
7-Amino-4-methylcumarin
Adenosin-5"-monophosphat
Apolipoprotein-E4

Amyloid Precursor Protein

3 -5'-Zyklisches Adenosinmonophosphat
CREB-binding protein

Coffein

cAMP responsive element-binding protein
cAMP responsive elements

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure (DNS)

Epicatechin

Ethylendiamintetraessigsiure
Ginkgo-biloba-Extrakt

Epigallocatechin

Epigallocatechingallat
Enzym-Immunoassay
enzyme-linked-immunosorbent assay
Elektromagnetische Felder

Fetales Kélberserum

Glutathion
2-[4-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-Ethansulfonsdure
Hippuryl-L-Histidyl-L-Leucin
Herpes-Simplex-Virus Typ 1
halbmaximale inhibitorische Konzentration

Leucin-Aminopeptidase (EC 3.4.11.2)
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« LDL Low Density Lipoprotein

o L-His-Leu L-Histidyl-L-Leucin

« LRP Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein
« MEM Minimal Essential Medium

« NEP Neutrale Endopeptidase (EC 3.4.24.11)

« NMDA [N-Methyl-D-Aspartat]-Rezeptor-Antagonist

« NSAR Nicht-steroidale Antirheumatika

. PBS Phosphate Buffer solution

« SAAP-AMC N-Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-Amido-4-Methylcumarin
« SD standard deviation, Standardabweichung

. ThB Theobromin

o ThP Theophyllin

« TMB Tetra Methyl Benzidin

o« ZSF Zerebrospinalfliissigkeit

Als Dezimaltrennzeichnen wird ein Punkt verwendet.
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